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Résumé

Résumé

Les dermatophytoses (ou «teignes ») sont des smgca@utanées superficielles
provoguées par des champignons filamenteux, appelésatophytes, affectant les animaux
et ’'homme.Microsporum canisest un dermatophyte zoophile dont I’h6te natuseélle chat.

Il touche principalement les carnivores domesticetesst un agent fréquent de zoonose. Les
dermatophytes envahissant les structures kéramidé I'épiderme, de nombreuses études
ont porté sur la caractérisation des protéasesgtéésrcomme facteurs de virulence potentiels.
Cependant, peu de recherches ont été consacréeesé@axismes impliqués dans la mise en
place de la réponse immune anti-dermatophytesstliceuramment admis que la réponse
immune protectrice lors d’'une dermatophytose est wéponse a médiation cellulaire
impliquant les lymphocytes de type Thl et carasé&i par une réaction cutanée
d’hypersensibilité de type retard®dlayed Type HypersentivitypTH). Un constituant
sécrété dé. caniscorrespondant au surnageant de culture du champigutivé sur milieu

de Sabouraud liquide, appelé surnageant non igaNik), provoque des DTH chez le cobaye
immunisé apres une primo-infection, ce qui sugggwe le SNI contient des antigénes
potentiellement intéressants pour le développerdamt vaccin. Le cobaye est le modele
animal le plus utilisé pour étudier 'immunologiesddermatophytoses. Cependant, la quasi
absence d’outils génétiques et immunologiques datie espece ne permet pas d'étudier la
réponse immune induite lors de dermatophytoses atgeme satisfaisante. La mise au point
d’'un modéle murin de dermatophytose permettrapalker tous ces inconvénients.

Au cours d'une dermatophytoseVa canis les premieres cellules rencontrées par le
champignon lors de l'infection sont les kératin@sytqui, suite a I'activation par des
composants fongiques, peuvent attirer les polynmrpbléaires neutrophiles (PMN) sur le
site d’infection. Ces leucocytes sont, avec les ro@twages, responsables fine de
I'élimination du dermatophyte. Cependant, le réks dPMN dans les mécanismes liés a
I'établissement de I'immunité anti-dermatophytemdare inconnu.

L'objectif général de ce travail était de contédba I'étude de la réponse immuze
cours d’'une dermatophytoseMa caniset de mettre au point un nouveau modéle animal de
dermatophytose. Pour l'atteindre, trois étudesététréalisées : (1) I'évaluation du role des
PMN félins dans la mise en place d’'une réponse imanprotectrice au cours d’une
dermatophytose M. canis (2) I'évaluation des propriétés protectrices dili 8e M. canis
dans un essai vaccinal en utilisant le cobaye commdele expérimental et (3) la mise au

point d’'un modele murin de dermatophytose pountétde 'immunité anti-dermatophytes.



Résumé

Les résultats obtenus dans la premiéere étude eramjue les PMN félins produisent
des cytokines pro-inflammatoires telles temor necrosis facto(TNF)-o, I'interleukin
(IL)-1p et I'IlL-8 lorsqu’ils sont stimulés par les arthposes vivantes du champignon ainsi
que par des constituants structuraux, représeatedgs arthrospores tuées par la chaleur, et
sécrétés comme le SNI. De plus, apres stimula@ag@nt 2 ou 4 heures par les arthrospores
vivantes et tuées ainsi que par les protéasestéésr8ub3 et Sub6, disponibles sous forme
recombinante dans notre laboratoire, les taux d’ARd#u toll like receptor(TLR)-2 et du
TLR-4 étaient augmentés dans les PMN. Ces réssligigerent que les PMN félins jouent un
réle dans I'établissement de la réponse immuneMntianisen produisant des cytokines pro-
inflammatoires et que les mécanismes responsablegtte activation feraient intervenir les
récepteurs TLR-2 et TLR-4.

Dans la deuxieme étude, les résultats indiqueatl’qdjuvant monophosphoryl lipid-
A (MPLA), dérivé non toxique du lipopolysaccharideagoniste du TLR-4 a, a lui seul, un
effet protecteur partiel chez les cobayes soumis&épreuve d’infection pav. canis En
effet, les symptdmes cutanés observés chez leyeslagant préalablement recu I'adjuvant,
étaient moins importants que ceux développés mrctdayes infectés n'ayant pas recu
'adjuvant. En revanche, le SNI ne semble pas pmtées cobayes d'une infection
expérimentale dans cet essai vaccinal.

Les résultats obtenus dans la troisieme étude niitemd que notre modele murin de
dermatophytose est valide et reproductible, enisatit Arthroderma benhamiaeet
Arthroderma vanbreuseghemiie n’est pas le cas avbt canis En effet, 100 % et 80 % des
souris infectées respectivement pgarvanbreuseghemét A. benhamiaeont développé des
symptémes cutanés typiques de dermatophytose, ar she I'érytheme, des squames, des
croltes et de l'alopécie alors que seulement 40e% sburis infectées padil. canis ont
développé des signes cliniques, par ailleurs tiesrats. Le recrutement important de PMN
dans la peau des souris infectées pabenhamiaeet A. vanbreuseghemiet le profil
cytokinique {ransforming growth factoTGF){$, I'lL-18, I'lL-6 et I'IL-22) généré par
I'infection suggerent l'implication de la voie Thidans la mise en place de la réponse
immune anti-dermatophytes.

En conclusion, I'ensemble de ce travail a con&ibuélargir nos connaissances sur la
réponse immune au cours d’'une dermatophytobé aanis De plus, un nouveau modéle
murin de dermatophytose A& benhamiaest A. vanbreuseghema été mis au point et est

approprié pour I'étude de la réponse immune arthrdéophytes.



Abstract

Abstract

Dermatophytoses (or ringworm) are superficial catars mycoses caused by
filamentous fungi called dermatophytes affectinghbanimals and human#licrosporum
canisis a zoophilic dermatophyte whose natural hoshéscat. It primiraly affects domestic
carnivores and is responsible for a frequent zasnds the epidermal keratinized structures
are invaded by the dermatophytes, many studiessé&aton the characterization of secreted
proteases as potential virulence factors. The stfidlye mechanisms involved in the set-up of
the immune response against dermatophytes has teglected. It is thought that the
protective immune response during dermatophytosisa icell type mediated immunity
involving Thl lymphocytes and characterized by #aykd type hypersensitivity (DTH)
reaction. A secreted component (SC) frbncanis corresponding to the culture supernatant
obtained in liquid Sabouraud’s medium, induces DiHyuinea pigs having spontaneously
recovered from an experimental infection. Therefdtres SC may contain appropriate
antigens for the development of an efficient vaeciihe most common animal model for
studying the immune response during dermatophytasdke guinea pig but the lack of
genetic and immunologic tools available in thiscépg is a barrier to further investigating
complex mechanisms of immunity. Consequently, te@atdishment of a dermatophytosis
mouse model is highly required.

During M. canis dermatophytosis, the first cells encountered kg filmgus during
infection are keratinocytes. Upon activation by gahcomponents, these cells are able to
attract polymophonuclear neutrophils (PMNs) on site of infection. These leukocytes,
along with macrophages, are known to be respongibpléne elimination of dermatophytes.
However, the precise role of PMNs in the set-uphaf immunity against dermatophtytes
remains unknown.

The general objective of this work was to increase knowledge about the immune
response againdtl. canisinfection and to develop a new animal model ohtEDpphytosis.
To this purpose, three studies were designed:sd9sasing the role of feline PMNs in the set-
up of a protective immune response durilig canis infection, (2) assessing protective
efficacy of SC fromM. canisin a vaccine trial using guinea pigs and (3) etateba mouse
model of dermatophytosis allowing the study ofithenunity against dermatophytes.

The results from the first study show that feliAR®Ns produce pro-inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor (TNFaterleukin (IL)-18, and IL-8 upon exposure
to M. canislive arthroconidia together with structural compots, corresponding to heat-

killed arthroconidia, and SC. Additionally, afteémsulation for 2 or 4 hours with live or heat-
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Abstract

killed arthroconidia, secreted proteases Sub3 atb,Savailable in recombinant form in our
laboratory, the levels of toll like receptor (TLR)and TLR-4 mRNA were increased in
PMNs. This suggests that feline PMNs are involwethe establishment of immunity against
M. canisby producing pro-inflammatory cytokines and TLRx2d TLR-4 receptors could be
responsible for this activation.

In the second study, the monophosphoryl lipid-AP(M\) adjuvant, a detoxified form
of lipopolysaccharide and a TLR-4 agomsrr sewas shown to confer a partial protection in
M. canisexperimentally infected guinea pigs. Indeed, wpestreated with the adjuvant, the
guinea pigs developed less severe cutaneous symsph@am those not pre-treated. In contrast,
the SC did not seem to protect guinea pigs froraxg@erimental infection in this vaccine trial.

The results obtained in the third study demonstridtat our mouse model of
dermatophytosis is valid and reproducible usfkrthroderma benhamiaand Arthroderma
vanbreuseghemiias infecting agents in contrast with canis Indeed, 100% and 80% of
mice infected withA. vanbreuseghemaindA. benhamiaeespectively, developed typical skin
lesions of dermatophytosis, i.e. erythema, squasnosists and alopecia. M. canisinfected
mice, only 40% developed weak clinical lesions ¢sieat with dermatophytosis. The
considerable inflow of PMNs in the skin of mice anofed with A. benhamiaeand
A. vanbreuseghemiiand the cytokine profile (transforming growth ttac(TGF)$, IL-1B,
IL-6 and IL-22) induced by infection suggest thedlvment of the Th17 pathway in the set-
up of immunity against dermatophytes.

In conclusion, this work has contributed in furthg our understanding of immunity
during M. canisdermatophytosis. Furthermore, a new mouse modd¢whatophytosis using
A. benhamiaeand A. vanbreuseghemivas developed and is suitable for the study of the

immune response against dermatophytes.
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Introduction

1. Les dermatophytes et les dermatophytoses
1.1. Nomenclature et classification

Les dermatophytes sont des champignons filamenté@ratinophiles et
kératinolytiques capables d’envahir les structudgsdermiques kératiniséesstiatum
corneum, poils et ongles ou griffes) et causant chez ldhdtes des infections cutanées
superficielles appelées dermatophytoses ou « teign@Veitzman et Summerbell, 1995 ;
Chermetteet al, 2008). Cependant, dans de tres rares cas, lemtighytoses peuvent étre
sous-cutanées, en particulier chez des individuaunodéprimés. Les dermatophytes sont
répartis en trois groupes classés en fonction de deehe écologique : les dermatophytes
géophiles, zoophiles et anthropophiles (Weitzma8whmerbell, 1995). Les dermatophytes
géophiles vivent et se développent dans le milieéreeur, principalement sur des débris
kératinisés en décomposition. lls n’infectent I'mom et les animaux que de facon
accidentelle. Les dermatophytes zoophiles sonbd#g a une ou plusieurs especes animales.
Contrairement aux dermatophytes géophiles, ilds&at I'entiéreté de leur cycle de vie sur
un héte, méme s’ils peuvent survivre dans le miledérieur a I'état de spores. Les
dermatophytes anthropophiles sont similaires aumd®phytes zoophiles excepté qu’ils sont
inféodés a I'homme. La plupart des dermatophytesplaibes sont des agents de zoonose
(Mignon et Monod, 2011).

Sur base des caractéristiques de leur forme sexoée téléomorphe), les
dermatophytes sont classés dans I'embranchementasesmycetes (Ascomycota). La
reproduction sexuée des dermatophytes est difficdbtenir et n’est observable que sous des
conditions de culture bien particuliéres. Les deaplaytes sont le plus souvent hétérothalles :
pour obtenir une reproduction sexueée, il faut comtgr deux mycéliums ayant des polarités
différentes, I'un de signenfating type (+), l'autre de signe (-). Le milieu utilisé pour
stimuler la reproduction sexuée des dermatophyesire milieu a base de graines de Niger
(Guizotia abyssinica(De Vroey, 1964). Sur base des caractéristigeelear forme asexuée
(ou anamorphe), la seule rencontrée en clinique,dermatophytes sont répartis en trois
genres : Epidermophyton, Microsporumet Trichophyton (Tableau 1). In vivo, les
dermatophytes forment des filaments mycéliens segigiqviron 2 a 4 um de diamétre qui se
fragmentent en spores infectantes appelées artitesspu arthroconidies. En culturia (
vitro), ils produisent des microconidies et des macrates dont la morphologie et la
disposition constituent un important critere d'itidoation des especes (Van Cutsem et

Rochette, 1992). Le genMicrosporumregroupe des espéces produisant des macrocoaidies

6



Introduction

paroi échinulée tandis que les espéces appartemagenreTrichophybn produisent des

macroconidies a paroi lisse. Une seule espéce teppat au genr&pidermophytora été

identifiée, il s'agit dE. floccosum

Tableau 1. Classification des dermatophytes selon leur halbigatirel. D’aprés Mignon et

Monod (2011).

Géophiles Zoophiles (hote préférentiel)

Anthropophiles

ComplexeM. gypseum/M. fulvum M. canis(chat)

T. terrestre M. equinum(cheval)
T. ajelloi M. persicolor(rongeurs)
M. cookei M. nanunfporc)

A. benhamiaécobaye)

T.

- 4 4 =4 =4 >

erinacei(hérisson)

. vanbreuseghemichat, chien)
. equinuncheval)

. simii(cochon)

. verrucosunfvache, mouton)
. gallinae(gallinacés)

. quinckeanun(souris)

M. andouinii
M. ferrugineum
T. interdigitale
. tonsurans

. rubrum

. Violaceum

. soudanense
. schoenleinii

. concentricum

m o4 4 4 4 -4 -+

. floccosum

A : Arthroderma; E : Epidermophyton M : Microsporum; T : Trichophyton
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Une autre classification des espéces basée mmleoient sur des données
moléculaires et notamment les séquences des réffi@nénternal transcripted spacgrest
actuellement utilisée (Graseaat al, 2008). Cette classification ne tient pas compts d
différences de morphologie, de physiologie et dé@ge des dermatophytes ainsi que des
signes cliniques associés. C’est ainsi que, s Hadeurs séquences ITS, certaines especes
du genre Trichophyton, difficlement différenciables macroscopiquement,t qou étre
identifiées. Ainsi, les especdsthroderma benhamiaet Arthroderma vanbreuseghenant
éte identifiées a partir du compleXeichophyton mentagrophytg®rouot et al, 2009).
Cependant, certaines especes distinctes comnophyton equinumet Trichophyton
tonsuransont été décrites comme identiques sur base de $&apsences ITS. La premiére
étude combinant lidentification moléculaire (basg# les séquences ITS et sur 'ADN
ribosomal 28S) avec la reproduction sexuée a étéséé réecemment (Symoeesal, 2011).

La distinction précise &. benhamiaest d’A. vanbreuseghemd ainsi pu étre établie a partir
du complexél. mentagrophytes

Les especes de dermatophytes étudiées dans e dmdette these soklicrosporum
canis A. benhamiaeet A. vanbreuseghemiiToutes trois sont des especes zoophiles et
zoonotiques. SiM. canis est facilement identifiable par l'aspect macrosgoe et
microscopique de ses colonies, il n'en est pas démen pour A. benhamiae et
A. vanbreuseghemilont la différenciation impose le recours aux téghes moléculaires
(Figures 1, 2, 3, 4)Microsporum canis,dont la forme sexuée edi. otae, produit
préférentiellement des macroconidies tandisdAgqbenhamiaet A. vanbreuseghemiorment
plus abondamment des microconidigscrosporum canis pour hote naturel le chat (Pier et
Moriello, 1998) mais peut infecter d’autres espeaasnales telles le chien et le cobaye
(Chermette et al, 2008; Kraemer et al, 2012). Arthroderma benhamiaeet
A. vanbreuseghemiireprésentent des formes sexuées du complExmentagrophytes
identifiées par croisement de souches isolées ctgpment de rongeurs (Ajello et Cheng,
1967) et de I'homme, la souris et le chinchilla K&shio, 1973)Arthroderma benhamiae
infecte principalement le cobaye (Fumeaek al, 2004 ; Drouotet al, 2009) tandis
gu’A. vanbreuseghenist plus fréquemment retrouvé chez le chat etienadt plus rarement
chez les rongeurs (Drouet al, 2009 ; Mignon et Monod, 2011).
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Figure 1. Aspect macroscopique ddicrosporum canigsouche IHEM 21239) cultivé sur
milieu de Sabouraud. Le recto des colonies apphlit-jaune (A) et le verso est de couleur
jaune orangé (B).

Figure 2. Aspect macroscopiqueA¥throderma benhamiagsouche IHEM 20163) cultivé sur
milieu de Sabouraud. Les colonies fongiques sordoddeur blanche au recto (A) et sont de
couleur beige-brun au verso (B).

<

Figure 3. Aspect macroscopique Afthroderma vanbreuseghem($ouche IHEM 22740)
cultivé sur milieu de Sabouraud. Le recto des dekast de couleur blanc creme a péche (A)
tandis que le verso est brun (B).
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Figure 4. Aspect microscopique ddicrosporum canigA) et Arthroderma vanbreuseghemii
(B) en culture. Les macroconidies formées phrcanis (A) sont nombreuses et typigues,
fuselées et divisées en 4 a 8 logettatshroderma vanbreuseghemiéommeArthroderma
benhamiae forment de nombreuses microconidies rondes gtodées en grappe ; des
filaments mycéliens en forme de spires sont tyEq&g.

1.2. Cycle de vie

Les dermatophytes anthropophiles et zoophilesau# tin cycle de vie similaire et ne
peuvent pas se reproduire de fagon saprophytelelansnilieu naturel. La transmission se fait
via des arthrospores qui représentent les élémimféstieux et dont la survie dans
'environnement peut atteindre jusqu’a deux ansfgset al, 1994).

La premiere étape dans la genése d'une dermatgEhysst caractérisée par
'adhérence des arthrospores au pelage ou a I'épaé€Weitzman et Summerbell, 1995).
Cette phase est primordiale pour la réussite ddettion et a lieu tres rapidement aprés
contact avec I'héte. L'adhérence aux kératinocyii@sains a lieu des 4 h pourichophyton
rubrum et T. mentagrophytegZurita et Hay, 1987). Sur un modéle d'épidermenfeél
reconstruit keconstructed feline epidermiBFE) mis au point dans notre laboratoire (Tabart
et al, 2007 ; Tabaret al, 2008), il a été démontré que I'adhérenceMdeanisdébute 2 h
apres l'infection et continue d’augmenter aprés(Baidoet al, 2008).

L’adhérence des champignons aux tissus de I'hOpeésente une étape cruciale dans
I'établissement d’une infection. Elle permet deigi&s aux forces physiques qui peuvent les
éliminer et elle précede l'invasion tissulaire. ppeincipal mécanisme d’adhérence des
champignons repose sur la reconnaissance spéciigue des adhésines fongiques et des
récepteurs de I'héte. Les adhésines identifiéesz dee champignons pathogénes sont

principalement des protéines et des mannoprotélreslassification des adhésines repose
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sur la nature des ligands auxquels elles se list.adhésines de type lectine permettent aux
microconidies deT. rubrum et T. mentagrophytes’adhérer aux cellules épithéliales en se
liant a des résidus mannose et galactose (Esquenalzi2003 ; Esquenaast al, 2004). Des
adhésines fibrillaires ont été observées au niwdada surface des microconidies et des
arthrospores dé&. mentagrophytedurant la phase d’adhérence aux cornéocytes (&ljab

al.,, 1993 ; Kaufmaret al, 2007). Un autre mécanisme d’adhérence des chaommsgfait
intervenir les protéases. Récemment, il a été dé¥hajue les protéases sécrétées par les
dermatophytes, et plus particulierement les endépses de type subtilisine (Sub), sont
impliquées dans cette premiere étape du procestddieux (Monod, 2008). Parmi elles, la
protéase Sub3 d&l. canis est nécessaire pour permettre I'adhérence du dbaomp a
I'épiderme du chat (Baldet al, 2008 ; Baldcet al, 2010) et d’autres espéces animales ainsi
gu'a ’lhomme (Bagutt al, 2012). Les endoprotéases de type subtilisin@necertainement
pas les seules protéases impliquées dans l'adleerdes dermatophytes aux structures
kératinisées. Chdyl. canis il a été démontré a I'aide d’'un modeébe vivode dermatophytose
utilisant des explants cutanés félins, que les g@eedeux dipeptidyl peptidasd3PPIV et
DPPV qui ont été isolés dans notre laboratoire (Vernebatl, 2008a), sont transcrits dans les
arthrospores 4 h apres I'étape d’infection (Magthyal, 2010). Les protéases DpplV et DppV
pourraient donc intervenir dans I'étape d’adhératedd. canisa I'épiderme félin.

La phase d’adhérence est rapidement suivie pahdagde germination. Lorsque le
contact est établi, les arthrospores germent effilments mycéliens pénetrent dans le
stratum corneumLa germination des arthrospores doit s’effectiagidement pour éviter
'élimination du champignon par la desquamation stante de I'épiderme (Richardson,
1990).

La troisieme et derniére phase de l'infection esphase d’invasion. Les filaments
mycéliens croissent dans d&atum corneuna la fois verticalement et horizontalement puis,
lorsqu’ils rencontrent I'orifice du follicule piley pénétrent dans la gaine épithéliale externe
kératinisée du follicule jusqu’a l'infundibulum, Budans la gaine épithéliale interne et enfin
dans le poil. Le poil est progressivement envahiles hyphes (a I'intérieur du poil) et les
arthrospores (a I'extérieur du poil pddr canig (Figure 5). Le poil, ainsi fragilisé, se casse a
guelques millimétres au-dessus de la surface catandes spores sont alors éliminées sur la
peau et dans l'environnement. Le dermatophyte p@suite infecter d’'autres follicules

pileux, ce qui explique I'évolution centrifuge désions.
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Figure 5. Examen microscopique de poils de chat atteint dma®phytose Microsporum
canisdans du bleu de lactophéndles filaments intrapilaires (fleche) et des arthorss a
I'extérieur du poil (téte de fleche) sont visibles.

1.3. Aspects cliniques

Les lésions de dermatophytose chez 'homme etrtiahisont tres polymorphes et
résultent de la dégradation de la kératine et dépganse inflammatoire de I'héte (Degreef,
2008). Les lésions classiques de teigne rencontiées les animaux domestiques sont des
dépilations circulaires, érythémateuses, squamewtesle plus souvent, peu ou pas
prurigineuses. Elles sont généralement localiséesivgau de la téte et des extrémités des
membres (Van Cutsem et Rochette, 1992). La symptdogge dépend notamment du degré
d’adaptation du dermatophyte a son espéece hotesi,Alas dermatophytes zoophiles
provoquent chez 'homme des Iésions souvent tréanimatoires mais qui guérissent
relativement rapidement. En revanche, l'infecti?umchéte naturel induit des Iésions souvent
peu inflammatoires et peut évoluer de fagcon chruomigviulleret al, 1989).

Microsporum canisest responsable de plus de 95 % des teignes $éluias Iésions
induites chez le chat infecté sont en général élissret peuvent guérir spontanément (Figure
6). Cependant, la réponse a l'infection peut &iblé voire absente avec, dans certains cas,
I'établissement du champignon a I'état chroniquéagtparition de nhombreux chats infectés
asymptomatiques. Les animaux qualifies de «portasggmptomatiques » peuvent étre de
simples porteurs mécaniques transitoires ou égkerdent infectés. Chez ces derniers, le
dermatophyte envahit la peau et s’y multiplie, gues a la maniere d’'un champignon
commensal (Mignon et Losson, 1997 ; Mignemnal, 2008). Il en résulte une dissémination
constante et importante d’éléments fongiques d&msvitonnement y compris sur les

animaux et les hommes qui vivent au contact deiriah Microsporum canisest aussi
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transmissible a d’autres especes animales maégakiment responsable d’une zoonose dont
incidence est en augmentation (Lateur, 2000 ;b&ekeret al, 2008 ; Mignon et Monod,
2011). Etant peu adapté a 'homnh&, canispeut causer chez celui-ci des Iésions beaucoup
plus inflammatoires que celles observées chezde(Elgure 6).

Arthroderma benhamiagjont I'hdte naturel est le cobaye (Fumearixal, 2004 ;
Drouot et al, 2009), induit chez celui-ci des |ésions de deoplaytose caractérisées par de
I'alopécie et du squamosis (Figure 7A, B). Il eghlément un agent de zoonose produisant
chez ’'homme des lésions fortement inflammatoirescdir chevelu tinea capiti$ et de la
peau glabre tihea corpori3 (Figure 7C). Arthroderma vanbreusegheminfecte plus

fréguemment le chien et le chat et est égalemeatant de zoonose (Figure 8).

13



Introduction

Figure 6. Dermatophytose Bicrosporum canis
A : Chat atteint de blépharite et épidermophytie céeinhez sa propriétaire.
B : Lésion sur le cou d’un chien caractérisée par depilation focale squameuse.

© B. Mignon

= M. Monod

Figure 7. Dermatophytose Arthroderma benhamiae.
A-B : Lésions inflammatoires caractérisées paralepécie et du squamosis chez un cobaye.
C : Lésions inflammatoires du cuir chevelu cheznfant {inea capiti3.
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Figure 8. Dermatophytose Arthroderma vanbreuseghemii

A : Alopécie multifocale et circulaire chez un atie

B : Chéilite chez un chat.

C : Lésions inflammatoires de la peau glabre clierrime (inea corpori$

1.4. Diagnostic

Lors de suspicion de teigne chez un animal, lesnexs complémentaires utilisés
sont : I'examen a la lampe de Wood, I'examen mmopgue direct, la culture fongique et
'examen histopathologique. Cependant, ces demiieaBnées, la recherche a permis
'émergence de nombreuses techniques de diagnibatiées sur la biologie moléculaire.
Celles-ci permettent un diagnostic plus rapides ppécifique.

La grande majorité des souches Mecanis provoque des Iésions qui peuvent étre
visualisées a la lampe de Wood. Grace a la lumiBraviolette, d’'une longueur d’'onde de
365 nm, les poils infectés apparaissent fluorescentverdatres sous la lampe (Figure 9). Les
ongles infectés sont rarement fluorescents soufartgpe de Wood ; de plus, certains
traitements topiques peuvent faire disparaitrddaréscence (Chermettt al, 2008). Si, en
pratique clinique, I'examen a la lampe de Wood demein excellent examen d’orientation,
le diagnostic doit étre confirmé par I'examen mgmapique direct et la culture fongique. En
effet, les poils infectés sont généralement cassés fluorescence peut étre particulierement

difficile & observer chez les chats a poils longs.
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Figure 9. Chat atteint de dermatophytoseVacrosporum canis les poils envahis par le
champignon sont fluorescents sous la lampe de Wood.

L’examen microscopique direct est réalisé sur mEls et des squames obtenus par
raclage cutané ou épilation a partir de lésionssaudes poils fluorescents a la lampe de
Wood dans le cas d’une infection pdr canis L'échantillon ainsi obtenu est examiné dans
une solution de chloral lactophénol ou d’hydroxgdepotassium 10 %. La mise en évidence
des éléments fongiques peut étre facilitée ensatili des fluorochromes, le calcofluor ou le
blankophor (Monocet al, 2000), mais cet examen requiert un microscopdadescence et
n'est donc pratiqué qu’en laboratoire. A I'examearect, au grossissement 40 x, les poils
infectés apparaissent souvent élargis et leurs oumit sont irréguliers. Des amas
d’arthrospores sont observés autour des poilssfildenents fongiques a l'intérieur des poils
(Figure 5). L’examen microscopique direct permatald’établir rapidement un diagnostic de
certitude, mais sa sensibilité dépend de la qudlitéprélevement et de I'expérience du
vétérinaire.

La culture fongique est considérée comme |'exardenréférence permettant un
diagnostic définitif et I'identification précise dchampignon. Le prélevement destiné a la

culture est identique a celui utilisé pour I'exammitroscopique direct. |l est ensemencé sur
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un milieu de Sabouraud additionné d’antibiotiquesibactériens et de cycloheximide qui
inhibent la croissance des micro-organismes com@ms. Aprés environ 10 jours
d’incubation a 27°C, le dermatophyte peut étre tifiéngrace aux caractéristigues micro- et
macroscopiques des colonies. Un autre milieu, lemDTM (dermatophyte test mediyim
peut également étre utilisé pour le diagnostic €’'darmatophytose (Guill@t al, 2001). Ce
milieu contient des nutriments permettant la cemse des dermatophytes, des antibiotiques
spécifiques contre la plupart des contaminantsébiacis et fongiques et un indicateur de pH,
le rouge phénol. Les dermatophytes utilisent pe#figellement les composants protéiques du
milieu pour leur croissance, ce qui rend le pH diieonalcalin (le milieu DTM passe alors du
jaune au rouge). Les champignons saprophytes,ranéftes carbohydrates ne modifient pas
le pH lors de leur croissance. Ce milieu permetcdim détecter la présence du dermatophyte
4 jours aprés l'ensemencement du prélevement. @epéncertains champignons non
pathogenes générent des faux-positifs et des fagatiis peuvent également étre obtenus en
présence de bactéries ou avec certaines especeseddimrosporum persicoloiRobert et
Pihet, 2008).

L’examen histopathologique de biopsies cutanéésragement indispensable pour
poser un diagnostic de teigne, mais il peut toigeftavérer plus sensible que I'examen
microscopique direct dans les cas ou le dermatepbst présent en trés faible quantité. Les
filaments mycéliens et les conidies sont visiblpséa coloration a I’hématoxyline-éosine,
mais des colorations plus spécifiques facilitent lmise en évidence, comme celle a I'acide
periodique de Schiff (PAS) ou celle de Gomori-Githdoe PAS colore en rouge les éléments
fongiques, tandis que la coloration de Gomori-Gtbcolore en noir intense la paroi par
imprégnation argentique.

Les techniques moléculaires qui ont permis de xgaumprendre I'épidémiologie des
dermatophytoses constituent également une nouwgj@oche dans le diagnostic des
dermatophytoses (Kanbe, 2008 ; Hay et Jones, 28liQnon, 2010). Ainsi, des techniques
basées sur I'amplification de I’ADN ribosomal 288sddermatophytes par PCR (Moneid
al., 2006) ou par PCR-RFLRestriction fragment length polymorphisrtBontemset al,
2009) permettent de diagnostiquer les onychomyc@megsoses des ongles) en un ou deux
jours. D’autres techniques basées sur I'ampliftcatde séquences ITS ont également été
mises au point et permettent un diagnostic rapitee,apour certaines, une identification
précise de I'espece endéans les 3-4 jours (Arabettzil, 2007 ; Bergmanst al, 2008). Des
techniques similaires sont également utilisées m@ierminer I'agent étiologique lors de

teigne chez les animaux (Kanet al, 2003 ; Arabatziset al, 2006). Concernant
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l'identification des dermatophytes, en alternate techniques de PCR, la spectrométrie de
masse a commence a se développer. La spectrometnasse de type MALDI-TOR@atrix
assisted laser desorption/ionization time-of-flighérmet une identification rapide et précise
du dermatophyte. De plus, le faible colt de cetthrique et sa simplicité d'utilisation ont
permis son intégration en routine dans les laboestale diagnostic (Carbonnelle et Nassif,
2011).

1.5. Traitement

Bien que les dermatophytoses peuvent guérir spémtant en trois mois chez les
animaux (DeBoer et Moriello, 1995a ; Scettal, 2001) comme chez 'lhomme, un traitement
s’avere nécessaire dans la majorité des cas. Giremal, il est recommandé d’associer au
traitement antifongique local, un traitement systgra et la décontamination de
'environnement. Le traitement topique consiste @#s balnéations, sans rincage, sur
I'entiereté de la surface corporelle. En Europenilconazole a 0,2 % est le produit topique le
plus souvent recommandé. Les agents antifongigretérsiques les plus couramment utilisés
sont l'itraconazole, le kétoconazole et la terbimaf

Chez 'lhomme, l'utilisation de produits antifongis par voie systémique est souvent
nécessaire lorsque les Iésions sont étenduesgdéodermatophytose chronique ou lorsque
'application d’'un traitement topique s’est révéiéefficace (Gupta et Cooper, 2008). Pour
les teignes du cuir chevelu, un traitement systémigst toujours nécessaire, de méme que
pour les onychomycoses en cas d’atteinte matrgciell

Les traitements utilisés dans les dermatophytosisiangs, colteux et peuvent avoir
des effets toxiques, en particulier pour le foigest pourquoi la mise au point d’un vaccin
efficace, préventif et/ou thérapeutique, constaiteun des meilleurs moyens pour lutter
contre les dermatophytes.

1.6. Composants structuraux et sécrétés des derpiaties

Les composants structuraux correspondent notamaosentonstituants de la paroi des
dermatophytes. La paroi cellulaire des dermatoghytemme celle de tous les champignons,
est constituée de polysaccharides et de protéirmd g@drés de la moitié sont des
mannoprotéines. Les trois polysaccharides principsant le B-glucane, la chitine et les
mannanes (polymeres de mannose) (Neteal, 2008) (Figure 10). L§1,3-glucane forme

18



Introduction

des liaisons covalentes ave@lk6-glucane et la chitine représente la composanieturelle

de base du champignon. Les mannoprotéines se trogue la partie la plus externe de la
paroi et sont composées de polyméres de mannogeiésa des protéines par des liaisons
covalentes de type O ou N. Lgglucanes contenus dans la paroi cellulaire forgjtferent
selon le type de champignon. La paroAspergillus fumigatuscontient despl,3- et
B1,4-glucanes (Latge, 1999) tandis que celleG#mdida albicanscontient despl,3- et
B1,6-glucanes (Neteat al, 2008). La paroi des dermatophytes qui contieriadshitine, des
B-glucanes, des mannanes et des galactomannangpé¢Gaiaal, 1969 ; Ikuteet al, 1997) a
été moins étudiée que celle d’autres champignomtisoganes. Toutefois, des études ont
montré que les mannanes de rubrum sont capables d’inhibein vitro la réponse
lymphoproliférative chez I'homme (Green et Bali$By9 ; Sherwiret al, 1979 ; Blakeet al,
1991). Plus récemment, une protéine de surfagel®nhamiael’hydrophobine HypA, a été
identifiée comme étant le constituant majeur dsukface rodlet layew (couche hydrophobe
présente a la surface des microconidies) du dephyte et les auteurs ont démontré que
cette protéine est impliquée dans la reconnaissdunchampignon par les cellules du systeme
immunitaire (Heddergott al, 2012).

Mannan
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Figure 10. Représentation schématique d'une paroi fongiquepi®'s Hardison et Brown
(2012).

En plus des constituants structuraux ayant unimpwrtant dans la pathogenese de
l'infection, les dermatophytes sécretent de nombrexomposants enzymatiques en
comparaison a d’autres champignons pathogenes @I&@D8). Parmi eux, les protéases
jouent un réle important dans la dégradation desus kératinisés. Cependant, elles semblent

incapables a elles seules de dégrader la kér&imeffet, la dégradation de la kératine par les
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endoprotéases doit étre accompagnée par la rédudas ponts disulfure entre résidus
cystéine responsables de la résistance des tissasinisés (Lechennet al, 2007). Un
schéma illustrant les étapes de la dégradationtisiass kératinisés par les dermatophytes a
pH neutre est détaillé dans la figure 11. Duramidgradation enzymatique, les dermatophytes
sécretent des sulfites, via I'enzyme Ssul, appelgempe a sulfites », qui sont responsables
de la réduction des ponts disulfure (Kunert, 19¥3)perte de structure de la kératine rend les
liaisons peptidiques plus accessibles aux end@xet protéases. L'action coopérative des
protéases et des agents réducteurs permet la fomus petits peptides et d’acides aminés
qui pourront étre captés par la cellule. La réduncties ponts disulfure entraine la formation
de taux élevés de cystéine qui sont toxiques @oaellule mais qui peuvent étre métabolisés
en S-sulphocystéine via I'enzyme Cdol (cystéineydjénase). Récemment, il a été suggéré
chezA. benhamiagjue les enzymes Cdol et Ssul avaient un roéle mdgns la virulence
(Grumbt et al, 2013). En effet, les souches mutantes pour leynees Cdol et Ssul
présentaient une croissance particulierement défase par rapport aux souches sauvages

sur des poils et des ongles isdlésitro.

SH oy

Cysteine

Cdot
L 2
Cysteine sulfinic
acid

Sulfite

Figure 11. Modéle représentatif de la voie de dégradation tdessis kératinisés par les
dermatophytes. D’apres Grundttal (2013).
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Les protéases sécrétées des dermatophytes jouargsement un réle important dans
la virulence. CheM. canis deux familles de genes codant pour des protéssaétées ont
été identifiées : une famille de douze genes coganr des protéases a sérine de type
subtilisine, dénomméSUB1la SUB12(Descampset al, 2002 ; Whiteet al, 2008) et une
famille de cing genes codant pour des métallopseadénommdaglEP1 a MEPS (Broutaet
al., 2002 ; Joussoret al, 2004). A ces familles s’ajoutent les génes codamir les
dipeptidyl-peptidases IV et V (Dpp IV et Dpp V) (Meout et al, 2008a). Les protéases
codées par ces génes ont été identifiees et cestaint été caractérisées (Mignenal,
1998b ; Broutaet al, 2001 ; Vermoutet al, 2008a). Les Mep et les Sub sont des endo-
protéases tandis que les Dpp sont des exo-protéhgeant des dipeptides spécifiqgues a
l'extrémité N-terminale des polypeptides. La métatbtéase-3 deM. canis est
kératinolytique, collagénolytique et élastinolytig(Broutaet al, 2001), et a été produite sous
forme recombinante dans notre laboratoire (Braettaal, 2002). La subtilisine-3, qui est
également kératinolytique, est la protéase sécrééééacon majoritaire dans des milieux
contenant de la kératine comme unique source dgdignonet al, 1998a) et a également
été produite sous forme recombinante (Descaet@d, 2003a). Son rble dans I'adhérence a
ete décrit plus haut dans le paragraphe 1.2. Ramprotéases, deux (Mep3 et Sub3) ont été
testées comme candidat vaccinal, en utilisant lEage® comme modéle expérimental, mais
sans succes (Descamesal, 2003b ; Vermoutt al, 2004). Plus récemment, la protéase
Sub6 deM. canis a été caractérisée et produite sous forme rec@mtgn(Mathy, 2012).
Contrairement a Sub3, Sub6 est non kératinolytefuest surexprimém vivo. De plus, elle
induit des réactions cutanées d’hypersensibilitéyde retardédelayed type hypersensitivity
DTH) chez le cobaye guéri d'une infection expéritatn (Mathy, 2012). Ces DTH sont
associées a une réponse immune a meédiation cedlutpii serait protectrice dans les
dermatophytoses (Almeida, 2008). Par ailleurs, wnsttuant sécrété deM. canis
correspondant au surnageant de culture du champigmitvé sur milieu Sabouraud liquide,
nommeé surnageant non induit (SNI ; par oppositiosw@nageant de culture obtenu en milieu
enrichi en kératine qui induit la sécrétion de SuipBovoque également des DTH chez le
cobaye guéri d'une infection expérimentale (Tak2008). Cela suggere que le SNI contient
des antigenes (sous forme de protéines ou de polysades) potentiellement intéressants

pour le développement d’'un vaccin.
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Les constituants fongiques, sécrétés comme stauptuinteragissent avec les cellules
de I'nhéte et interviennent dans I'établissement laleréponse immune. Dans toutes les
maladies infectieuses, la mise en place d’'une ®onmune fait suite a une reconnaissance
entre des molécules conservées exprimées par t'agaihogéne pathogen associated
molecular pattern PAMP) et des récepteurgattern recognition receptpiPRR) de surface
ou intracellulaires, exprimés par un grand nombeecdllules telles les phagocytes, les
cellules hématopoiétiques et les cellules épitlesligKumagaiet al, 2008). Les différents
PRR et PAMP ainsi que les mécanismes impliqués détablissement de I'immunité

antifongique sont détaillés plus bas dans I'intiotun.

2. Immunité antifongique
2.1. Généralités sur la réponse immune

La réponse immune peut étre définie comme l'aiibinades mécanismes du systéeme
immunitaire mis en place suite a la reconnaissahuce non-soi », a une agression ou a un
dysfonctionnement de I'organisme. L'ensemble de sgsémes permet la résilience
immunitaire, notion qui recouvre la somme des midcaes efficaces de défense d'un
organisme vis-a-vis d'un agent pathogéne (Janestagl, 2001). L’activation du systeme
immunitaire par un agent pathogene est un phénomaén®lexe qui met en jeu deux
mécanismes de défense distincts mais étroitemesrconnectés : un mécanisme de défense
non spécifique (réponse immune innée) et un méranide défense spécifique (réponse
immune adaptative). Parmi les mécanismes de défersspécifique, les barriéres physiques
telles la peau et les muqueuses constituent umaigne ligne de défense contre les agents
pathogenes.

2.2. Défenses cutanées

La peau est constituée de trois couches : I'épidele derme et I'hypoderme (Figure
12). L’épiderme, la couche la plus superficiellst eonstituée d’'un épithélium pavimenteux
stratifieé kératinisé de type Malpighien composéediules constitutives (les kératinocytes) et
de cellules infiltrantes : les mélanocytes pigmieesa les cellules dendritiques de Langerhans
et les cellules mécanoréceptrices de Merkel (F3gsiarcioni, 2006). L’épiderme ne contient
pas de vaisseaux sanguins ni de vaisseaux lympleatignais contient de nombreuses
terminaisons nerveuses. Les Kkératinocytes subisser® évolution morphologique
ascensionnelle permanente liée au processus denisaon (Figure 13) (Fartasch, 2004 ;

Prost-Squarcioni, 2006): une couche basale, caastitde cellules cubiques proliférant
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activement assure le renouvellement constant qedEéme ; une couche spinocellulaire,
composée de plusieurs assises de cellules a épasponsables de la nutrition des
kératinocytes ; une couche granuleuse, composéeeltides trés aplaties avec un noyau
montrant des signes de dégénérescence et la peédengrains de kératohyaline dans le
cytosol et enfin, une couche cornée, constituéeellales mortes, dépourvues d’organites.
Ces cellules sont dépourvues de jonctions celkga@ntre elles permettant le phénoméne de
desquamation. Le dermest un tissu conjonctif riche en fibres de collagén en fibres
élastiques. Il est parcouru de nombreux vaisseangusns, vaisseaux lymphatiques, nerfs et
terminaisons nerveuses ainsi que diverses annexemées derivées de I'épiderme et
plongeant dans le derme (follicules pilo-sébacéandgs sudoripares) (Prost-Squarcioni,
2006). L’hypoderme, la couche la plus profonde @egé¢au, est un tissu conjonctif lache
richement vascularisé qui contient du tissu adig@ugst-Squarcioni, 2006).

La peau intacte et ses annexes kératinisées wmmgtiun moyen de défense
considérable contre les dermatophytoses. L’existatione flore commensale ainsi que le
renouvellement naturel de I'épiderme contribuerglé&gent a I'élimination du champignon.
La faible humidité de la peau minimise les ressesirdisponibles en eau et ralentit par
conséquent la croissance des dermatophytes (Nimcghigl, 1998). Les acides gras saturés
du sébum ont des propriétés fongistatiques (Rothreainal, 1946). Des peptides
antimicrobiens, dont certains sont constitutivemgmoduits par les kératinocytes
(B-défensine-1) et d'autres induits par linflammatidB-défensine-2 et 3) sont aussi
impliqués dans I'élimination des dermatophytes @ld¢aret Schroder, 2005). Enfin, chez le
chat, le toilettage joue un réle trés important ddéiélimination des spores infectantes. I
semblerait aussi que les chats de race a poilsslonogmme les Persans, sont plus

frequemment infectés de maniére chronique queuessa(Mignon et Losson, 1997).
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Figure 12. Représentation schématique de la peau humaine rviewgpe (Color atlas of
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2.3. Reconnaissance fongique par le systeme immnairétinné

Les PAMP fongigues sont détectés par des PRR nagraipes qui permettent la
reconnaissance directe (ou non-opsonique) du clygnopi par les cellules capables de
phagocytose. Cependant, la reconnaissance de gasisines peut aussi se faire de maniere
indirecte via des PRR solubles ou sécrétés (quvgrduétre produits par des cellules non
phagocytaires) qui opsonisent lI'agent pathogéns. dgsonines recouvrant le champignon
sont ensuite reconnues par des PRR membranairesviBr2011). Le systéme du
complément représente un exemple de reconnaissadgecte. Ainsi, lesp-glucanes
présents sur la paroi des champignons peuventrétennus par la forme inactive du
composant C3 du complément. L'agent fongique opgoest ensuite reconnu par le récepteur
du complémentdomplement receptpCR) CR3 présent sur les cellules phagocytaidésste
les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) (RuBajeranocet al, 2007). Bien que le réle
des anticorps dans I'immunité antifongique n'est pannu de maniére précise pour tous les
champignons (Lopez-Ribat al, 2007), la production d’anticorps spécifiques daissuite a
I'établissement d’'une réponse immune adaptativéorea également la reconnaissance des
PAMP par les osponines.

Les champignons sont reconnus par un large éVem¢aiPRR membranaires et
sécrétés (Tableau 2). Les PRR sont classés erredifés familles qui varient selon les
auteurs. Selon Romani et collaborateurs (2011),PIRR sont répartis dans trois grandes
familles : lestoll like receptors(TLR), les C-type lectin receptor$CLR) et lesnucleotide

oligomerization domaifNOD)-like receptordNLR).
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Tableau 2.PRR et PAMP fongiques. D’aprés Brown (2011).

Localisation

PRR

PAMP

Sécrété/Solubl

eProtéine du surfactant
Protéine du surfactant
Galectine-3
Lectine liant le mannos
Pentraxine-3
Ficoline-2
Complément
Protéine C réactive

A\ Mannane, glycoprotéifie A

D Mannafigglucane

B1,2-mannosidés

eMannane
Galactomannéhe

B1,3-glucane, N-Acetyl-D-glucosamine
Surfaces fongiques, manngigg-glucane
Phosphocholine

Membranaire*

TLR-1
TLR-2
TLR-4
TLR-6
TLR-9
Dectine-1
Dectine-2
CR3

DC-SIGN’
Récepteur du mannose

CD14
FcyR
Mincle
SCARF

CD36
CD5

Very late antigefb
Langerine

Non connu
Mannane, phospholipomann&h&sXM?

Mannane, Mannane de typ&aGXM®"

Non connu

ADN fongique

B1,3- etpl,6-glucanes

a-mannane

B-glucane, mannane, BADRY, HSP6(°, GXM®"
Mannane, Galactomanndhe

Mannane, Mannane de typ&INN-Acetyl-D-glucosamine,
glycoprotéine A°

Mannane, GX'

Mannane, GXNM"

a-mannose

Mannanep-glucane

B-glucane
B-glucane

Cyclophiline A*
Mannané-glucane

Non connu

Non connu

Chitine

1Toll like repector

2 Glucuronoxylomannane
®Dendritic cell-specific intercellular adhesion moide-3 grabbing non-integrin
“Scavenger receptor clas
P’Pneumocystis carinif:? Candida albicans’” Aspergillus fumigatus;" Cryptococcus neoformans,
BdBlastomyces dermatidi& Histoplasma capsulatum

* Regroupe les récepteurs localisés en surfaca dembrane cellulaire et dans les membranes
intracytoplasmiques (endosomes, lysosomes).
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Lestoll like receptors

Les TLR sont des récepteurs trés conservés paolliion (Roachet al, 2005).
Jusqu’a présent, 13 et 10 TLR ont été respectivementifies chez la souris et I'hnomme
(Kumagaiet al, 2008). Les TLR sont des récepteurs membranagegamt étre exprimés en
surface des cellules ou localisés dans les compamts membranaires intracytoplasmiques
tels les endosomes et les lysosomes. Les TLR4L,,2,6 et 10 sont des récepteurs de surface
tandis que les TLR-3, 7, 8 et 9 sont des réceptauracytoplasmiques. Les TLR sont
exprimés par de nombreuses cellules incluant lesooyes, les macrophages, les PMN et les
cellules dendritiquesdéndritic cells DC) (Cunhaet al, 2010). La voie d’activation des TLR
est complexe et fait intervenir de nombreux facteale transcription et des kinases (Figure
14). Elle comporte une voie dépendante du facteudifférenciation myéloide-88nyeloid
differentiation factor88, MyD88) qui est commune a tous les TLR et uoie indépendante
du facteur MyD88 qui est propre aux TLR-3 et 4 (iHamto et al, 1988). L’activation du
facteur MyD88 induit une cascade d’activation mérabactivation en aval de kinases et a la
translocation des facteurs de transcription ¥8F-(nuclear factor kappa B)et IRF-3
(interferon regulatory factor3) (Kawai et Akira, 2007). Plus spécifiguement, féeteur
MyD88 s’associe au domaine TIRoW/interleukin (IL)-1 recepto) via la molécule
adaptatrice MAL fyd88 adapter-likg aussi dénommée TIRAPTIR domain-containing
adaptor protein qui permet le recrutement du récepteur IRAK-X receptor-associated
kinasg et par la suite le réecepteur TRAF{@rfior necrosis factofTNF) receptor-associated
factor), résultant finalement en I'activation du complék& (1 «B Kinase).

Dans la voie de signalisation indépendante dwetadlyD88, la molécule adaptatrice
TRIF (TIR domain-containing adaptater inducing interfergiFN)-5) est recrutée au
récepteur intracellulaire TLR-3 directement (Yamé#onet al, 2003) ou au récepteur TLR-4
via la molécule TRAM TRIF-related adaptor molecule(Fitzgerald et al, 2003b). Ce
recrutement entraine 'activation des deux molécllRAF-6 etTBK-1 (tank-binding kinase
1) induisant respectivement une réponse immune ndigp¢e du facteur de transcription
NF-xB ou dépendante du facteur de transcription IRAF-Bzderald et al, 2003a). La
caractéristique la plus importante de I'activatd®ms TLR est I'activatiom fine de cytokines
pro-inflammatoires telles le TNé&-et I'lL-12 pour les TLR favorisant la voie d’acstion
NF-xB et I'IFNa/p pour les TLR favorisant la voie d’activation IRFBabbagh et Lewis,
2003).
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Figure 14.Schéma simplifié de la voie d’activation des TLRaf@és MacKichan (2005).
L’activation de la voie des TLR induit le recrutemet I'activation de nombreuses molécules
qui, en fin de compte, entraine la libération déokiyes pro-inflammatoires via la voie
d’activation NFxB ou la libération d’interférons via la voie d’'adtion IRF3. Les TLR
peuvent étre localisés en surface de la membrahalag® ou dans les compartiments
membranaires intracytoplasmiques des endosomes. r€@mpteurs different selon les
molécules adaptatrices auxquelles ils peuvent atéess Certaines de ces molécules ont été
caractérisees (TIRAP/MAL, MyD88, TRIF, TRAM) maisadtres doivent encore étre
définies.

Le réle des TLR dans l'induction d’'une réponse mm@ antifongique a été démontré
dans plusieurs études récentes. Les TLR-2, TLR-ALdR-9 sont les principaux TLR
impligués dans la reconnaissance des composantgiqims tels le zymosan, les
phospholipomannanes, les mannanes de type O elNI'fsDgique (van de Veerdordt al,
2008). Plus particuliéerement, les récepteurs TL&-2 des monocytes et des PMN humains
participent a la reconnaissance des PAMRPdrmcoccidioides brasiliensisin champignon
responsable d’'une mycose grave et endémique eniduedatine (Bonfimet al, 2009). Le
TLR-2 et le TLR-4 sont également impliqués, respeatent, dans la reconnaissance des
phospholipomannanes d€. albicans (Li et al, 2009) et des mannanes de ce méme
champignon (Tadat al, 2002). Le TLR-4 intervient dans la reconnaissathe® composants
fongiques ¢A. fumigatus (Wang et al, 2001) et dans l'activation et la production de

cytokines en réponse a l'infection (Belloccleibal, 2004a). Le role du TLR-2 au cours d’'une
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aspergillose demeure controversé. Pour certainsuesjtil n’interviendrait pas dans la
reconnaissance de composants fongiqués fdmigatus(\WWang et al, 2001 ; Bellocchicet

al., 2004a) tandis que pour d’autres il serait nédesgaour la résolution de linfection
(Balloy et al, 2005). Le récepteur membranaire intracytoplasmifuR-9 peut quant a lui
reconnaitre ’ADN fongique (Nakamugd al, 2008 ; Ramirez-Ortiet al, 2008 ; Miyazataet

al., 2009) et son réle dans I'induction d’'une répomseune protectrice antifongique a été
démontré pouc. albicans(Bellocchioet al, 2004a) et pouA. fumigatus(Ramirez-Ortizet

al., 2008). Toutes ces études démontrent le réle pd&ant des récepteurs de type toll dans

I'induction d’'une réponse immune antifongique.

Les C-type lectin receptors

Les CLR sont des récepteurs centraux pour la regssemce fongique et pour
I'induction d'une réponse immune innée et adaptat{fiRomani, 2011). Les principaux
membres de la famille des CLR sont la dectine-1ddatine-2, le mincle, le DC-SIGN
(DC-specific ICAM3-grabbing non-integrilpy le récepteur au mannose, la langerine et la
lectine liant le mannose (Brown, 2011). Parmi daxdectine-1 et la dectine-2, ont un role
prédominant dans la reconnaissance fongique (Begtedl, 2007).La dectine-1 est un PRR
présent a la surface des monocytes et des DC eamdblreconnaitre I$1,3- et le
B1,6-glucane. La reconnaissance par la dectine-f-glucane induit une réponse immune
protectrice contre les agents infectieux fongiqtels queC. albicans.Le blocage de la
dectine-1 sur des DC immatures a montré que ceillésient moins aptes a phagocyter et a
tuer C. albicans(Skrzypeket al, 2009) Cette étude a également prouvé que la dectine-1
intervient dans la maturation des DC et dans Vation des lymphocytes. La dectine-2 a
également un réle important dans la reconnaissdese®?AMP fongiques (Robinsat al,
2009). Dans un modele d’infection@ albicans le blocage de la dectine-2 n’affecte pas
'immunité innée mais inhibe la production d’IL-par les cellules T spécifiques. Une autre
expérience, utilisant des souris déficientes paudéctine-2, a démontré que ce PRR est
déterminant dans la mise en place d'une réponseuimanprotectrice au cours d’une
candidose (Saijet al, 2010).

Lesnucleotide oligomerization domafNOD)-like receptors

Les NLR sont des récepteurs intracytoplasmiquedigmés dans la reconnaissance

fongique. L’activation de ces récepteurs induitpladuction d’IL-33 et d’IL-18 via la
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formation d’inflammasomes (van de Veerdaetkal, 2008 ; Jolyet al, 2009 ; Said-Sadiest

al., 2010). Plusieurs études ont démontré I'implicatiles NLR dans l'induction d’'une
réponse immune au cours d'une candidose. Ainsi, stesis déficientes en NLRP3, un
récepteur de type NLR, sont plus sensibles a Einde que leur homologue sauvage (Gross
et al, 2006 ; Groset al, 2009).

Peu d’études ont été consacrées a I'étude delitatipn des PPR dans l'induction
d’'une réponse immune au cours d'une dermatophyt®aemi elles, aucune n’a permis
d’affirmer que les PRR étudiés étaient impliquéssda reconnaissance des PAMP fongiques
et intervenaient dans I'établissement d’'une répamsaune protectrice anti-dermatophytes,
mais elles ont cependant démontré que certainpteaas étaient surexprimésvitro (Chung
et al, 2009 ; Garcia-Madrigt al, 2011) etin vivo (Nakamuraet al, 2012) en réponse a
I'infection.

Il a donc clairement été établi que les PRR ontdlm dans 'induction d’'une réponse
immune protectrice lors d’'infections fongiques. N@®ins, certains champignons ont mis en
place des mécanismes d'immuno-évasion en explotitie stratégie de reconnaissance par
les PRR. Plusieurs études ont ainsi démontré comeenains champignons pathogenes
peuvent utiliser les PRR pour soit diminuer lesvétés antimicrobiennes des leucocytes ou

échapper au systeme immunitaire (Negeal, 2007).

2.4. Réponse immune cellulaire

Le systeme immunitaire adaptatif a mis en placexdystemes de défense spécifique
contre les agents pathogéenes: l'immunité a méxatatellulaire faisant intervenir les
lymphocytes T et 'immunité a médiation humorakeliaux lymphocytes B et a la production
d’anticorps par des plasmocytes. Les lymphocytegeBvent reconnaitre les épitopes de
I'antigene dans leur forme natiaors que les lymphocytes T reconnaissent les pgstales
peptides de I'antigéne présentés par des molédulesomplexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) (Janewayet al, 2001).

Les mécanismes impliqués dans la mise en placed&ponse immune cellulaire sont
illustrés dans la figure 15. Lorsqu’un antigéne estonnu par une cellule présentatrice
d’antigenes (CPA), celui-ci va étre transformé eaptgle antigénique puis présenté aux
lymphocytes T via le CMH présent sur les CPA. SdoiCMH impliqué, les lymphocytes
vont se différencier en lymphocytes CD4+ (CMH I) 6D8+ (CMH I) (Joffreet al, 2009).

Les lymphocytes T CD4+ appelés lymphocytekelper peuvent emprunter quatre voies de
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différenciation différentes : la voie Thl, Th2, Thbu Treg selon le type de cytokines

correspond a la voie Th2. Le TGifansforming growttactor)f3, seul, permet I'induction de
la voie Treg tandis que s’il est associé a I'lLit@rientera le lymphocyte T vers la voie Th17.
L’activation des différentes voies est permise lfastivation d’'un facteur de transcription
propre a chaque voie. Il s’agit du T-batfox expressed in T-céllpour la voie Thl, du
GATA-3 (guanine adenine thymine adenine binding protgip@ur la voie Th2 (Chakiet
al., 2003), du ROR (retinoid-related orphan receptor gamihgour la voie Th17 (Korret
al., 2009) et du Foxp3drkhead box protein)3our les cellules Treg (Zhaat al, 2008). Les
cellules différenciées en lymphocytes Thl, Th2 duwl 7 produisent principalement et
respectivement de I'lFN (interféromn)-de I'lL-4 et de I'lL-17. Les lymphocytes Treg qua
eux, produisent de I'lL-10 et du TGk-Il est important de signaler que I'engagementsdan
une voie mene a l'inhibition de la différenciatialans une autre. Ainsi, I'IFN-inhibe
I'activation de GATA-3, Foxp3 et de RQR I'lL-4 inhibe T-bet, Foxp3 et ROR ; le TGF$
inhibe l'activation de T-bet et de GATA-3 et enfilil-6 inhibe I'activation de Foxp3.

Dans la plupart des infections fongiques, la régoimmmune protectrice est de type
cellulaire et implique les cellules de type Thlg®to et Garcia, 2008). Il en est de méme
pour les dermatophytoses. En effet, la réponse memanti-dermatophytes est considérée
comme résultant d’'une activation de la voie Thdleeta production d’'IFN¢ (Almeida, 2008 ;
Mignon et al, 2008). Cependant, de nouvelles études démorgtentes lymphocytes Th17
interviennent dans la mise en place de la répanssine protectrice au cours de nombreuses
infections fongiques (Cambieet al, 2011). L’implication des lymphocytes Th1l7 dans
limmunité antifongique a été récemment démontréerpla candidose et l'aspergillose
(Bozzaet al, 2008 ; Romani, 2008 ; Zelan& al, 2008 ; Gafferet al, 2009, Saijcet al.,
2010). L'immunité anti-dermatophytes pourrait edlessi faire intervenir la voie Thl7. En
effet, I'étude du profil cytokinique de kératinoegt humains stimulésn vitro par
A. benhamiaea révélé une production importante d’IL-8, d'lB;1d’IL-6 et d’IL-17 et dans
une moindre mesure une production d’'lirt d’IL-12. Cette étude n’a pas fait de lien direc
avec la voie Th17, mais au vu du profil cytokiniqgenére, la voie Thl7, plus que la voie
Thl, pourrait avoir un réle prépondérant dans |lsemén place d'une réponse immune
protectrice anti-dermatophytes (Shiralti al, 2006). Plus récemment, une étudevivo a
démontré qu’'un antigene de mentagrophytesduisait I'expression d’'IFN- et d’'IL-17A
dans les ganglions lymphatiques ainsi que la ptoolud’lL-10, IFN-y, IL-6 et IL-23 dans la

peau des souris inoculées, suggérant que non senlémvoie Thl, mais aussi la voie Th1l7,
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étaient impliguées dans [l'établissement de la répoimmune au cours de linfection
(Nakamureet al, 2012).

Antigenes

Figure 15.Schéma simplifié des principales voies d’activatims de la mise en place d’une
réponse immune cellulaire chez la souris.
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2.5. Réponse en anticorps

Contrairement a la réponse a médiation celluldaeréponse immune humorale au
cours des infections fongiques ne semble pas @ulespensable pour la résolution de
l'infection (Romani, 2011). Néanmoins, il a été démé que la réponse a meédiation
humorale pouvait étre protectrice lorsque certaymes d’anticorps étaient produits en
quantité suffisante. Les principales fonctions rexes des anticorps dans les infections
fongiques incluent la prévention de I'adhérencadatralisation de toxines, I'osponisation, la
cytotoxicité cellulaire et I'établissement d’'ung@oéise immune mémoire (Lopez-Rikeital,
2007). Au cours d'infections fongiques provoquéesr Rryptococcus neoformangt
C. albicans des anticorps protecteurs et non protecteurgtinidentifiés indiquant que la
réponse immune humorale induite par ces deux cligrops était corrélée avec une
production d’anticorps dont 'efficacité est vatlialjCasadevall, 1995).

Plusieurs études ont mis en évidence la mise ece pttune réponse humorale
spécifique lors de dermatophytoses chez I'homni@mimal. Cependant, le role exact de la
réponse humorale anti-dermatophytes n’'est pas enbmn connu. Chez I'homme par
exemple, le taux d’Immunoglobulines (Ig) de typee& faible chez les personnes qui
développent une réponse de type cellulaire et gumantent l'infection. En revanche, chez
les individus infectés de maniére chronique, lextdUgG et d’'IgE est élevé (Swaet al,
1983 ; Woodfolk et Platts-Mills, 2001). Au coursude dermatophytose M. canischez le
chat, des anticorps spécifiques sont produits ponge a I'infection (DeBoer et Moriello,
1994 ; Sparkest al, 1994 ; Mignonet al, 1999a ; Broutaet al, 2003 ; Descampst al,
2003b) mais aucune relation entre la présence slartecorps et la guérison n'a pu étre mise
en évidence. Chez ’lhomme, lors d’'une dermatopleytasisée pafrichophytonsp., des taux
élevés danticorps dans le sang, en particuliegE’let IgG4, sont associés a des
dermatophytoses chroniques (Kaanedral, 1981 ; Woodfolket al, 1996). De plus, chez la
souris, le transfert d’anticorps ne protege pagdeveur contre I'infection (Calderon et Hay,
1984b). Néanmoins, il est impossible d’exclure dé¢ fjue des anticorps puissent avoir un
effet fongicide notamment via I'opsonisation ouctigation du complément (Swaet al,
1983). Les anticorps pourraient également jouerdl@ dans l'inactivation des protéases

kératinolytiques sécrétées par les dermatophytespfi@l et Blank, 1972).
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2.6. ROle des cellules immunitaires

Les premieres cellules rencontrées par le charopid¢prs d’'une dermatophytose sont
les kératinocytes qui peuvent produire une largarga de cytokines en réponse a l'infection
incluant I'lL-8, qui induit le recrutement de PMKt le TNFe. (Nakamuraet al, 2002). Les
premiers leucocytes recrutés au site d’infectiant &8 PMN (Hayet al, 1988). Ces cellules,
avec les macrophages, sont responsablése de I'élimination des dermatophytes (Calderon
et Hay, 1987 ; Heddergadt al, 2012). Seules les principales cellules intervedaectement
dans la mise en place de la réponse immune amtiadephytes seront décrites dans ce

paragraphe ; le réle des lymphocytes T et B nesasabordé.

Les kératinocytes

Les kératinocytes sont les premieres cellules lgugermatophyte va rencontrer au
cours de linfection. Les kératinocytes possedemd grande capacité de phagocytose. lls
peuvent phagocyter des particules fongiques viaPBR qu’ils expriment. Parmi eux,
plusieurs sont capables de reconnaitre des PAM§idoes, tels les TLR-2 et TLR-4. Par
exemple, les phospholipomannanedealbicansinduisent une réponse inflammatoire en se
fixant sur le TLR-2 des kératinocytes (&fi al, 2009). Les TLR-2 et TLR-4 des kératinocytes
sont également impliqués dans la mise en placeadeponse immune ar- albicans
(Pivarcsi et al, 2004). Les TLR des kératinocytes seraient ausgliqués dans la
reconnaissance des PAMP au cours d'une dermatgghyten effet, une diminution de
I'expression du TLR-2 et du TLR-6 est observée daskératinocytes humains stimulés par
des conidies intactes de rubrumalors qu’un broyat de conidies induit une augnm@iade
I'expression des TLR-2, TLR-4 et TLR-6 dans cesubet (Garcia-Madriet al, 2011).

Dans I'épiderme, la reconnaissance d’'agents patiexydéclenche la production de
cytokines par les kératinocytes menant a I'élimoratdu champignon et a I'activation du
systéme immunitaire adaptatif (Pivarast al, 2004). Au cours d’'une dermatophytose a
M. canis les kératinocytes produisent du TNF-de I'IlL-1B, de I'IL-10 et de I'lL-18
lorsqu’ils sont stimulés par des arthrospores uemnainsi que différents constituants
fongiques (Tabart, 2008). Les kératinocytes, loisgsont infectésn vitro parA. benhamiag
sont également capables de produire d’autres ewskpro-inflammatoires comme I'lL-6,
I'IL-8, I'IL-17 ainsi que de I'IFN+y et de I'lL-12 (Shirakiet al, 2006). Les dermatophytes
peuvent donc induire la production de cytokines-ipfammatoires par les kératinocytes.
Cependant, cette réponse cytokinique inflammateénge selon le dermatophyte infectant.

Ainsi, une étude a démontré que la production dekayes par des kératinocytes humains
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était fortement augmentée lorsqu’ils étaient stémydarT. mentagrophytesin dermatophyte
zoophile, tandis que ce n’était pas le cas lordgseellules étaient cultivées avEcrubrum

ou T. tonsuransdeux dermatophytes anthropophiles (Tetral, 2007).

Les polymorphonucléaires neutrophiles

Les PMN sont des cellules sanguines appartenentignée blanche (leucocytes). lls
doivent leur nom a I'hétérogénéité morphologiqudale noyau, présentant de deux a cinq
lobes. Le qualificatif de « neutrophile » est li@rée caractéristique tinctoriale en microscopie
optique : aprés ajout des colorants vitaux usiy/{Grinwald Giemsa), ces cellules restent
neutres car elles fixent mal les colorants acidéssiques (Figure 16). Les PMN deviennent
matures dans la moelle osseuse aprés 7 a 14 punant leur maturation, ils vont passer par
six stades morphologiques difféerents: myéloblastpromyélobalste, myélocyte,
métamyélocyte, neutrophile non segmenté et neuteopbgmenté (Dockrebt al, 2007). Le
cytoplasme du PMN mature contient des granules girés, secondaires et tertiaires. Les
granules primaires (azurophiles) contiennent destépres cationiques, de la
myéloperoxidase, des métalloprotéinases de maiteicedes hydrolases. Les granules
secondaires sont composés de collagénase, deelaittef et d’histaminase. Les PMN
immatures possedent une importante capacité aétigeghdes granules grace a leur appareil
de Golgi trés actif et leur réticulum endoplasmig@eux-ci disparaissent chez les PMN

matures qui ne peuvent par conséquent plus syséinéle nouveaux granules.

Figure 16. Frottis sanguin réalis
chez I'homme montrant del
polymorphonucléaires neutrophile
4 et 5 lobes nucléaires, entourés
nombreux globules roug
(coloration MayGrinwald Giemse
(http://fr.wikipedia.org/wiki/Granulo
cyte_neutrophile).

Au cours d’une infection fongique, les PMN circulalans le sang sont recrutés au site
d’infection via la production d’lIL-8 et de GR@rpwth-related oncogene alpja par les
kératinocytes (Nakamurat al, 2002 ; Taniet al, 2007), via le facteur C3a du complément,
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dont la voie alterne est activée garubrum(Swanet al, 1983 ; Dahl et Carpenter, 1986), ou
via les LILA (lipid-like leucocyte activatodsproduits par les dermatophytes et ayant la
capacité d'attirer directement les PMN (Kahtieal, 1996). Pour éliminer I'agent pathogéne,
les PMN disposent de différentes armes, la prieipala plus connue étant la phagocytose
qui requiert la reconnaissance des PAMP fongiqaedgs PRR des PMN. Les levures sont
facilement phagocytées tandis que les champigniamsenteux sont plus souvent phagocytés
lorsqu’ils sont sous forme de spores (Brakhage al, 2010). Les PMN agissent
principalement en produisant des ions superoxides 'NOS (inducible nitric oxide
synthetase Ces ions, qui ont tous pour origine la produtttbanions superoxydes par des
NADPH oxydases, sont de deux types, tective oxygen intermediatgsarmi lesquels le
peroxyde d’hydrogéne, les radicaux hydroxyl et pibghlorite et degseactive nitrogen
intermediatesparmi lesquels I'oxyde nitrique qui est produittees grande quantité. Ces ions
agissent en oxydant les molécules fongiques ethBmpignon phagocyté est alors tué
(Dockrell et al, 2007). La phagocytose d’éléments fongiques dedgrdaille par les PMN,
résultant par exemple de la germination et la semise de spores, n'est pas possible. Les
PMN disposent cependant d’autres mécanismes des#efds peuvent relarguer le contenu
de leurs granules et de 'ADN pour former le NEEtrophil extracellular trap Cette toile
d’araignée, composée de fibres d’ADN couvertes @dmudes et de protéines cytosoliques
(Urbanet al, 2009), emprisonne le champignon, prévient sa&digstion et peut favoriser le
recrutement de PMN et d’autres cellules immunitaime site d’infection (Brakhaget al,
2010). Récemment, la formation de NET par les PMN réponse au dermatophyte
A. benhamiaa été démontrée (Heddergettal, 2012).

Parmi les TLR exprimés par les PMN, les TLR-2 st les récepteurs qui ont été le
plus étudiés (Princeet al, 2011). Le TLR-2 forme un hétérodimere avec le LR
reconnaissant les peptides diacylés tandis quéeRe4Treconnait le lipide A, composant du
lipopolysaccharide (LPS) (Takeuchi et Akira, 201l03s PMN expriment également des co-
récepteurs incluant le CD-14 et le CD-11b/CD-18 cpopérent avec le TLR-4 ou le TLR-2
au niveau de la membrane plasmique (Clebwl, 1999 ; Pererat al, 2001). Le TLR-5 des
PMN reconnait la flagelline de certaines bacté&c@amelListeria monocytogendgiayashiet
al., 2001). En ce qui concerne les récepteurs intoptysmiques, les PMN sont également
capables de reconnaitre les ligands des TLR-8ne4i9 ne semblent pas exprimer de TLR-3
ni de TLR-7 (Hattermanet al, 2007 ; Tamassiat al, 2008 ; Janket al, 2009). Les TLR
des PMN sont également impliqués dans la recorarassde PAMP fongiques comme en

témoignent de nombreuses études. Chez 'lhommdéimalation des PMN avec des conidies
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ou des hyphes A. fumigatusnduit I'expression des TLR-2, 4, 6, 8, 9 et 10i, varie selon la
nature de I'inoculum fongique utilisé pour l'infeat (Bellocchioet al, 2004b). Une autre
étude a démontré que les PMN sont capables deipgadwitro du TLR-2, du TLR-4 et de
la dectine-1 lorsqu’ils sont stimulés gar brasiliensis(Bonfim et al, 2009). En utilisant un
modéle d’infection sur épithélium humain recongfriWeind! et collaborateurs (2007) ont,
guant a eux, montré que la réponse immune pratectmise en place au cours d'une
candidose orale impliquait le TLR-4 et que ce méraa protecteur était dépendant des
PMN.

En plus de leur capacité a agir directement syeha pathogéne (Kumar et Sharma,
2010), les PMN peuvent produire des cytokines (&a#la, 1995) et interagir directement
avec les DC (Bennounet al, 2003 ; van Gisbergeet al, 2005 ; Megiovannet al, 2006 ;
Charmoy et al, 2010), ce qui indique qu’ils sont également degewrs du systeme
immunitaire adaptatif. Au cours d’'une infection pogquée parC. albicans les PMN sont
attirés sur le site d'infection et libérent desakyhes telles que I'lL-&, I'lL-1 8, I'lL-8, le
TNF-o et le GM-CSF dranulocyte macrophage colony stimulating fagtarapables
d’orienter la réponse immune vers la voie Thl (8ehat al, 2004). Les PMN peuvent
également produire de I'lL-8 en réponse au derntgti@pA. benhamiagHeddergottet al,
2012), ainsi que lors d’'une infection fongique prquée palP. brasiliensis(Acorci-Valério
et al, 2010). Lorsqu’ils sont stimulés par des constittade la paroi fongique de
S. cerevisiaeet deC. albicans les PMN produisent également du TNFde I'IlL-1p et de
I'IL-8 (Saegusaet al, 2009). Suite a une stimulation par un agent ggthe fongique, les
PMN sont donc capables de produire des cytokinesnfliammatoires. De plus, ces cellules
peuvent également se comporter comme des CPA (labdei al, 2011) et produire de
'IFN-y (Yin et Ferguson, 2009) et de I'lL-17 (Pelletiet al, 2010). Des lors, il serait

intéressant d’étudier le réle des PMN dans la risplace d’'une dermatophytos#&lacanis

Les macrophages

Les macrophages se développent a partir de massgnguins dont les précurseurs
sont produits dans la moelle osseuse hématopogetiqursqu’un monocyte quitte le sang et
infiltre un tissu en traversant I'endothélium vdsine, il subit sa différenciation terminale
pour devenir un macrophage (Gordon, 2001). Les opaages contribuent a 'lhoméostasie
en évacuant les cellules sénescentes et/ou appmstet via le remodelage et la réparation
des tissus aprés linflammation. Ces cellules jouégalement un réle important dans

'immunité par la phagocytose d’agents exogenesplDg, comme les PMN, ils sont capables
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de sécréter des cytokines aprés leur activationpgunettent la migration et I'activation
d’autres cellules immunitaires (Gordon, 2001).

Lors d’'une infection fongique, les macrophagegriiennent dans la mise en place
d’'une réponse immune. Le champigr@nbrasiliensisinduit une diminution de I'expression
des récepteurs TLR-1, 2 et 4 ainsi que de la dedtidans les macrophages stimulés (Bonfim
et al, 2009) indiquant que ces PRR sont probablemenliogs dans la reconnaissance de
PAMP de P. brasiliensis Les macrophages semblent aussi étre impliqués des
mécanismes mis en ceuvre par les dermatophytesépbapper a la phagocytose. En effet,
une étude a démontré que les filaments mycéliens. debrum sont capables de croitre a
I'intérieur des macrophages (Campes al, 2006). De plus, les conidies de rubrum
expriment a leur surface des adhésines leur peantette pénétrer activement dans les

macrophages et les cellules épithéliales (Esquetatj 2003 ; Esquenasit al, 2004).

Les cellules dendritiques

Les DC sont des CPA professionnelles. Elles sélautnt les lymphocytes T CD8+
ou CD4+ en leur présentant le peptide antigéniqiee l¢ CMH de classe 1 ou 2
respectivement (Joffret al, 2009).

Les DC dérivent d’'un progéniteur hématopoiétiqua. ddurs de la différenciation
dans la moelle osseuse, les précurseurs s’oriesp@nters la lignée monocytaire, soit vers la
lignée dendritique. Le progéniteur des DC, appeldOdendritic cell progenitoy génére des
DC myéloides (ou classiques), et des DC plasmaisgoiCes derniéres sécretent de grandes
quantités d’IFN de type | en réponse aux infectioinales (Grouarcet al, 1997 ; Siegakt
al.,, 1999). Les DC myéloides sont réparties en trois-groupes selon I'endroit ou elles se
trouvent : les DC localisées dans les tissus périghes, les DC résidant dans les organes
lymphoides et les DC circulant dans le sang eyrgphe (Uencet al, 2007). Dans la peau,
deux types distincts de DC sont présents ; lealesllde Langherans qui résident dans
I'épiderme et les DC interstitielles qui se trouvelans le derme (Valladeau et Saeland,
2005).

Au cours d'une dermatophytose, les DC vont pemmefftctivation du systeme
immunitaire adaptatif en reconnaissant des moléctdagiques via leur PRR. Chung et
collaborateurs (2009) ont démontré que le récepf2@rHIL (dendritic cell-associated
heparin sulfate proteoglycan-dependent integrilti des DC non seulement reconnait des
constituants présents sur la paroi fongiqueTdeubruminduisant la mise en place d’'une

réponse immune innée mais agit aussi comme inhibite la réponse immune adaptative en
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se fixant au récepteur SD-4yhdecan-¥ des lymphocytes T activés. Une récente étude a
démontré qu’en réponse au dermatophtdenhamiagles DC produisent des cytokines
telles le TNFe, I'IL-6, I'IL-8 et I'lL-10 (Heddergott et al, 2012). Des recherches effectuées
dans notre laboratoire ont démontré que les D@dglproduisent de I'lL-12 lorsqu’elles sont
stimulées tant par des arthrosporesMiecanis tuées par la chaleur que des arthrospores
vivantes séparées physiquement des cellules pansant de culture (Tabart, 2008). Ces
études ont également démontré que les arthrospwées diminuaient le taux de CMH 1l
exprimé a la surface des DC tandis que les artbrespplacées dans un insert ainsi que
I'exoantigene ('ensemble des protéines sécrétéasM canis cultivé dans un milieu
contenant de la kératine féline comme unique sadiecote), rSub3 et rMep3 induisaient une
augmentation du taux de CMH Il. Ces résultats ineiqg que les DC interviennent dans la
mise en place d’une réponse immune au cours difeetion provoquée pavl. caniset que
certains constituants fongiques pourraient étreliqups dans des mécanismes d’immuno-

évasion.

3. Lavaccination contre les dermatophytes
Les dermatophytoses ne mettant pas en jeu le gtiondtal, dans la majorité des cas,
les recherches menées sur le développement densamai souffert d'un désintérét général
(Mignon et al, 2008. Néanmoins, lefficacité partielle conférée parelgues vaccins
expérimentaux a été démontrée. Par ailleurs, pltsieaccins commerciaux ont été
développés contre divers dermatophytes déntanis T. mentagrophytest T. verrucosum

mais tres peu d’études objectives ont permis deodéer leur efficacite.

3.1. Les vaccins commerciaux

Les seuls vaccins contre les dermatophytoses duétércommercialisés en Belgique,
et qui le sont encore dans d’autres pays, étaiemtveccins a usage vétérinaire. Il s’agit de
vaccins entiers, inactivés ou atténués. Trés pelodnations sont disponibles quant a leur
efficacité, a la durée de protection qu’ils induiseu a leurs effets secondaires. Beaucoup
d’entre eux ont également une indication thérapeeti

Un vaccin non adjuvanté constitué d’une souctenatie dd. verrucosunfLFT-130)

a été developpé en Russie dans les années 1960 teupurs commercialisé aujourd’hui,
notamment en France, sous le nom de B&VRingvac par la firme Intervet. Son utilisation

dans le cadre de programmes prophylactiques a grécttklle en Europe de I'Est et dans les
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pays scandinaves a permis la réduction drastiquéird@dence de l'infection dans les
élevages de bovins, et indirectement chez 'hom@ed(ing et Naess, 1986 ; Lund et
Deboer, 2008). Plus récemment, une étude réaligédénfervet a démontré que ce vaccin
atténué, administré en prévention a des veaux dechieoie, permettait de réduire
drastiquement la fréquence des Iésions de dermgtigghobservée chez les animaux lors de
I'abattage (Kujiket al, 2004). Ce vaccin apparait donc efficace maistréesnomiquement
rentable que chez les animaux destinés a la bdachbattus avant 'age d’'un an et pour
lesquels une seule dose du vaccin peut suffire cdéger les animaux de la maladie.
Actuellement, le Bovili8 Ringvac n’est plus disponible en Belgique. La étiiBoehringer
Ingelheim a quant a elle commercialisé un vacdilent constitué de souches inactivées de
T. verrucosumT. mentagrophytest T. sarkisovij enregistré en Belgique sous le nom d’Insol
Trichophytor?. Aucune étude indépendante n'a permis de confitiefficacité de ce vaccin
et il n’est d’ailleurs plus commercialisé en Belggq

En République tcheque, plusieurs vaccins, non adiji@s, contenant des souches
atténuées ou inactivées de différentes espécesra@tbphytes ont été commercialisés par la
firme Bioveta. Parmi eux, deux vaccins ont été tpmes contre la teigne bovine a
T. verrucosumL’un contient des microconidies vivantes TeverrucosunfCCM8165) et est
commercialisé sous le nom Trichoben®. L'autre eststitué de ces mémes microconidies
mais irradiées sous rayonnements UV (Trichoben AV@3tte société dispose également du
vaccin Trichopelen® contenant une souche dementagrophyteset indiqué pour
'immunisation des chinchillas, des lapins et desnaux a fourrure (Rybnikaet al, 1998).
Bioveta a également développé différents vacciastivés contre la teigne canine (Biocan M
Plus®), la teigne féline (Biofel M Plus®) et la gae équine (Trichoequen®). Peu
d’'informations sur ces vaccins sont disponiblessdémn littérature ; de plus, ils ne sont

disponibles que dans les pays de I'Est de I'Eur@p#://www.bioveta.cz/en/veterinary-

division). Aucune étude n’'a été réalisée sur |'efficaciéécds vaccins et selon les indications
fournies par Bioveta, ils peuvent étre administxassi bien pour la prévention que pour le
traitement des dermatophytoses. Selon les avisedairs praticiens vétérinaires ayant eu
recours a ces vaccins, ceux-ci ne protégent paseckinfection et peuvent méme induire une
infection chronique s’ils sont administrés a deatshatteints de dermatophytose.

Un vaccin inactivé et adjuvanté, indiqué pour lavention et le traitement de la teigne
féline a M. canis le Fel-O-Va® MC-K (Fort Dodge) a été disponible pendant plusieu
années, notamment aux Etats-Unis, mais sa comrieatian est maintenant arrétée. Des

études ont démontré que ce vaccin semblait pecae#i (DeBoeet al, 2002) et pouvait
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méme aggraver les symptdomes lorsqu’il était adrmméniss des chats déja atteints de
dermatophytose (Scatt al, 2001).

En Belgique, un vaccin inactivé a base de huit Besicdde dermatophytes ayant pour
cible les animaux de compagnie a été commercialisis le nom d’Insol Dermatophytdn
(Boehringer Ingelheim). L’efficacité de ce vacciia famais été prouvée de maniere adéquate
et il a été retiré du marché belge. Un nouveauimgmentavalent, inactivé et non adjuvanté a
éte développé par cette méme société. Son efficdaits le traitement des dermatophytoses
félines a été évaluée récemment par Westhoff &hlmiateurs (2010) qui ont montré que ce
vaccin permettait d’accélérer la guérison de mansggnificative chez les jeunes chats ainsi
que chez les chats infectés pour la premiére fois.

En conclusion, il n’existe plus de vaccins disptesben Belgique contre les
dermatophytoses et le seul vaccin dont I'efficaaiférmellement été prouvée est le BoVilis
Ringvac destiné aux bovins. De plus, aucun vadticeee contre la dermatophytose chez les
carnivores domestiques n'a a ce jour été commaeéiaC’est pourquoi, des recherches visant
a identifier et caractériser des antigenes immunegéont nécessaires pour pouwoifine
mettre sur le marché un vaccin efficace. La miseaint d’'un tel vaccin répondrait a un
marché économique important, notamment dans leleda dermatophytose M. canisqui
touche un grand nombre d’élevage de chats en Belgansi que dans les autres pays
industrialisés dans lesquels l'animal de compagmeupe une place de plus en plus

importante au sein de la société.

3.2. Les vaccins expérimentaux

Les vaccins atténués sont plus efficaces que lesinginactivées mais le risque de
réversion qu’ils présentent constitue un désavanfagnd et Deboer, 2008). C’est pourquoi
I'utilisation de vaccins sous-unitaires, composésrblécules ou d’'un ensemble de molécules
provenant d’'un organisme, semble plus sdre. Deuxing sous-unitaires non adjuvantés a
base de la protéine hsp60 fiementagrophyted’un sous forme de protéine recombinante
l'autre sous forme d’ADN ont été testés chez leuvetalle cobaye (Milaret al, 2004). Les
résultats ont montré que les deux vaccins n’indemsaju’une protection partielle, le vaccin a
base d’ADN étant cependant plus efficace que leimamontenant la protéine recombinante.
Une autre équipe a également démontré que desitexttzosomiaux deM. canis et de
T. verrucosunutilisés respectivement pour vacciner des cobéyksl et Segal, 1994) et des
bovins (Elad et Segal, 1995) ont permis de rédigerificativement la durée de l'infection et

ont induit une réponse a médiation cellulaire aipsune réponse en anticorps. Les adjuvants
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utilisés pour ces deux études étaient I'hydroxytduchinium et le N-Acetylmuramyl-L-
alanyl-D—isoglutamine qui favorisent la productaianticorps.

Pier et collaborateurs (1995) ont démontré quevdacination avec un vaccin
adjuvanté, contenant 4 souches différentes de depmges K. canis M. gypseum
T. equinumet T. mentagrophyt@snactivées, permettait de protéger des cobayafeane
infection a M. canis. Dans cet essai vaccinal, I'épreuve d'infection té étalisée en
introduisant chez les cobayes vaccinés et les esbapntroles, un individu infecté par
M. canis Cette technique est plus représentative d’urexiitn naturelle. Cependant, il n’est
pas spécifié dans cette étude si le groupe sedambntréle avait recu I'adjuvant ou non.
L’effet protecteur observé chez les cobayes vascpwurrait donc étre da a I'adjuvant seul
plutbt qu’au pouvoir immunogéne de I'antigéne cantdans le vaccin.

Chez le chat, les premiers essais de vaccinatotreM. canisont été réalisés en
utilisant un vaccin non adjuvanté contenant unagixtrut de paroi fongique administré par
voie intradermique. Les animaux vaccinés ont easkti¢ infectés par inoculation (DeBoer et
Moriello, 1994) ou par contact direct avec un dnéécté (DeBoer et Moriello, 1995b). La
vaccination a induit une réponse en anticorps coafj@ mais une réponse immune a
médiation cellulaire inférieure a celle observés ld'une infection naturelle. Tous les chats,
vaccinés ou non, ont développé des lésions de depmgose.

Au laboratoire de Mycologie vétérinaire de I'Unigié de Liege, des essais vaccinaux
ont été réalisés a l'aide d’antigénes caractéregsutilisant le cobaye comme modéle
expérimental. L'immunogénicité de I'exoantigene, ri&ib3 et de rMep3 été évaluée. Le
protocole expérimental comportait trois immunisasia 15 jours d’intervalle suivies d’'une
épreuve d’infection 42 a 48 jours apres la dermiecination. Les antigenes utilisés étaient
couplés a l'adjuvant de Freund complet ou incompkdbn qu’il s’agisse de la premiére
immunisation ou des deux suivantes. Les résultatsnmontré que les antigenes utilisés
induisaient une réponse en anticorps élevée etapunse cellulaire transitoire. Néanmoins,
ceux-ci n‘ont pas conféré de protection chez ldsmages vaccinés (Descamesal, 2003b ;
Vermoutet al, 2004).

Les résultats des recherches expérimentales pauaria mise au point d’'un vaccin
efficace contre la dermatophytose ne sont dondrpasconcluants. Des études ont démontré
gue certains antigénes conféraient une protectigraaimaux vaccinés (Elad et Segal, 1994 ;
Elad et Segal, 1995 ; Piet al, 1995), cependant ces résultats découlent d’étaide@ennes
dans lesquelles les tests statistiques, permeattanalyser de maniere objective les données,

n'étaient pas réalisés. Ces échecs de vaccinadonept étre liés d’'une part au manque de
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caractérisation d’antigenes immunogénes, a un gotgal’infection expérimentale inadapté
ou encore a un choix d'adjuvant inapproprié. Lowssshis de vaccination, le choix d'un
adjuvant adéquat est primordial (Vermoett al, 2003). Lors d’'une dermatophytose, la
réponse immune protectrice est une réponse a noddillulaire (Almeida, 2008 ; Mignon
et al, 2008 ; Vermoutet al, 2008b) qui résulterait de lI'activation de la vdiel et de la
production d’'IFNy (Lund et al, 2001). Des lors, lutilisation d'adjuvants tele |
monophosphoryl-lipid-A (MPLA) ou les oligonucléoisl CpG favorisant l'induction d’'une
réponse immune de type Thl (Vermaatt al, 2003) permettrait peut-étre une meilleure
stimulation du systeme immunitaire et renforcelest propriétés immunogénes de I'antigéne

testé.

4. Les modéles expérimentaux de dermatophytose

Seuls les modeles expérimentanxivo sont décrits dans ce paragraphe.

De nombreux modéles animaux ont été utilisés ptudier les dermatophytoses chez
'homme (Shimamurat al, 2012). Parmi eux, le cobaye est le modéle anienplus utilisé
(Saunteet al, 2008). La majorité des études utilisant un modélienal de dermatophytose
concerne I'évaluation des propriétés des molécaefongiques. Tres peu d’études ont été
consacrées a I'immunité anti-dermatophytes et palliogenése des dermatophytoses. Le
cobaye a été utilisé pour évaluer certains factelervirulence du dermatophyte zoophile
A. benhamiaéStaibet al, 2010 ; Grumbet al, 2011). Dans notre laboratoire, le cobaye a été
utilisé pour étudier I'implication de la protéasrombinante Sub3 dans la pathogenese de
I'infection a M. canis(Baldo et al, 2010). Les propriétés immunogéniques de I'exgang
ainsi que des antigenes caractérisés Sub3 et MehB chnisont également été évaluées sur
ce méme modele anim@Mignon et al, 1999b ; Descampst al, 2003b,Vermoutet al,
2004). Le cobaye est un bon modéle animal caréleisris de dermatophytose développées
lors de l'infection expérimentale sont identiquesedles observées au cours d’une infection
naturelle et guérissent spontanément. Cependangxidte peu d'outils génétiques et
immunologiques disponibles chez cette espece. e, @on colt et le caractere non
consanguin de cette espece, responsable de liamerhétérogénéité des lésions cliniques
observées entre individus, prénent pour 'utiligatd’un modéle murin de dermatophytose.

De maniére surprenante, les modéles de dermatmggsytitilisant la souris sont quasi
inexistants. Un ancien modéle de dermatophytodchophyton quinckeanuna été décrit
chez la souris (Hagt al, 1983 ; Hayet al, 1988). Grace a ce modele, ces auteurs ont mis en

évidence une infiltration rapide de PMN sur le lidinfection et la formation de masses
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composées de filaments mycéliens dans I'épidermepedant, la pertinence de ce modeéle
est discutable carT. quinckeanum est responsable d'une forme particuliéere de
dermatophytose, le favus, rarement rencontrée themme et I'animal (Beguinet al,
2012). Plus recemment, deux autres modeles utildemdermatophytes chez la souris ont été
décrits, mais ils ne sont pas représentatifs dinfeetion naturelle superficielle (Nakamust

al., 2012 ; Venturiniet al, 2012). A I'heure actuelle, il n’existe donc aucmodéle murin
représentatif d’'une infection naturelle superfigigbermettant d’évaluer la réponse immune

induite au cours d’'une dermatophytose.

" Trichophyton quinckeanumst apparenté au dermatophyte anthropophikchoenleiniiet provoque chez la souris des
Iésions de dermatophytose particulieres appeldasus ». Ces Iésions sont caractérisées par desgdamolteuses et la
formation d’un godet favique de quelques millimsteentré sur un poill{ quinckeanugnou un cheveuT{. schoenlein)i La
fusion de plusieurs godets forme une crodte favique
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Ce travail s’inscrit dans le contexte général diduble des mécanismes impliqués dans
I'établissement d’'une réponse immune protectricecaurs d’'une dermatophytose et plus
spécifiguement lors d’'une dermatophytodd.aanischez le chat.

La réponse immune anti-dermatophytes demeure pelorée (Almeida, 2008 ;
Mignon et al, 2008) et I'élargissement des connaissances ssujét permettraiin fine de
mettre au point un vaccin efficace contre la deoplaytose chez les carnivores domestiques.
A I'heure actuelle, en Belgique, aucun vaccin aetimatophytes n’est commercialisé. De
plus, pour la majorité d’entre eux, leur efficacité&a jamais été démontrée de maniere
rigoureuse (Lund et Deboer, 2008). Les lacunes aroant les mécanismes impliqgués dans
I'établissement de I'immunité anti-dermatophyted'a@bsence de vaccin efficace disponible
sur le marché résultent notamment du manque de lesodaurins de dermatophytose
représentatifs d’'une infection superficielle nallere

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) paaniétre impliqués dans la mise
en place d’'une réponse immune protectrice au aburee dermatophytose. En effet, les PMN
sont les cellules effectrices responsabiesfine de I'élimination de [linfection via la
phagocytose, la production d’'ions superoxydes gieggides antimicrobiens, et la formation
du NET @eutrophil extracellular trap (Calderon et Hay, 1987 ; Dahl, 1994 ; Heddergott
al., 2012). De plus, le r6le des PMN dans I'établisseinde I'immunité adaptative
antifongique a déja été démontré dans un madéldro de candidose orale. Au cours d’'une
telle infection, ils sont attirés sur le site daéofion et libérent des cytokines telles le
GM-CSF, le TNFe, I'lL-1a, I'IL-1B et I'lL-8 capables d’orienter la réponse immunesva
voie Thl (Schalleet al, 2004). Les objectifs de la premiére étude nousptant de vérifier
cette hypothése consistent a évaluevitro le réle des PMN félins dans I'établissement de la
réponse immune au cours d’'une dermatophytddecanis

Un constituant sécrété dé. canis nommeé surnageant non induit (SNI) produit des
DTH (delayed type hypersensitijitghez le cobaye guéri d’'une infection expérimental
(Tabart, 2008), ce qui suggére qu'il contient detiggnes potentiellement intéressants pour le
développement d’un vaccin. Cette hypothése seriéeedans la deuxieme étude dont le but
est d’évaluer les propriétés protectrices du SNupté a I'adjuvant monophosphoryl-lipid-A
(MPLA), un agoniste du TLRi@ll like receptoj-4, dans un essai vaccinal utilisant le cobaye
comme modele expérimental. Le choix de I'adjuvailM repose sur sa capacité a favoriser
la mise en place d’'une réponse immune cellulairgype Thl (Vermouet al, 2003) qui est

considérée comme protectrice au cours d’'une dephgtose.
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Enfin, étant donné le manque de modéles murinséseptatifs d’'une infection
naturelle superficielle et permettant I'étude enofpndeur de la pathogenése des
dermatophytoses grace a [utilisation doutils génées et immunologiques variés
disponibles chez la souris, I'objectif de la tréisie étude est de mettre au point un modele
murin de dermatophytose permettant d’étudierivo la réponse immune générée au cours de

I'infection.
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1. ETUDE 1 : Réle des polymorphonucléaires neutroples félins dans la mise en place

de la réponse immune au cours d’'une dermatophytoseMicrosporum canis

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) félpreduisent des cytokines pro-
inflammatoires (TNFe, IL-1B et IL-8) lorsqu’ils sont stimulés par les arthrosgs vivantes
de M. canisainsi que par des constituants structuraux (sspguoees tuées par la chaleur) et
sécrétés. En outre, les taux d’ARNmM des réceptdargype toll TLR-2 et TLR-4 sont
augmentés dans les PMN félins exposés aux arthespovantes et tuées ainsi qu’'aux
protéases sécrétées Sub3 et Sublldeanis.Ces résultats suggérent que les PMN félins ont
un réle dans la mise en place de la réponse imaumeurs d’une dermatophytos&lacanis
en produisant des cytokines pro-inflammatoires @t ¢ps récepteurs TLR-2 et TLR-4

pourraient étre responsables de leur activation.

2. ETUDE 2: Evaluation des propriétés protectricesd’'un constituant sécrété de
Microsporum caniscouplé a I'adjuvant monophosphoryl lipid-A dans unessai vaccinal

en utilisant le cobay comme modéle expérimental

Le composant sécrété Mk canis produisant des réactions cutanées d’hyperseitsibil
de type retardédglayed type hypersensitivitipTH) chez le cobaye immunisé apres une
primo-infection, ne semble pas protéger ce demliigne infection expérimentale M. canis
avec le protocole de vaccination utilisé. En revand’adjuvant monophosphoryl lipid-A
(MPLA), a lui seul, a un effet protecteur partidlez les cobayes soumis a une épreuve
d’infection par M. canis Cette étude montre également une importante ti@aria
interindividuelle dans les résultats obtenus, desqggére de développer un nouveau modele

animal utilisant la souris pour I'étude de la rég@immune anti-dermatophytes.

3. ETUDE 3 : Evaluation de la réponse immune cutaréau cours d’une dermatophytose
a Arthroderma benhamiaeet Arthroderma vanbreuseghemen utilisant un modele murin

expérimental

Le modele murin mis au point dans cette étude &#des et reproductible en utilisant
les dermatophyteé. benhamiaeet A. vanbreuseghemiles souris infectées par les deux
dermatophytes développent des symptdmes cutan&giégpde dermatophytose. Les deux

dermatophytes induisent également des lésionsninil@oires et colonisent les structures
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kératinisées de I'épiderme et des follicules pildd& plus, le recrutement important de PMN
dans la peau des souris infectées par les deuxattgshytes et le profil cytokinique généré
par I'infection (TGFB, IL-1pB, IL-6 et IL-22) suggere que la voie Th17 pouré&ie impliquée

dans la mise en place de la réponse immune amtiadephytes.
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Réle des polymorphonucléaires neutrophiles félinsaths la mise en
place de la réponse immune au cours d’'une dermatoptose a

Microsporum canis
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Préambule

Les PMN sont les premiers leucocytes recrutésessite d’infection et pourraient donc
contribuer a ['établissement d'une réponse immuneotegtrice au cours d’une
dermatophytose 8. canis En effet, leur réle dans I'induction de I'immuhitnnée et de
immunité adaptative a déja été démontré pour téauinfections fongiques (Brakhageal,
2010 ; Brown, 2011).

Pour évaluer le role des PMN félins au cours d'infiection aM. canis nous avons
tout d’abord mesuré le taux de certaines cytokpreduites par ces cellules lorsqu’elles sont
stimulées par des arthrospores vivantes ainsi quedifférents constituants structuraux et
sécrétés du champignon.

La production de cytokines par les PMN faisantesai une reconnaissance entre les
PRR exprimés par ces cellules et les PAMRVdeanis nous avons ensuite évalué le taux
des TLR-2, TLR-4 et de la dectine-1 exprimé dassAMN stimulés par divers constituants
fongiques. Dans d’autres maladies fongiques, iltéa d&montré que ces récepteurs sont
exprimés par les PMN et sont impliqués dans la meassance des PAMP fongiques
(Bellocchioet al, 2004b ; Weindet al, 2007 ; Bonfimet al, 2009).

Cette étude comprend deux parties. La majorité@mdtats obtenus dans la premiére
partie, intitulée 4eline polymorphonuclear neutrophils produce préammatory cytokines
following exposure toMicrosporum canis », ont été publiés dans le jauMeterinary
Microbiology en 2013. Quelques résultats obtenus dans le dadrette premiere partie n’ont
pas été publiés et sont décrits en annexe (« Bi@tude la production de cytokines par les
PMN félins stimulés par Sub6 #& canis»). L’ensemble constitue I'étude 1-1.

La seconde partie, intitulée « Taux d’ARNmM des RRRrimeés dans les PMN félins stimulés
par differents PAMP deM. canis», n'a pas été publiee. Elle est rédigée en fianea

présentée sous forme d’un article scientifiqued@tir2).
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Etude 1-Partie 1

Feline polymorphonuclear neutrophils produce pro-irflammatory

cytokines following exposure tdVlicrosporum canis

Veterinary Microbiology (2013), 162, 800

Ludivine Cambier, Anne Mathy, Aline Baldo, Elenatidiaa Bagut, Jérémy Tabe
Nadine Antoine, Bernard Mignon
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Abstract

The mechanisms involved in the establishment of gpecific immune response against
dermatophytesemain unknown. Polymorphonuclear neutrophils (PMale recruited early
during the infection process and participate ine¢hmination of dermatophytes. They could
therefore be involved in the induction of the immauresponse during dermatophytoses by
producing specific cytokines. The aim of this waslas to assess thia vitro cytokine
production by feline PMNs exposed to living arttooitlia from the dermatophyte species
Microsporum cani®r stimulated with either a secreted or a strutttwenponent oM. canis
the latter consisting of heat-killed arthroconidi&e levels of specific cytokines produced by
PMNs was determined by capture ELISA and/or quatntd RT-PCR. Results showed that
PMNs secrete TNk IL-1p and IL-8 following exposure thl. canisliving arthroconidia and
stimulation with both a secreted component and-kidlatl arthroconidia. The level of IL-8
MRNA was also increased in PMNs stimulated with canis living arthroconidia. In
conclusion, infectiveM. canis arthroconidia induce the production of pro-inflamarg
cytokines by feline PMNs that can be activated ezitby secreted or structural fungal
components. Our results suggest that these graitetoare involved in the initiation of the

immune response againdt canis
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Introduction

Microsporum caniss a zoonotic dermatophyte responsible for magjworm in dogs
and cats (Weitzman and Summerbell, 1995; Chernegttal., 2008; Mignon and Monod,
2011). Because dermatophytes invade hard keradirski® structures, considerable attention
has focused on the characterization of secrete@gses as putative fungal virulence factors
(Monod, 2008; Vermout et al., 2008), but few of thdhave been demonstrated to be
pathogenic factors iM. canis(Descamps et al., 2002; Baldo et al., 2010; Bagat.£2012).
In contrast, little effort has been devoted to shedy of the host immune response against
M. canis specifically and other dermatophytes in generdm@da, 2008; Mignon et al.,
2008). Despite their superficial localization inirskdermatophytes can induce an adaptive
immune response. The cellular response, which isocésted with delayed type
hypersensitivity (DTH), is known to be correlatedthwclinical recovery and protection
against re-infection (Calderon, 1989; Almeida, 2008ignon et al., 2008). The first
immunological events following the infection aret ye be elucidated, including the role of
innate immunity in the set-up of the host-spedifitnune response. The first epidermal cells
encountered by dermatophytes during the infecticocgss are keratinocytes, which can
produce a broad spectrum of cytokines upon expdsutigese fungi (Nakamura et al., 2002;
Shiraki et al., 2006; Tani et al., 2007), includithhg chemo-attractant for polymorphonuclear
neutrophils (PMNs) IL-8 and the pro-inflammatory HdN (Nakamura, 2002). The first
leucocytes recruited to the site of infection immdatophytoses are PMNs (Hay et al., 1988).
These cells, along with macrophages, are knownetaelsponsible for the elimination of
dermatophytes (Calderon and Hay, 1987; Heddergatt,e2012). Their potential role in the
induction of the specific immune response in deaplytoses remains unknown but can be
reasonably hypothesized. Indeed, in other fungdlraitrobial infections PMNs can initiate
and modulate the adaptive immune response by otiegawith dendritic cells and producing
specific cytokines (Schaller et al., 2004; Megiaviagt al., 2006; Charmoy et al., 2010). The
aim of this study was to evaluate the potentiat i@fl feline PMNs during the early stages of
M. canisinfection. To this purpose, PMNs were culturedhwirairiousM. caniscomponents

and the levels of specific cytokines produced byNBMvere assessed.

Material and Methods
Isolation of feline polymorphonuclear neutrophils
Blood from cats was kindly provided by veterinarjaractitioners through blood donations

taken with the agreement of the cats’ owners. Sathpats were domestic short-haired intact
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male or female young adults with no history of ncatliproblems. The clinical examination
revealed no abnormalities. Cats were negative edgting for infection withieline Leukemia
Virus and Feline Immunodeficiency Virus using thdTWESS® FeLV-FIV test (Prodivet,
Eynatten, Belgium). Fungal cultures performed frovat hair were negative for
dermatophytes.

Feline PMNs were isolated from heparinized wholeodl samples using Polymorphprep
solution (Axis-Shield, Oslo, Norway). Blood was émgd over the density gradient and
centrifuged for 30 min at 509. Two distinct leukocyte layers (lymphocytes andnooytes

in the upper and granulocytes in the lower layeerevobtained. PMNs were harvested,
washed and suspended in 24-well cell culture plé€siner Bio-One, Frickenhausen,
Germany) at a concentration of 1 /b0l in RPMI 1640 + GlutaMAX medium (Gibco, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented Wito foetal calf serum (FCS) and 1%
penicillin-streptomycin  (Gibco, Life Technologies)Hemacolof staining (Merck,
Whitehouse station, NJ, USA) was performed to enske purity (PMN>95%) of isolated
cells. The latter were vital-stained using the @&nypblue dye-exclusion method, and the
number of living leukocytes (>98%) was assessethigusi Neubauer chamber. Freshly

isolated PMNs were used in all experiments.

Production of Microporum canisarthroconidia

Arthroconidia were produced from ti. canisstrain IHEM 21239 by a process previously
outlined (Tabart et al., 2007). Briefly, arthrocdiai were obtained from 15-day-old cultures
on 2% yeast extract/1% peptone agar (VWR Scierf@faducts, San Dimas, CA, USA) in an
atmosphere containing 12% g@t 30°C. Surface mycelium and conidia were scraped
transferred to PBS and filtered through Miracltatpers (22-25 um; Calbiochem, La Jolla,
CA, USA). Arthroconidia concentration was deterndirtey serial dilutions on Sabouraud’s
dextrose agar (Sab) medium. Arthroconidia wereest@t 4°C until use. In all experiments,
arthroconidia were used within 1 month.

To exclude a possible contamination with an endato@PS) during arthroconidia
production, a PBS solution was prepared using dimeesprocedure except that arthroconidia
were omitted. This control PBS solution was furtbeed concomitantly in PMN stimulation

experiments (cf. below).
Production of Microsporum canissecreted and structural components
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In addition to living arthroconidia, two componemisre produced to further stimulate feline
PMNs: a secreted component and heat-killed artmid@ representing structural
components.

The secreted component was obtained after growMinganisarthroconidia (1 x 19 in 500

ml liquid Sab medium for 5 days at 28°C under gertditation. Culture supernatant was
separated from fungal elements by centrifugatiooncentrated by ultrafiltration on an
Amicon (Millipore, Billerica, MA, USA) 10 kDa memhne and stored at -20°C until use.
Protein concentrations were determined by Bradfongethod (Bradford, 1976).

The structural components were obtained by heafinganisarthroconidia (1 x 19 at 95°C
for 10 min. Arthroconidia were cooled down to rodemperature and directly used in
stimulation experiments. Killing of arthroconidiaas/confirmed by the absence of growth on

Sab medium plates incubated at 27°C for 21 days.

Exposure of feline PMNs toMicrosporum canis

Feline PMNs (1 x 1%well) were stimulated for 24 h at 37°C in a hurfieli atmosphere
containing 5% C® (i) with M. canis living arthroconidia (1 x 1Wwell) or with culture
medium alone as negative control; (ii) with 10 |fghe secreted component or with liquid
Sab medium as negative control; (jii) with 1 /4@l heat-killed arthroconidia or with PBS
as negative control. A positive control consistimg stimulation of PMNs with 1 pg
lipopolysaccharide (LPS)/well (purified froBscherichia coti0111:B4, Sigma-Aldrich) was
also performed. All experiments were performed fiplicate using PMNs from three

unrelated cats.

Quantification of cytokine secretion by feline PMNs

After M. canisexposure, PMN culture supernatants were collecgetkehtrifugation for 5 min

at 500q, filtered (0.2 um) and stored at -80°C after beshgck-frozen in liquid nitrogen. The
amount of TN, IL-1pB, IL-8 and IFN secreted in culture supernatants was measured by
capture ELISA using a DuoSekit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) accorditmthe
manufacturer’s protocol. The concentration of eaytlokine was determined using a standard
curve generated by 2-fold serial dilutions of teeambinant cytokine. Absorbance values
were measured at 450 nm using a Multiskan RC sgauottometer (ThermolLabsystems,
Altrincham, Cheshire, UK).

Quantification of cytokine mRNA level in feline PMNs

58



Etude 1-1

PMNs total RNA was isolated using a High Pure RNNéldtion kit (Roche Applied Sciences,
Lewes, East Sussex, UK) following the manufactgrenstructions. Template cDNA was
synthesized from RNA by reverse transcription, gsBcript’ cDNA Synthesis kit (Bio-rad,
Hercules, CA, USA). Reverse transcriptase was erhitt control reactions. Oligonucleotides
were selected using the Primer-BLAST program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/indegi?LINK _LOC=BlastHomeAll The

sequences of oligonucleotide primers for feline XBSIA (internal control), TNE, IL-1a,
IL-8 and IL-18 were synthesized by Eurogentec (kieBelgium) (Table 1). The qPCR
reactions were assembled using thé EYBR® Green Supermix (Bio-rad) and subjected to
the following protocol in a MiniOpticon System (Biad): 10 min at 95°C and 40 cycles of
45 s at 95°C, 45 s at 60°C and 45 s at 72°C. THengeurve was performed from 45°C to
95°C in 1°C/15 s increments. The number of copiesach mRNA was evaluated using a
standard curve generated by serial dilutions of ABandard samples (from 10 to 1 ¥J10
using the Thermal cycler software (Bio-rad). Ea@mscript level was normalized to that of

18S rRNA from the corresponding sample.

Statistical analysis

The amount of secreted cytokines and the levelytdkine mRNA in PMNs exposed to
M. caniscomponentsvere compared with those determined in correspgnalagative control
PMNSs.

Significant differences between two data sets wassessed using a general linear model
(GLM procedure of SAS; SAS Institute Inc., Cary, NCS.A.) with significance defined as
P < 0.05.

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers

Target gene Forward sense (5'3') Reverse sense {53')
18S rRNA CGGCTACCACATCCAAGGA GCTGGAATTACCGCGGCT
TNFa CTTCTCGAACTCCGAGTGACAAG CCACTGGAGTTGCCCTTCA
IL-1a CAAATCAGTTGCCCATCCAAA TGTGCCTGGACCCCAAGCAA
IL-8 ACACCAGACCCACACACTGCA TCTGAAAGTCAGTGACAGAGGGTA
IL-18 GGAGATCAACCTGTGTTTGAGGAT GATGGTTACTGCCAGACCTCTAGTG
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Results
PMNs produce TNFa, IL-1p and IL-8 following exposure to Microsporum canisliving
arthroconidia

The amount of TNé&, IL-1B, IL-8 and IFN secreted by PMNSs co-cultured with living
arthroconidiawas evaluated by capture ELISA. Stimulated PMNsdpeced significantly
more TNFu (2.5-fold), IL-13 (8-fold) and IL-8 (25-fold) in culture supernatatfian non-
stimulated PMNs, whereas IFNsecretion was not affected by stimulation (Fig. The
cytokine response evaluated by ELISA was actualtjuced by arthroconidia and not by a
possible contamination with an endotoxin (LPS).eled, the cytokine production of PMNs
stimulated with the control PBS solution did noffeti from that of non-stimulated PMNs
(data not shown).

Cytokine mRNA levels in PMNs exposed M. canis living arthroconidia were
evaluated by gRT-PCR and compared with those instiomulated PMNs (Fig. 2). In
response to arthroconidia stimulation, the levelLe8 mMRNA expressed by PMNs increased
significantly (35-fold). A slight increase of TMNFmMRNA level was also observed,
nevertheless, this result was not significant. iyhgéland non-significant decrease of IL-18
MRNA level was even observed in stimulated PMN® [Bivel of IL-To mRNA expression in

stimulated and non-stimulated PMNs was similar.

A secreted and a structural component fromMicrosporum canisare potent stimulators
of PMNs

To investigate whichM. canis components were responsible for pro-inflammatory
cytokine production by PMNs stimulated with livirgthroconidia, cells were exposed to
either secreted, represented by the secreted campdor liquid Sab medium as specific
negative control) or structural, represented byt-kRéled arthroconidia (or PBS as specific
negative control) fungal components. A positive toainconsisting of stimulation of PMNs
with LPS was also performed.

Figure 3 shows the concentrations of TNHR.-1p and IL-8 in culture supernatants of
PMNs exposed to the secreted component and héad-larthroconidia. As feline PMNs
stimulated withM. canisliving arthroconidia did not produce IFNFig. 1), the presence of
this cytokine was not further tested. As expectd&t; induced a significant increase of TiNF
(4.5-fold), IL-18 (4.8-fold) and IL-8 (10-fold) production in PMNsulture supernatant. A
significant increase of TNF (5-fold), IL-13 (11-fold) and IL-8 (2-fold) production was

observed upon stimulation with heat-killed arthnmoidea. These structural components

60



Etude 1-1

induced a similar (TN&) and even a higher (ILB) cytokine production than LPS. Feline

PMNs stimulated with the secreted component pradisggnificantly more TNE (3.3-fold),
IL-1B (3-fold) and IL-8 (2-fold) than PMNSs stimulatedtiviiquid Sab medium.
Cytokine mRNA levels in PMNs exposed to the sedr&temponent and heat-killed

arthroconidia are shown in Figure 4. A significamtrease of TNE& (4-fold) and IL-8 (14-
fold) MRNA levels was observed in PMNs stimulatethvitPS. Unexpectedly, LPS did not

induce a significant increase of lleland IL-18 mMRNA expression in PMNs. Cytokine

MRNA levels were similar in PMNs stimulated withalilled arthroconidia and PBS. A

non-significant increase of ILel IL-8 and IL-18 mMRNA expression in PMNs stimulat&ih

the secreted component was observed.

3 Control

& Microsporum canis

ke

Cytokines concentration pg/ml

Fig. 1. Microsporum canis living arthroconidie
induce promnflammatory cytokines secretion |
feline polymorphonuclear neutrophils (PMNS).
Feline PMNs were cultured in the absence (con
or the presence d¥l. canisarthroconidia for 24 fat
37°C in a humidified atmosphere containing 5%,CO
The amount of TNé&, IL-1B, IL-8 and IFN secrete(
in culture supernatant was evaluated by caf
ELISA. In response toM. canis arthroconidic
stimulation, PMNs produce significantly more P <
0.001) TNFe, IL-1p and IL-8 in culture supeatant
while IFNy secretion is not affected by stimulati
Data are representative of 3 indeghent experiment
(mean = SEM).
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Fig. 3. Feline polymorphonuclear neutrophils (PMI
secrete pronflammatory cytokines in response tc
secreted component (SC) and hiefied arthroconidie
(HKA) from Microsporum canisPMNs were stimulate
for 24 h with either lipopolysaccharidgPS, positive
control) orM. canisHKA (or PBS as specific negati'
control) or M. canis SC (or liquid Sab medium ;
specific negative control) anché amount of TNE&,
IL-13 and IL8 secreted in culture supernatant °
evaluated by capture ELISAA significant increase i
TNFo, IL-1B and IL-8 secretion by PMNs was obsen
in culture supernatant of PMNs stimulated with LBS,
and HKA, indicating that both secreted and struadi
components fronM. canisare able to stimulate PMNSs.

Data are representative of 3 independent experanent

Hkk

(mean + SEM).P < 0.05,"P< 0.01,” P < 0.001.
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Fig. 2. Microsporum canidiving arthroconidia induc
an increase of 118 mRNA expression in felin
polymorphonuclear neutrophils (PMNs). Feline PN
were cultured in the absence (control) or the presef
M. canisarthroconidia for 24 h at 37°C & humidified
atmosphere containing 5% GOThe levels of TNE,
IL-1a, IL-8 and IL-18 mRNA were quantified by gRT-
PCR andthe number of mRNA copies was evalug
using a standard curve. In response Kb canis
arthroconidia stimulation, only 18- mRNA expressio
increases significantly in PMNSR < 0.05). Data are
representative of 3 independent experiments (me
SEM).
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Fig. 4. The cytokine mRNA expression in feli
polymorphonuclear neutrophils (PMNs) does not val
response to a secreted component (SC) andkiifeat-
arthroconidia (HKA) fromMicrosporum canis PMNs
were stimulated for 24 h with either lipopolysaattie
(LPS, positive control) oM. canis HKA (or PBS as
specific negative control) dvl. canisSC (or liquid Sal
medium as specific negative controljhe levels o
TNFa, IL-10, IL-8 and IL-L8 mRNA were quantified b
gRT-PCR andthe number of mRNA copies w
evaluded using a standard curve. No signific
modification in the cytokine mRNA expression

PMNs was observed except an increase of o ldRd
IL-8 mRNA level upon LPS stimulation ® < 0.05.
Data are representative of 3 independent expers
(mean £ SEM’

Results obtained by ELISA show that, in responsdlt@anis living arthroconidia

stimulation, feline PMNs secrete TMFIL-18 and IL-8, which are three pro-inflammatory

cytokines. It has been suggested that PMNs plagla in protection by producing pro-

inflammatory cytokines in other fungal infectioms.anin vitro model of oral candidosis, the
addition of human PMNSs to epithelium induces thedpiction of IL-X, IL-1p, TNFa and

IL-8 (Schaller et al., 2004). In responseParacoccidioides brasiliensig, fungus responsible

for systemic mycoses, PMNs produce IL-8 (Acorciéfa et al., 2010). This cytokine is a

potent chemotactic factor for PMNs, promoting degtation in these cells and enhancing

their antifungal activity (Djeu et al., 1990). Imroexperimental conditions no IFNecretion

from feline PMNs stimulated withl. canisarthroconidia was observed. This is not surprising

because the main IFNoroducing cells are T lymphocytes (Rengarajan.e2@00). The pro-

inflammatory cytokines produced by feline PMNs esgubto the infective spores M canis

namely arthroconidia, indicate that these cells meyuit and activate other immune cells
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like dendritic cells, macrophages and PMNs theneselWurther studies are needed to
understand more precisely how PMNs can interadt atiher immune cells and to verify their
role in the set-up of the specific immune respagnstM. canis

Results obtained by gRT-PCR show that in respom$é. tanisliving arthroconidia
stimulation, the mMRNA levels of cytokines do notwa PMNSs, except for an upregulation
of IL-8. The considerable release of TiN8etected by ELISA is not correlated to the level o
MRNA expression. This result is surprising but sambbservations have been reported in
other studies (Sawant and McMurray, 2007; Saegush,e2009). This is not related to the
inability of PMNs to modulate their gene expressiorresponse to environmental changes.
Indeed, in our study, the TMFMRNA expression increases significantly in PMNmatated
with LPS (Fig. 4). Additionally, other studies haweported the regulation of gene expression
in PMNs stimulated with pathogens (Fradin et @002 Ma et al., 2011). The discrepancy
between ELISA and gRT-PCR results concerning dEtection could be related to either
the short half-life of PMNs in culture or most patity, the few RNA they contain due to their
high content of dense chromatin (Dockrell et a0D?). More specifically, the amount of
isolated mRNA could be insufficient to detect a lbwt potentially significant increase in
TNFa transcript despite the high sensitivity of the coencial kits. According to our results,
ELISA rather than gRT-PCR seems to be more apm@tpfor quantification of PMN feline
cytokines.

We have demonstrated that feline PMNs produce ftamnmatory cytokines upon
exposure toM. canisliving arthroconidia. To further investigate whiéingal components
could be responsible for this activation, a secreted a structural component consisting of
heat-killed arthroconidia were produced and usedsfonulation experiments. They were
shown to induce the release of T&HL-1p and IL-8, suggesting that both secreted and
structural M. canis components are involved in the activation of feliRMNs. Regarding
structural components, Saegusa et al. (2009) regbarimilar results with heat-killedandida
albicans and Saccharomyces cerevisidkat induce TNE, IL-18 and IL-8 production by
human PMNs. Additionally, zymosan, a glucan prepdrem a yeast cell wall and LPS, a
component of the outer membrane of Gram-negatigteba, are commonly used to stimulate
the production of cytokines by PMNs (Bellocchioakt 2004). The role of specific secreted
components in the activation of PMNs has also bdemonstrated for other pathogenic
microbes, namelyC. albicans(Losse et al., 2011) antrichomonas vaginaligNam et al.,
2012). Interestingly, in addition to containingostg activators of feline PMNs, the secreted

component induces DTH in immune guinea pigs hadpgntaneously recovered from an
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experimental infection wititM. canis(Mignon, personal communication). This indicateatt
the secreted component should contain Thl antigémssequently, the characterization and
the selection of appropriate protective antigensnfthe secreted component appear to be of
major importance in the development of an effecti@ecine againg¥l. canis.

In our experiments, feline PMNs aMl caniscomponents are in close contact. PMNs
are able to capture PAMPs (pathogen associatedcolatepatterns) of the fungus via their
PRRs (pattern recognition receptors). Among PRRwessed by PMNs, TLRs (toll like
receptors) are well characterized in humans ane toid¢ not in cats. In human PMNSs, the
TLR-2 and TLR-4 are involved in the recognitionfohgal PAMPs and therefore contribute
to the establishment of a protective immune resp@Bsllocchio et al., 2004; Acorci-Valério
et al., 2010). These TLRs could also be involvethe recognition oM. canisPAMPs and
consequently induce TN IL-1p and IL-8 secretion by feline PMNs. The charactdron of
these receptors would be very helpful in furtheroyg understanding of the mechanisms
involved in the first steps of the establishmeninaiunity againsM. canis.
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Etude 1-Partie 2

Taux d’ARNm des PRR exprimés dans les PMN félins

stimulés par différents PAMP deM. canis
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Résumé

Les mécanismes impliqués dans la mise en placed&ponse immune protectrice au cours
d'une dermatophytose Bl. canis demeurent peu connus. Nous avons démontré que les
polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) jouent Gle rdans I'immunité antM. canisen
produisant des cytokines pro-inflammatoires telée$NF-a, I'lL-1p et I'IL-8 lorsqu’ils sont
stimulés par différents constituants fongiques cétmaux et sécrétés. Cette production
cytokinique est la conséquence de la reconnaissdhwwe PAMP fpathogen associated
molecular patterhdeM. canispar un PRRattern recognition receptddu PMN. Parmi les
PRR quils expriment, le TLRt@ll like receptoj-2, TLR-4 et la dectine-1 des PMN sont
impliqués dans la reconnaissance de nombreux PAMEidues. Le but de cette étude était
d’évaluer I'expression des taux dARNm du TLR-2, @UR-4 et de la dectine-1 dans les
PMN félins stimulés par différents constituantsisturaux et sécrétés dé. canis a savoir,
des arthrospores vivantes et tuées, les protéasestées de type subtilisine Sub3 et Sub6, et
un composant sécrété nommeé surnageant non indui}. (Ses résultats ont montré que les
taux dARNm des TLR-2 et TLR-4 étaient augmentésisdées PMN stimulés par les
arthrospores vivantes et tuées ainsi que par Sul&ule6, indiquant que ces constituants
fongiques pourraient étre impliqués dans la recissaace de ces récepteurs. Le SNI n’a pas
induit d’'augmentation du taux d’expression de césepteurs, ce qui suggere que la
production de cytokines pro-inflammatoires qu’itlisit dans les PMN félins fait intervenir
d’autres PRR.
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Introduction

Microsporum canisest un dermatophyte kératinophile et kératinolygigasponsable
d'une infection superficielle cutanée appelée déoptaytose ou plus communément
« teigne » (Chermettet al, 2008). Son hote naturel est le chat, mais il égslement
susceptible d’infecter d’autres especes animalesw le chien et il est responsable d’'une
zoonose dont lincidence est en constante augnmemtadans les pays industrialisés
(Seebacheet al, 2008). Les chats développant une réponse immfifitmae protectrice
contre cette infection, le développement d’'un vaamnstitue une solution trés intéressante
pour combattre les dermatophytoses. Cependanéxiste plus, a I’heure actuelle, de vaccins
contre la dermatophytose commercialisés en BelgiDeeplus, leur efficacité n’a jamais été
formellemen prouvée (Lund et Deboer, 2008). De neuanb auteurs ont conclu que ces
échecs étaient le reflet d’'un manque de connaissade la réponse immune akti-canis
(DeBoer et Moriello, 1995 ; Descamps al, 2003b ; Vermougt al, 2004 ; Mignonet al,
2008). La réponse immune protectrice générée auscduwne dermatophytose est une
réponse a médiation cellulaire et impliqueraitigsphocytes de type Thl (Calderon et Hay,
1984 ; Almeida, 2008 ; Mignomet al, 2008). Cependant, les mécanismes impliqués dans
I'établissement d’'une réponse immune protectricet doin d’étre élucidés. Nous avons
démontré dans la premiere partie de cette étuddegupolymorphonucléaires neutrophiles
(PMN) félins, sont capables de produire des cykipro-inflammatoires telles le TNE-
l'IL-1 B et I'IlL-8 lorsqu’ils sont stimulés par des arthposes vivantes dbl. canisainsi que
par des constituants fongiques tant sécrétés quetigaux (Cambieet al, 2013). Cette
production de cytokines pro-inflammatoires est itelguite a la reconnaissance d'un PAMP
(pathogen associated molecular patfefongique par un PRRoéttern recognition receptdr
cellulaire. La nature des PAMP et des PRR implicggigprimordiale pour I'orientation de la
réponse immune et déterminante pour la résolutlinfection. Ainsi, les récepteurs de type
toll (toll like receptor TLR) TLR-2 et TLR-4 sont deux PRR impliqués dales
reconnaissance de PAMP fongiques (van de Veerdbak 2008 ; Bonfimet al, 2009 ; Liet
al., 2009). Le TLR-4 reconnait également le lipopatgseride (LPS), un composant de la
paroi cellulaire des bactéries Gram négatif (Kumagal, 2008). D’autres PRR tels que le
DC-SIGN @endritic cell-specifiantercellular adhesion molecule-3 grabing non-iniag et
les dectines-1 et 2 qui sont tous les trois detinlex de type C interviennent également dans
la reconnaissance des PAMP fongiques (Setoal, 2006). Ces récepteurs, et plus
particulierement le TLR-2, le TLR-4 et la dectingpburraient également étre impliqués dans
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la reconnaissance des PAMP Mecanis En effet, chez 'hnomme, I'expression de ces trois
récepteurs est modifiée dans les PMN stimulés Paracoccidioides brasiliensisun
champignon responsable de mycose endémique en dusdsdtine (Bonfinet al, 2009).

Le but de cette étude est d’évaluer I'expressem TLR-2, TLR-4 et dectine-1 par les

PMN félins stimulés par différents constituantsistinraux et sécrétés e canis

Matériels et méthodes
Isolement des polymorphonucléaires neutrophiles fiéls

Les PMN ont été isolés par centrifugation sur gratide densité a partir de sang de
chat prélevé dans le cadre de dons de sang. Cihlitnes de sang hépariné ont été mélangés
stérilement & un volume égal d’une solution & lskesdextran (Polymorphpr&pAxis-Shield,
Oslo, Norvege) et centrifugés a 5@0pendant 30 minutes sans frein. Apres centrifugatio
deux anneaux cellulaires étaient visibles, le dauri en partant du haut contenant les PMN.
Ceux-ci ont été récoltés dans du milieu de culttR€MI 1640 + GlutaMAX (Gibco, Life
Technologies Paisley, Ecosse) et centrifugés a 4@0pendant 5 minutes. Le culot a été
resuspendu dans 1 ml de milieu de culture et llsles vivantes ont été dénombrées a l'aide
d’'un hématimétre de Neubauer apres coloration ew éé trypan. Les cellules présentes dans
I'anneau, a raison de 1 x“6ellules par 100 pl ont été déposées par cytdhegation sur
lames de verre pour microscopie. Les lames ontdigrées a I'aide d’'un kit Hémacofor
(Merck Chemicals, France) pour juger de la puretfulaire. Les PMN ont ensuite été
cultivées dans du milieu de culture supplémenté aM@€o de sérum de veau feetal (SVF)

inactivé par la chaleur, en atmosphére humide cante5 % de C@et & 37°C.

Production des arthrospores deM. canis

Les arthrospores dd. canisont été produites a partir de la souche IHEM 21236n
une technique décrite préecédemment au laboratagerehampignon a été cultivé pendant 15
jours sur milieu de Sabouraud solide a 27°C puislté avec une lame de scalpel stérile et
mis en culture sur un milieu YENdast extract nitroggnLe mycélium, dans des conditions
particulieres de culture associant de faibles ssude nutriments et une forte concentration
en CQ, peut former des spores de résistance, élénientisro proches des arthroconidies

produitesin vivo. Aprés incubation pendant 21 jours a 30°C dansatimesphéere humide et
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sous 12 % de COle champignon a été récolté au moyen d’'une lasmasadlpel stérile et
resuspendu dans de I'eau distillée stérile. La esusipn cellulaire a été agitée pendant une
nuit a 4°C pour permettre la séparation des spgsdyphes. Les arthrospores ont ensuite été
séparées des filaments mycéliens par filtration tissu Miraclot!f (Merck Chemicals,
Nottingham United Kingdom). Le filtrat contenant les arthposes a été centrifugé a 450

et le culot a été lavé 3 fois dans de I'eau désiktérile. La densité cellulaire de la suspension
a été déterminée par dénombrement des unités forow@anies (UFC) sur milieu de
Sabouraud aprés une incubation de 48 heures a R@°€lispension a eégalement été cultivee
a 37°C pendant 24 heures sur des milieux favorisaotoissance de micro-organismes afin

de vérifier 'absence de contamination.

Production des composés structuraux et sécrétes fgiques

Les composés structuraux ont été obtenus en imattigs arthrospores par la chaleur
a 95°C pendant 10 minutes. Les arthrospores tudtesnsuite été refroidies a température
ambiante et une partie a été ensemencée sur midieBabouraud pour vérifier gu’aucune
colonie fongique ne se développait aprés 21 joarsutture a 27°C.

Les composés sécrétés utilisés dans cette étutntétde surnageant non induit
(SNI), la protéase recombinante de type subtili§Bgh)3 et la protéase recombinante Sub6.
Le SNI a été produit a partir des arthrosporeddeanisselon une technique développée au
laboratoire (Tabart, 2008). Brievement, les arthooss (1 x 18) ont été cultivées dans du
milieu de Sabouraud liquide pendant 72 heures agitation puis le surnageant de culture a
été récuperé, filtré et concentré 10 fois sur umenbrane de 10 kDa, puis dialysé a deux
reprises contre du PBS pendant 2 heures a 4°Crdtégse Sub3 a été produite sous forme
recombinante dans la levuRechia pastoriset purifiée selon une méthode mise au point au
laboratoire (Descampst al, 2003a). La protéase Sub6 a également été proshuite forme
recombinante dans la levurd®. pastoris puis purifiée, en présence de PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride), comme précédemmeétrit (Mathy, 2012). Le SNI ainsi
gue les deux protéases ont été conserves a -28§0 duutilisation et leur concentration a été

déterminée par la méthode de Bradford (Bradford6).9
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Exposition des PMN félins aux divers constituantsongiques

Les PMN félins (1 x 18puits) ont été stimulés pendant 2 heures ou 4elsetr37°C
dans une atmosphére humide contenant 5% de &@@c les arthrospores vivantes
(1 x 10/puits) deM. canis(ou du PBS comme contrdle négatif spécifique) sudiéérents
constituants fongiques & savoir : les arthrosparéss par la chaleur (1 x°Ifuits) (ou du
PBS comme contrdle négatif spécifique), 10 ug dé @N du Sabouraud liquide comme
témoin négatif spécifique), 10 pg de rSub3 (ou B% Bomme témoin négatif spécifique) et
10 pg de rSub6 (ou du tampon Tris/HClI comme ténmgigatif spécifique). Les PMN ont
egalement été stimulés avec 10 pg de lipopolysaidehéPS) et 10 ug de zymosan comme
contréles positifs. Toutes les expériences ontrétdisées trois fois a partir de cellules

provenant de trois chats différents.

Quantification du taux d’expression d’ARNmM du TLR-2, TLR-4 et dectine-1 dans les
PMN félins

Aprées stimulation pendant 2 heures ou 4 heure$? M ont été récoltés, centrifugés
et les culots cellulaires ont été resuspendus @adspuL de TRIzdIReagent(Invitrogen,
Carlsbad Etats-Unis), plongés une minute dans l'azoteidigupuis conservés a -80°C
jusqu’a utilisation. Toutes les étapes de puriftcatd’ARN total ont été réalisées a 4°C.
Brievement, les culots cellulaires resuspendus tai®lzol ont été décongelés sur glace et
du chloroforme (200 pL/mL de TRIzol) a été ajouté @chantillons pour séparer 'ARN des
autres constituants cellulaires. Les échantillomsemsuite été centrifugés a 12@Ppendant
15 minutes. La phase aqueuse contenant 'ARN aréatépérée et de l'isopropanol (500
pL/mL de TRIzol) a été utilisé pour permettre légpitation de 'ARN. Apres centrifugation
a 12000g pendant 10 minutes, le culot d’ARN a été lavé aled'éthanol 75 % (1 mL/1mL
de TRIzol) et resuspendu dans 30 uL d'&dwAse freeLes échantillons d’ARN ont été
traités avec de la DNAse (Invitrogen) et directetrteansformés en ADN complémentaire
(ADNCc) a l'aide du kitiScript cDNA Synthesis(Biorad, Hercules, California Etats-Unis).

Un témoin sanseverse transcriptaset un témoin sans échantillon ont également @lésés.

Les ADNc du TLR-2, du TLR-4, de la dectine-1 et deux référents, 'ARN
ribosomal 18S et la GAPDH ont été amplifiés par RftRntitative a 'aide du kiQ SYBR

Green Supermfk (Biorad). Les conditions de PCR utilisées étaides suivantes :
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dénaturation a 95°C pendant 10 minutes suivie deydles a 95°C pendant 45 secondes,
60°C pendant 45 secondes et 72°C pendant 45 sexdradeourbe de fusion a été réalisée de
45°C jusqu’a 95°C en augmentant de 0,5°C toutedOesecondes. Les amorces utilisées ont
etée (GAPDH, TLR-2, TLR-4) publiées antérieuremdghécioet al, 2005), ou (ARNr 18S,
dectine-1) sélectionnées en utilisant le prograrPnm@erBlast.Les amorces suivantes ont éteé
synthétisées par Eurogent&e(viers Belgique) :

F-5’CGGCTACCACATCCAAGGA3, R-5’GCTGGAATTACCGCGGCT3'(ARNr 18S);
F-5TCAGCTCTCAAGGCGTCAC3', R-5'GCATAGGATTCCCAAGGTCA' (dectine-1) ;
F-5’GCCGTGGAATTTGCCGT3', R-5’GCCATCAATGACCCCTTCAT3(GAPDH) ; F-
5’AGACTCTACCAGATGCCTCCTTCT3, R-5’GCGTGAAAGACAGGAATCACAGG3’
(TLR-2) ; F-5’GCTGGCAATTCTTTCCAGGACAAC3, R-5TCTGBGGGAGTGAAGA-
GGTTCAT3' (TLR-4). Les produits de PCR ont été régisur un gel d’agarose 3 % afin de
vérifier la taille des produits PCR obtenus papmpaux produits PCR attendus (Figure 1).

Analyses statistiques

Les taux d’ARNmM des récepteurs TLR-2, TLR-4 et okeefl exprimés par les PMN
félins exposés aux différents constituants fongiquet été comparés a ceux déterminés dans
les PMN exposés aux contrbles négatifs correspasdbas différences significatives entre
deux groupes ont été évaluées en utilisant un raoligbaire généraliségéneral linear
mode] GLM procedure of SAS; SAS Institute In€ary, North Caroling Etats-Unis) avec

un seuil de signification statistiqire< 0,05.
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ARNr 18S Dectine-1 RT-

Cis F =
e

Figure 1. Les polymorphonucléaires neutrophiles (PM) félins expriment les récepteurs
TLR (toll like recepto)-2, TLR-4 et dectine-1.

Les PMN félins ont été stimulés par divers conatits deMicrosporum canist I'’ARN total

a été isolé des cellules puis transformé en ADN&e BT-PCR quantitative a été réalisée et
les produits obtenus ont été séparés par migratiomn gel d’'agarose 3 %. Ce gel démontre
que les PMN félins expriment du TLR-2 et du TLRa3 &insi que de la dectine-1 (b).

PM : poids moléculaire ; RT- : échantillon ’ARNmeoumis a laeverse transcriptase

Résultats

Les taux d’ARNm des récepteurs TLR-2, TLR-4 ettibecl ont été évalués par RT-
PCR quantitative dans les PMN félins stimulés gar différents constituants dé. canis
pendant 2 heures ou 4 heures. Les résultats obteriété analysés par la méthode de Livak
aussi connue sous le nomAl&Cq. Pour chaque échantillon mesuré, les valeuenabs ont
été corrigées par la moyenne géométrique des diférences internes, 'ARNr 18S et la
GAPDH. Ensuite les taux dARNmM mesurés dans les Pafibulés ont été exprimés par
rapport a ceux mesurés dans les PMN exposés aurdlesnnégatifs correspondants. Les
résultats ont donc été exprimés sous forme d’unéi@sives, le taux basal étant arbitrairement
fixé a 1.

Les taux dARNm du TLR-2, TLR-4 et dectine-1 saaprésentés dans la figure 2.
Aprés 2 heures de stimulation, le taux d’ARNm duRTZ était augmenté de maniéere

significative dans les PMN stimulés par les arthovses vivantes, les arthrospores tuées et
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rSub6. Apres 4 heures de stimulation, en réportss anémes constituants, le taux dARNm
du TLR-2 était encore augmenté de maniére sigtificadans les PMN mais de maniére
moins importante. En revanche, rSub3 a induit wgreentation significative et forte du taux
d’ARNmM du TLR-2 dans les PMN aprés 4 heures dewétion. Aprés 2 heures ou 4 heures
de stimulation, le SNI n’a pas induit de modificatisignificative du taux d’ARNm du TLR-2
dans les PMN. Des résultats similaires ont étérgbsegour I'expression du taux d’ARNm du
TLR-4 dans les PMN félins, excepté pour les arghwoss vivantes qui ont induit une
augmentation significative uniquement apres 4 tedeestimulation. Le taux d’ARNm de la
dectine-1 dans les PMN n’a pas été modifié de marsignificative apres stimulation par les
différents constituants fongiques. De maniere smgnte, le LPS et le zymosan, utilisés
comme contréles positifs respectivement du TLR-4 det TLR-2, n'ont pas induit
d’'importantes modifications significatives dans RI&N. Le LPS a induit une augmentation
significative du taux d’ARNmM du TLR-2 apres 2 heude stimulation et du taux du TLR-4
apres 4 heures de stimulation. Une diminution dx @ ARNm de la dectine-1 a méme été
observée dans les PMN stimulés par le LPS 2 heym&s stimulation. Apres stimulation par

le zymosan, aucune modification significative nt@ @ébservée dans les PMN.
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Figure 2. Taux dARNm des TLR-2, TLR-4 et dectine-lexprimés dans les PMN félins.
Les polymorphonucléaires (PMN) félins ont été stésypendant 2 heures ou 4 heures avec
des arthrospores vivantes (AV), des arthrospo@sstpar la chaleur (AT), du surnageant non
induit (SNI), la protéase recombinante Sub6 et Bd#Microsporum canisLes cellules ont
également été stimulées par du lipopolysacchatifkS) et du zymosan comme contrdles
positifs. Les taux d’ARNmM des récepteurs TLR-2, T4 Rt dectine-1 exprimés dans les PMN
ont été évalués par RT-PCR guantitative et sontimé@s en unités relatives par rapport au
taux basal fixé a 1. Ces données sont represezgatie 3 expériences indépendantes
(moyenne + SEM).P < 0.05,"P<0.01,” P < 0.001
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Discussion

Le but de cette étude était de déterminer quelsptéars étaient impliqués dans
I'activation des PMN félins lors d’'une infectionM. canis Nous nous sommes intéressés
spécifiqguement aux TLR-2, TLR-4 et dectine-1 cas cécepteurs sont impliqués dans la
reconnaissance de nombreux PAMP fongiques (Battogl, 2005 ; Weindlet al, 2007 ;
Bonfim et al, 2009 ; Skrzypelet al, 2009 ; Acorci-Valéricet al, 2010 ; Saijo et lwakura,
2011).

Bien qu’il ait été démontré que d’autres celldkdmes expriment des TLR (Ignacet

al., 2005 ; Franchiniet al, 2010), aucune étude précédente n’avait encoreemiévidence
'expression des récepteurs TLR-2, TLR-4 et deelindans des PMN félins. Nous avons
egalement démontré que les taux d’ARNm du TLR-ZleR-4 augmentent dans les PMN
stimulés par les arthrospores vivantes, tuées, SibrSub3 deM. canis Ces résultats
coincident avec ceux obtenus par Bellochio et boHateurs (2004) qui ont démontré que,
chez 'lhomme, le taux d’expression en TLR-2 et T4 Rugmente dans les PMN lorsqu’ils
sont stimulés par des conidiesAspergillus fumigatus Une autre étude a également
démontreé, en utilisant un modele d’épiderme humatonstruit, que la réponse immune
générée au cours d’'une infectio€andida albicansmplique le TLR-4 et que ce mécanisme
est dépendant des PMN (Weirgtl al, 2007). Une équipe de chercheurs travaillant ssir |
infections provoquées p&. brasiliensischez 'lhomme a démontré que le taux d’expression
du TLR-2 exprimé par les PMN augmente lorsque a@wsent stimulés par le champignon
sous forme de levure (Acorci-Valérigt al, 2010). Une autre étude a également démontré
limplication du TLR-2 mais également de la dectihedans la reconnaissance de
P. brasiliensis(Bonfim et al, 2009). Nos résultats démontrent donc que le tBexpression

du TLR-2 et du TLR-4 augmente dans les PMN stimpksdes constituants structuraux et
sécrétés deM. canis Cependant, nous ne pouvons pas affirmer que éspteurs sont
impliqués dans la reconnaissance de ces conssti@giques. D’autres expériences évaluant
la production de cytokines pro-inflammatoires pes PMN apres blocage des PRR sont
nécessaires pour vérifier formellement I'implicatide ces récepteurs. De plus, I'implication
potentielle d’autres PRR dans la reconnaissance RI&8IP de M. canis devrait étre
investiguée. En effet, bien qu'’il induise la protloc de cytokines pro-inflammatoires par les
PMN félins (Cambieet al, 2013), le SNI dé. canisne modifie pas le taux d’expression des

TLR-2 et TLR-4 dans les PMN félins. D’autres réeegps, comme le TLR-9, la dectine-2 ou
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encore le DC-SIGN, impliqgués dans la reconnaissdecBAMP d’autres agents pathogenes

fongiques (Brown, 2011), pourraient intervenir aurs d’'une dermatophytoseVa canis

Les protéases recombinantes Sub3 et SubBl.d=nisinduisent une augmentation
importante de I'expression du TLR-2 et du TLR-4 slées PMN félins. Elles pourraient donc
jouer un réle important dans I'établissement daiunité antiM. canis Néanmoins, comme
le montrent les résultats obtenus dans la prenparée de cette étude, les PMN félins
stimulés par rSub6 ne produisent pas de cytokinesnflammatoires, ce qui suggére que ces
protéases pourraient étre impliquées dans des mséuas d'immuno-évasion. C'est le cas
pour d’autres champignons qui sont capables dagieravec les PRR des leucocytes pour
diminuer les activités antimicrobiennes de cesutedl ou échapper au systeme immunitaire
(Neteaet al, 2007).

En conclusion, cette étude a permis tout d’aberanettre en évidence que les PMN
félins expriment les récepteurs TLR-2, TLR-4 ettohec1 et que, parmi eux, les TLR-2 et 4
semblent impliqués dans la reconnaissance de PAMIP. danis
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Préambule

Le traitement des dermatophytoses félines estcphérement long, colteux et est
difficile a mettre en place. En effet, celui-ci ihope ['utilisation de médicaments
antifongiques locaux et systémiques, et doit étentanu pendant au moins 5 semaines
(Moriello, 2004). La teigne, malgré son taux quasl de morbidité, représente donc un
probléeme majeur dans les chatteries dans lesquiélé®duction d’'un seul chat infecté
asymptomatique suffit pour contaminer tous lesesuinimaux, générant, selon les individus,
des chats infectés symptomatiques et d’autres asynapiques. C’est pourquoi, il serait utile
de développer un vaccin efficace contre la derntgtimse chez le chat.

Deux essais vaccinaux ont déja été réalisés ehemldaye dans notre laboratoire en
utilisant les protéases recombinantes Sub3 et Migdd. canisainsi que I'exoantigene qui
correspond au surnageant de culture du champigabivécen milieu enrichi en kératine
(Descampst al, 2003b ; Vermougt al, 2004). Aucun effet protecteur n’a pu étre dénméntr
Ces échecs peuvent étre liés au manque de casatitéri d’antigenes immunogenes, a un
protocole d’infection expérimentale inadapté ouoza@ un choix d’adjuvant inapproprié.

Parmi les constituants fongiques Nk canis le SNI représente un bon candidat
vaccinal. En effet, il induit la production de ckines pro-inflammatoires par les PMN félins
(Cambieret al, 2013) et produit des DTH chez le cobaye guémeé’infection expérimentale
(Tabart, 2008). Pour évaluer ses propriétés pmitestdans un essai vaccinal, il a été couplé
a I'adjuvant MPLA qui est une forme détoxifiee dB%. Le MPLA reconnait spécifiquement
le récepteur TLR-4 et favorise la mise en placend’teponse immune cellulaire de type Thl
(Vermoutet al, 2003) qui est considérée comme protectrice atsaune dermatophytose.

Cette deuxiéme étude est présentée sous formeadfiate original qui sera soumis

prochainement.
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Assessment of immunogenicity and protective efficgaf a Microsporum

canissecreted component coupled to monophosphoryl lipid adjuvant

In a vaccine trial using guinea pig
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Abstract

The aim of this work was to assess the immunoggnasid protective efficacy of a
secreted component froMicrosporum caniscoupled to monophosphoryl lipid-A (MPLA)
adjuvant, in a vaccine trial using the guinea pgaa experimental model. Animals were
vaccinated subcutaneously with either the secretetponent coupled to MPLA, the MPLA
adjuvant alone or phosphate-buffered saline (PB&ettimes at two-week intervals, until 42
days prior toM. canisinfection challenge. A blind evaluation of dermatgtosis symptoms
development and fungal persistence in skin was tod weekly. The antibody response
towards the secreted component was assessed byeitimked immunosorbent assay every
14 days throughout the entire experimental studyjeathe levels of interferon (IFM)and
interleukin (IL)-4 expressed in peripheral blood moouclear cells were evaluated by
guantitative RT-PCR at the end of the experimemte &nimals that received MPLA had
significantly lower clinical signs than those thatceived PBS. However, no significant
difference was observed between the guinea pigsinated with the secreted component
coupled to MPLA and those having received MPLA alofhe results also showed that
vaccination induced a strong antibody response ritsvine secreted component and a slight
increase in IFM and IL-4 mRNA levels. Our results suggest thatNtLA adjuvant used in
this vaccine trial can be protective againsf.acanisinfection while the secreted component
does not confer an additional protection undermptiesent experimental conditions.
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Introduction

Microsporum canigs a filamentous fungus that causes superficial asgs in pet
animals [1-3]. It is the main agent of dermatopbkigan cats, its natural host [4], and is
responsible for a frequent zoonosis [5]. Felinexdgophytosis is particularly difficult, time-
consuming and expensive to treat and thus represensignificant problem in animal
husbandry [6]. Treatment of feline dermatophytosigplving local and systemic antifungal
medications and environmental decontamination, rhbasmaintained for at least five weeks
[7].

Immunoprophylaxis could represent an alternative the control of animal
dermatophytoses [8Feveral commercial and experimental vaccines agdersnatophytosis
have been developed. Their efficacy has been testddthe results were encouraging for
some [9-12}vhile others did not confer any protection [13-I8je single vaccine with well-
demonstrated efficacy was the BowiliRingvac (Intervet, the Netherlands) developedregjai
bovine dermatophytosis. This vaccine, containing Tnchophyton verrucosumttenuated
strain LFT-130, has dramatically reduced the pemwe of bovine ringworm and the
incidence of human infections [16]. Experimentalidsts showed that this vaccine is
protective and confers a long-lasting immunity, aodier vaccination, therefore, not being
required [17]. In cats, several attempts have beeade to develop vaccines using
characterized antigens frokh. canis The protective efficacy of a crude exo-antiged amo
recombinant proteases, the subtilisin rSub3 and rietalloprotease rMep3, used as
immunogens, have been tested in a guinea pig emeetal infection but the results were not
conclusive [18, 19].

The development of safe and effective vaccinesiregjuhe use of both appropriate
antigens and adjuvants. In dermatophytoses, thec€Htlar immune response, associated
with delayed-type hypersensitivity (DTH), appearse correlated with clinical recovery and
protection against reinfection [20-22]. Consequenthe use of adjuvants promoting the
development of a Thl immune response is of maj@oimance in the set-up of an effective
vaccine against dermatophytosis. The monophosplipigtA (MPLA) adjuvant, a toll-like
receptor (TLR)-4 agonist, is able to promote a Tke$ponse [23] and could favour a
protective immunity in dermatophytoses.

Recently, a secreted component frdncaniswas shown to be a potent activator of
feline polymorphonuclear neutrophils by inducingghuction of pro-inflammatory cytokines
[24]. Additionally, this secreted component prodlidTH in immune guinea pigs that had

spontaneously recovered from MWl. canis experimental infection (Mignon, personal
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communication). The aim of this study was to assesrotective efficacy of thisl. canis
secreted component coupled to the MPLA adjuvanthguthe guinea pig as an experimental

infection model.

Materials and Methods

Animals

Eighteen pathogen-free three-month-old female guipigs of the Hartley strain
(Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USAgre used. Guinea pigs were housed in
group cages in which vaccinated animals were stgghfeom unvaccinated controls during
the entire study. Animal experiments were apprdwethe local ethics committee (University
of Liége, ethics protocol no. 1053).

Production of M. canisarthroconidia

Arthroconidia were produced from thd. canis strain IHEM 21239 (Institute of
Hygiene and Epidemiology-Mycology, Brussels, Betgjuoy a process previously described
[25]. Briefly, arthroconidia were obtained from @i&y-old cultures on 2% yeast extract/1%
peptone agar (VWR Scientific Products, San Dimas, GSA) in an atmosphere containing
12% CQ at 30 °C. Surface mycelium and conidia were saapansferred to phosphate-
buffered saline (PBS) and filtered through Mirabltyers (22—2mm; Calbiochem, La Jolla,
CA, USA). Arthroconidia concentration was deterndirtey serial dilutions on Sabouraud’s
(Sab; 2% glucose/1% peptone) agar medium platesid-M. canisarthroconidia were used
for the experimental infection of the guinea piger the peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) stimulation experiment, arthroconidia wersatikilled for 10 min at 95 °C, which

was confirmed by the absence of growth on Sabglatabated at 27 °C for 21 days.

M. canisimmunogen

The M. canissecreted component was obtained friorvitro-produced arthroconidia
grown in liquid Sab for five days at 27 °C [24]. I€ue supernatant, corresponding to the
secreted component, was separated from fungal atenbg centrifugation, concentrated by
ultrafiltration on an Amicon cell (Millipore, Billeca, MA, USA) using a filtration membrane
with a size threshold of 10 kDa and stored at -2@ftil use. Protein concentrations were

determined using the Bradford assay [26].
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Experimental vaccination and challenge infection

The experimental design is detailed in Table lin€a pigs were randomly allocated
to four groups. Six guinea pigs were subcutaneousstginated with the secreted component
coupled to the MPLA adjuvant (InvivoGen, San DieGd,, USA) (group 1). A single 500-uL
dose of vaccine contained 50 pg of secreted conmpamel 25 pug of MPLA adjuvant diluted
in ultrapure water. Six animals received the adpivluted in liquid Sab as a control group
(group 2). Two other groups (groups 3 and 4), eamisisting of three guinea pigs, received
500 pL of PBS solution. Vaccination was performbreé times at two-week intervals (on
study days -70, =56 and —-42).

Six weeks after the last vaccination (study day @yder general anaesthesia
[medetomidine (500 pug/kg) and ketamine (40 mg/kipgd, guinea pigs from groups 1, 2 and 3
were infected withM. caniswhile the animals from group 4 remained uninfeded served
as an additional control. The 250-pL inoculum, dstirsy of 3 x 18 M. canisarthroconidia
suspended in 5% (w/w) poloxamer 407 solution, waslied on a 15-cfarea of the back
skin surface that had been previously shaved ghdyi abraded with a 25 G needle. Guinea

pigs from group 4 were inoculated with 250 pL ofgx@amer only.

Table 1. Experimental design

Groups Number of Vaccine (500ul) Experimental infection (250 uL)
animals
1 6 SC + MPLA 3 x 10M. canisarthroconidia in poloxamer
2 6 MPLA diluted in liquid 3 x 10 M. canisarthroconidia in poloxamer
Sab
3 3 PBS 3 x 10M. canisarthroconidia in poloxamer
4 3 PBS Poloxamer

SC:Microsporum canisecreted component; MPLA: monophosphoryl-lipiddduaant; Sab: Sabouraud medium;
PBS: phosphate-buffered saline
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Clinical and mycological follow-up
The course of infection was monitored weekly udiogr clinical criteria: alopecia,

erythema, squamosis and crusts. For each cliniitalion, a score from 0 to 3 was attributed
by a single examiner that was blinded as to thtustaf the guinea pigs (infected or not;
vaccinated or not). In addition, a score of 0 awds attributed according to the absence or
presence of fluorescence of hair under a Wood'pJaespectively. Microscopic examination
of fluorescent hair confirmed thd. canisinfection. A global score was calculated for each
guinea pig by adding the clinical and fluorescesceres. Finally, a mean global score was

calculated for each group of animals

Histology

Biopsy specimens were collected under general #resa from one randomly
selected guinea pig in each group at study daysd01& post-infection (PI). Samples were
fixed in 10% neutralized buffered formalin and panaembedded for routine processing. To
assess the invasion of keratinized skin structimgsVl. canis and the histopathological
lesions, 4-um thick sections were stained withqubei acid-Schiff and haematoxylin-eosin,

respectively.

Blood sampling
Blood samples (250 pL) were collected from the saphs vein on days -70, —56,
—42 and from day 0 to day 56 PI at two-week intErwa guinea pigs from groups 1 and 2.

The serum samples were separated by centrifugatidrstored at —20 °C until use.

Antibody response

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wasfopmed to assess the
antibody response in vaccinated guinea pigs anttalagroups. All assays were performed in
one batch at the end of the study period. The antigonsisting ofM. canis secreted
component, positive and negative reference antisaral rabbit anti-guinea pig
immunoglobulins(lg) were appropriately diluted after standard &eeboard titration.96-
well ELISA microplates (MICROLOR 600 High binding, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Germany) were coated with 100 pL per well of 2.%5nplgsecreted component diluted in PBS
(pH 7.2) and incubated for 1 h at 37 °C. Odd-nurebeows were sensitized with the antigen
while even-numbered rows remained free of antigercantrol wells. After washing with

PBS, unoccupied protein-binding sites were blockgdhe addition of 20@L per well of
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dilution buffer consisting of a 3.6% solution ofsedn hydrolysate (Merck, Whitehouse
Station, NJ, USA) in PBS containing 0.1% Tween B8%-T) for 1 h at 37 °C. Triplicate
serum samples were diluted 1:100 in dilution buéfied 100 pL of each weszldedfor 1 h at

37 °C to both the antigen-coated and control wélter washing four times witlPBS-T, 100
ML of horseradish-peroxidase-conjugated rabbit-gunthea pig Ig (Polyclonal Anti-Guinea
Pig Immunoglobulins/HRP, Dako, Glostrup, Denmairik)téd 1:1000 in dilution buffer, were
added to each well. After a further 1-h incubatar87 °C and three subsequent washes with
PBS-T, peroxidase activity was revealed by addidnl00 uL of a solution containing
tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide. Theti@awas stopped after 5 min by adding
100 uL of 1 N phosphoric acid and the absorbance attBOvas measured directly with a
Multiscan RC spectrophotometer (Thermo Labsysteviasitaa, Finland). On each ELISA
plate, a positive reference consisting of serutmfane previoushM. canisexperimentally
infected guinea pig collected 14 days Pl and a thegaeference consisting of serum
collected from the same guinea pig before experatanfection [27] diluted 1:100, were
processed alongside the samples in triplic@jatical density was defined as the difference

between the mean absorbance for each triplicaterssample tested and the control wells.

Isolation and stimulation of PBMCs

At study day 56 PI, three guinea pigs from group®, B and 4 were anaesthetized and
blood samples were collected by intracardiac puedhefore euthanasia. Heparinized blood
was diluted 1:4 ircalcium- and magnesium-free Hank's buffered sdittiem (CMF-HBSS
and incubated for 30 min at room temperature. FRoluiof diluted blood was layered over 10
mL of Ficoll-Paqué PLUS 1077 solution (Amersham Biosciences, Uppsateeden) and
centrifuged for 30 min at 40§ The PBMC ring was harvested, washed twice in CMFS8B
and suspendeith 24-well cell culture plates (Greiner Bio-One)aatoncentration of 5 x 10
cells/mL in RPMI 1640 + GlutaMAX medium (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) supplemented with 10% foetal calf serum (Gihife Technologies) and 1% penicillin-
streptomycin (Gibco Life Technologies). Cells wstenulated with either 5 pg of secreted
component (or with liquid Sab as negative contoslith 5 x 10 heat-killed arthroconidia
(HKA) (or PBS as negative control) for 72 h at & ih a humidified atmosphere containing
5% CQ. After stimulation, the PBMCs were collected bytrdgugation and cell pellets were
stored at —80 °C until use. All experiments werdqrened in triplicate.
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Quantification of IFNy and IL-4 mRNA levels in PBMCs

Cell pellets were thawed on ice and total RNA \igmated using TRIz8l reagent
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) as recommentgdhe manufacturer. The purified
RNA was treated with DNase | (Invitrogen). TemplaBBENA was synthesized from RNA by
reverse transcription using iScriptcDNA Synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Reverse transcriptase was omitted in the contamdtiens. The sequences of oligonucleotide
primers for guinea pig 18S rRNA (internal controllsNy and IL-4 have already been
published [28, 29] and were synthesized by EurageiiLiege, Belgium) (Table 2). The
quantitative PCR reactions were assembled usingXheSYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
and subjected to the following protocol in a Mini@@pn System (Bio-Rad): 10 min at 95 °C
and 45 cycles of 45 s at 95 °C, 45 s at 60 °C &g 4t 72 °C. The melting curve was
performed from 45 °C to 95 °C in 1 °C/15 s incretseResults in terms of cycle thresholds
were converted to folds 18S rRNA expression usirgy 2 ‘' method [30]. The levels of
cytokine mRNA in stimulated PBMCs were expressédtite to that in the negative control
PBMCs.

Statistical analysis

The two-way analysis of variance (ANOVA) test tnlled by Bonferroni post hoc
tests was used for the statistical comparison ¢ lbeean global scores and ELISA results
between the vaccinated and the non-vaccinated grolipis test was performed with the
GraphPad Prism 5.0 statistical software (GraphPaiftivdre, San Diego, CA, USA). The
levels of cytokine mRNA in stimulated PBMCs weremgared with those determined in
negative control PBMCs using a general linear mg@&M procedure of SAS; SAS Institute

Inc., Cary, NC, USA). A° value of < 0.05 was considered as statisticallgiant.

Table 2.Sequences of oligonucleotide primers

Target gene Forward sense (5 3’) Reverse sense (5'3’)

18SrRNA  TGCATGGCCGTTCTTAGTTG AGTTAGCATGCCAGAGTCTCGTT
IFNy ATTTCGGTCAATGACGAGCAT GTTTCCTCTGGTTCGGTGACA

IL-4 CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA CTATCGATGAATCCAGGCATCG
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Results

Clinical and mycological follow-up

All guinea pigs from group 3, four guinea pigs frgnoup 1 and one guinea pig from
group 2 developed clinical signs consistent withimdgophytosis (Fig. 1). Typical skin
lesions were observed from day 7 Pl and were assaciwith a positive Wood’s lamp
examination. Mean global scores, accounting faoricdl and fluorescence scores are shown
in Fig. 2. Group 1 and 2 had a significantly lowmeean global score than group 3 on days 14
and 28 Pl and on days 14, 21 and 28 PI, respegtidal significant difference was observed

between groups 1 and 2.

Histology

As expected, at study day 0, no fungal elementg Weemd in keratinized structures of
all sampled guinea pigs (Fig. 3A). Seventeen ddy®8Pcaniswas shown to have colonized
hair follicles of sampled guinea pigs from groupJand 3 who developed dermatophytosis
(Fig. 3B).

To assess histopathological lesions, skin biopsgtiens were stained with
haematoxylin-eosin. No inflammatory skin lesiong@vebserved in the skin of guinea pigs at
study day O (Fig. 4A). On day 17 PI, sampled guipgs from groups 1, 2 and 3 showed
inflammatory skin lesions characterized by epidédratanthosis, spongiosis, erosions and a
diffuse to perifollicular cellular infiltration inthe dermis (Figs. 4B, C). Subjectively,

inflammatory lesions did not differ from one growgpanother.

Antibody response

Guinea pigs from group 1 developed a very highbaaly response towards the
M. canissecreted component that was used as the vacdme) was detectable from 28 days
after the first vaccination until day 56 PI (Fig. Blaximal responses were observed at the
end of the experiment (study day 56 PI). From dé¥ until the end of the study, the antibody
titres in guinea pigs from group 1 were signifidartigher than those observed in animals
from group 2 that received the MPLA adjuvant withthe M. canissecreted component.

IFNy and IL-4 production by PBMCs
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The levels of IFN and IL-4 mRNA expressed in PBMCs were evaluated by
qguantitative RT-PCR at the end of the study peiiBd). 6). When stimulated with the
M. canissecreted component, the level of FMRNA was higher in group 1 than in other
groups. However, a statistically significant diflace was only observed by comparing with
group 3 which consisted of guinea pigs that wefected withM. canishaving received PBS.

In the PBMCs stimulated with the secreted comparidet level of IL-4 mRNA increased
significantly in group 1 with regard to the groupl2 group 4, the level of IL-4 mRNA was
significantly higher than in groups 2 and 3.

When stimulated with HKA, both IFNand IL-4 mRNA levels increased in groups 2

and 3 but the differences observed were not statilst significant.

group 1 group 2 group 3

Fig. 1. Comparative clinical follow-up of skin lesi development in vaccinated and non vaccinatetegupigs
after experimental infection witllicrosporum canisD, day post-infection are indicated on the left.
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Fig. 2.Kinetics of mean global scores (zSEM) in vaccinaa@d non vaccinated guinea pigs after experimental
infection with Microsporum canisA significant lower mean global score was obseriregroups 1 and 2 in
comparison with the group 3 on days 14 and 28 pdsttion (Pl) and on days 14, 21 and 28 PI, respaly.
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Fig. 4, Evaluation of  ski
histopathological lesions in a guinea
from group 1 at days 0 (A) and 17 |
C) after experimental infection wi
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staining shows significant inflammatc
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shows epidermal spongiosis (C). Sc
bars represent 50 pum.
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Fig. 6. Quantification of interferon (IFN)and interleukin (IL)-4 mRNA levels in peripherdbbd mononuclear
cells (PBMCs) stimulated with either thklicrosporum canissecreted component (SC) or heat-killed
arthroconidia (HKA) in guinea pigs from groups 1,3and 4 at day 56 post-infection.. The level$Fdfy and
IL-4 mRNA in stimulated PBMCs were quantified byagutitative RT-PCR and expressed relative to that in
negative control PBMCs. Data are representativ@ inflependent experiments (mean + SEM)< 0.05;" P <
0.01

Discussion

The most remarkable and unexpected result of vacgination trial was the partial
protective effect conferred by the MPLA adjuvantgninea pigs exposed to a challenge
infection with M. canis Despite the limited number of animals used is #tudy, the results
clearly show that the MPLA, rather than the sel@dfe canisantigen, is responsible for the
protective effect. MPLA is a detoxified form of tleedotoxin lipopolysaccharide recognized
by TLR-4 [31] and its efficacy and safety have beeoven in many studies [23, 32]. More

precisely, MPLA improves the innate immune respaiasbacterial infection by enhancing
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the bacterial clearance and increasing the numbeels with phagocytic functions at the
sites of infection [33]. It is also able to stimi@dhe adaptive immune response by promoting
the differentiation of CD4+ T cells into IRNoroducing Thl cells in mice [23]. In
dermatophytosis, the protective immune responsmiisidered to be of the Thl type and
associated with a DTH [20-22]. We can postulaté tha MPLA adjuvant used in this study
could stimulate the Thl immune response in guingsgnd therefore contribute to the partial
protection against the challenge infection wdhcanis In some vaccine trials performed in
mice, the MPLA adjuvant has been used in combinatidh other adjuvants such as alum
[34, 35]. This association led to a more favourgblgfile of both humoral and cell-mediated
immune responses. The efficacy of MPLA observedun study could be enhanced by
addition of alum or other pro-Thl adjuvants such digodeoxynucleotides (ODNS)
containing unmethylated CpG motifs. Indeed, theg& CDNs improve the function of
professional antigen-presenting cells and mainlgsbohe cellular vaccine-specific immune
response [36].

Although it produces DTH in guinea pigs having dpoeously recovered from an
experimental infection withM. canis (Mignon, personal communication), the secreted
component did not confer an additional protectiffiea® with regard to the MPLA alone,
suggesting that this component could be not preteper se Because it consists of a mix of
proteins, the secreted component may contain sonngeas able to negatively modulate the
immune response. Such immunomodulatory effects laraeady been revealed for other
dermatophytes, such @sichophyton rubrumwhich is able to grow inside macrophages after
phagocytosis [37]. Therefore, the characterizatiod the selection of appropriate antigens
from the secreted component appear to be of mapoitance in the development of a highly
effective vaccine again$i. canis

Vaccination induced a strong antibody response itsvdhe secreted component.
Specific antibodies have been shown to be produttethg M. canis [38, 39] and other
dermatophytic infections [40] but no correlatiorsHaeen observed between antibody titres
and recovery from the disease. The coexistenceaiéqive and useless or even blocking
antibodies in immune sera [41, 42] could be resiptm$or the apparently unimportant role of
humoral immunity in most fungal diseases. The gfrantibody response induced by the
M. canissecreted component could be irrelevant or evennasttal with regard to protection
against challenge infection. In other studies, hiigles of specific antibodies of the IgE
subclass were shown to be associated with chrosimatophytosis and a weak cellular

immune response [40]. In forthcoming vaccine trialgainst dermatophytosis, it would
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therefore be of interest to assess the specificréglonse potentially induced by the vaccine
candidates.

To determine whether thd. canissecreted component has promoted the development
of a Thl or Th2 response during the vaccinatical,tthe PBMCs were stimulated with the
secreted component. A significant increase in ey and IL-4 production was observed in
vaccinated animals, suggesting that this compoiseable to promote both a Thl and a Th2
response. The humoral response induced bytheanissecreted component is known to be
unrelated with protection in dermatophytoses [2Z], &trengthening our hypothesis that this
component may contain immunomodulatory antigens.

We have also evaluated whether vaccination indpeedhl or pro-Th2 cytokines by
stimulating PBMCs with HKA, but the absence of astgtistically significant differences
hindered the drawing of definitive conclusions.

In conclusion, our results show that the MPLA adjuivused in this vaccine trial can
induce a partial protection againsiMa canisinfection. Nevertheless, the secreted component
alone does not seem to confer an additional protech vaccinated guinea pigs in our

experimental conditions.
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Evaluation de la réponse immune cutanée au coursutie dermatophytose
a Arthroderma benhamiaeet Arthroderma vanbreuseghemen utilisant un

modele murin expérimental
Assessment of the cutaneous immune response dufirigroderma

benhamiaeand Arthroderma vanbreuseghemiiinfection using an

experimental mouse model
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Préambule

Les outils permettant d’étudién vivo la réponse immune générée au cours d’'une
dermatophytose sont peu nombreux. L’'animal le ptisé dans I'étude des dermatophytoses
est le cobaye (Mignoet al, 1999b ; Descampst al, 2003b ; Vermougtt al, 2004 ; Saunte
et al, 2008). Celui-ci représente un bon modele carsgmptdmes et les lésions de
dermatophytose développés lors de l'infection expentale sont identiques a ceux observés
au cours d’'une infection naturelle et disparaissgpuntanément. Cependant, il existe peu
d’outils génétiques et immunologiques disponibleszccette espéce. De plus, le caractere
non consanguin des cobayes engendre une hétérdgémgiortante dans lintensité des
symptémes cutanés et des Iésions entre individesnfutet al, 2004). L'utilisation d’'un
modele murin de dermatophytose est donc nécegsaineétendre nos connaissances sur la
réponse immune anti-dermatophytes.

Pour I'établissement de notre modele murin, repridif d'une infection naturelle,
trois especes de dermatophytes ont été utilis@esoenhamiae A. vanbreuseghemiet
M. canis Apreés infection des souris par les différentsngpignons, des examens cliniques et
histologiques ont été réalisés. La réponse immeénérge au cours de 'infection a été étudiée
par analyse des cellules immunes recrutées aul’sifection ainsi que par la détermination
des taux d’ARNm cytokiniques.

L’infection expérimentale parM. canis n‘ayant provoqué que de trés faibles
symptébmes chez seulement 40 % des souris, lessasafystologiques ainsi que I'évaluation
de la réponse immune générée n’'ont pas été réalisdes ce groupe.

Les résultats de cette étude ont été récemmeltiepwans la revuBritish Journal of

Dermatology
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Abstract

Background Dermatophytoses are common but poorly understomdisiections. Mosin
vivo studies have been performed using the guineasptigeaexperimental animal model,

which has several limitations.

Objectives To develop a mouse model of dermatophytosis deitbdy multiple purposes,

including the investigation of immunity against aetophytes.

Methods Two peculiar fungal strains, Arthroderma benhamiae and
Arthroderma vanbreuseghemisolated from tinea in men having contact witkdeots were
used for epicutaneous inoculation. During the itiéeg clinical and histopathological follow-
up were performed. The recruitment of immune cels evaluated by immunofluorescence
staining and the levels of cytokines mRNA were difi@ad by quantitative RT-PCR in skin of
infected mice.

ResultsThe skin symptoms and microscopic lesions, incigdhe colonization of keratinized
epidermal and follicular structures by both derrphtdes, were highly similar to those
observed in guinea pig infection models and in ratnfections, mimicking acute superficial
tinea in humans. The dermal inflammatory cellulafiltrate consisted of macrophages,
dendritic cells, and especially polymorphonucleautrophils, which are one of the histologic
‘clues’ to the diagnosis of dermatophytosis. Tinaitu cytokine profile was characterized by
the overexpression of TGEK-IL-1p, and IL-6 mRNAs during infection, suggesting aerof
the Th17 pathway in the establishment of immunity.

Conclusions Our new reproducible and validated mouse modeterimatophytosis is a
modernin vivo tool that allows a more in-depth understandinghef pathogenesis of human

dermatophyte infections.

107



Etude 3

Introduction

Dermatophytes are pathogenic filamentous fungiaesible for superficial cutaneous
infections called dermatophytosedhey specifically invade keratinized structurestsias
stratum corneumhair, nails and claws. Based on their ecologieatures, three groups of
dermatophyte species are recognized, namely amphdfe, restricted to humans, zoophilic,
found predominantly in animals and geophilic, remm@d from the soil without or only
sporadically causing diseaSe.

Despite their superficial localization in keratie@z structures, dermatophytes can
induce an adaptive immune response. The Thl celiesmponse, associated with delayed type
hypersensitivity (DTH), appears to be correlatethwiinical recovery and protection against
reinfection® Nevertheless, the Th17 pathway could also be imebin the establishment of
a protective immunity in dermatophytoses as has Baewn for other fungi such &andida
albican$® and Aspergillus fumigatu$ ° Little is known about the mechanisms involved in
the establishment of a protective immune responsigl dermatophytosis.> *° Somein
vitro studies about immunity against dermatophytes hmreonstrated that keratinocytes,
neutrophild? and dendritic cell$ are able to produce pro-inflammatory cytokineseisponse
to infection. Neverthelessn vivo studies are essential in furthering our understenof
immunity against dermatophytes. Therefore, the biistanent of an animal model of
dermatophytosis is required. Currently, the mostjdiently used animal model is the guinea
pig**” but the inbred nature, and the genetic and imnugioltools available in the mouse
species, support the use of a model in the studiynwiune response against dermatophies.
Only few mouse models of dermatophytoses are dlailaA former model using
Trichophyton quinckeanunwas successfully used for both histopatholodic ?° and
immunologic precursory studiés. ? However, this model is questionable because
T. quinckeanunis a rare agent of dermatophytosis in humans, overeresponsible for a
particular clinical entity named mouse favisSTwo other models using dermatophytes in
mice were recently described but they are not sgmtative of a superficial natural
infection?* %

In this study, we focused on two zoophilic dermatgp species that are frequently
isolated from superficial tinea in meirthroderma benhamiaewhich primarily affects
guinea pigs and the closely relatdédhroderma vanbreuseghemvhich affects other animal
species, notably cats and dogs but very rarelyntsdacluding micé® Both species belong

to the Trichophyton mentagrophytemmplexX®?® and are readily manipulable at the genetic
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level?*3! These features urged us to test bdtibenhamia@ndA. vanbreuseghemsipecies
by using two isolates originating from humans imteat with either the guinea pig or mouse,
respectively. Although some mycologists still udee thomenclatureT. mentagrophytes
complex, the sexual names benhamiaeand A. vanbreuseghemshould always be used
according to the rules proposed by the Amsterdactad&ion on Fungal Nomenclatute.

The aim of this work was to develop a reproduciskperimental mouse model of
dermatophytosis using. benhamiaeor A. vanbreuseghemiand subsequently to assess the
cutaneous immune response generated during infieclio this purpose, the immune cells
recruited to the site of infection were defined dhd cytokine response induced in skin of

infected mice was assessed.

Materials and Methods

Fungal strains

Arthroderma benhamia¢dHEM 20163 (Institute of Hygiene and Epidemiololglycology
[[HEM], Brussels, Belgium) was originally isolatefrom a patient suffering from
inflammatory tinea faciei and who had had previeasitact with a guinea pftj. This
A. benhamiastrain has been characterized at the moleculaf’leand was successfully used
to develop a guinea pig infection model for thieaps?® Arthroderma vanbreuseghemii
IHEM 22740 was chosen because of its peculiar mrigamely a patient in contact with
mouse and having highly inflammatory tinea marfiriThis strain is closely related to
A. vanbreuseghemisolated from dogs and cats and causing varioflanimatory tinea in
humans.’ Both strains were grown for 15 days at 27 °C oboBeaud’s plates (Sab; 2%

glucose-1% peptone), and used for the experimenrfeaition.

Animals and experimental infection

Eighteen specific-pathogen-free 2-month-old fenmlee of C57BL/6 strain (Charles River,
Wilmington, MA, USA) were used and housed sepayataling the entire study period. Mice
were divided into 3 groups. Th& benhamiaegroup (n=6) was inoculated with 4.2 x*40
colony forming units (CFU), the\. vanbreuseghemigroup (n=6) received 2 x ¥0CFU
while the mice from the control group (n=6) remainminfected. Experimental infection was

performed under general anaesthesia (medetomidinend kg] and ketamine [40 mg
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kg~]) administered by intraperitoneal injection. Badfghe animals were shaved and lightly
abraded with a 25G needle. The inoculum (300 pisbing of mycelia and spores collected
from cultures on Sab plates was suspended in 5%)(poloxamer 407 and gently rubbed
onto the skin with a sterile pipette tip. Mice fratime control group received 300 pl of
poloxamer only. For histology, immunoflorescena@rshg and quantification of cytokines, 3
infected mice were randomly selected from each grand skin biopsies samples were
collected. Animal experiments were approved byldwal ethics committee (University of

Liege, ethics protocol no. 943).

Clinical follow-up

Infected mice were monitored twice a week for 5 kgelgy two independent examiners using

clinical criteria i.e., alopecia and squamosis-tings Both investigators who remained the

same throughout the experiment were blinded akdcstatus of mice (infected or not). For

each clinical criterion, a score of 0, 1, 2 or Bsnce, mild, moderate or severe skin lesion)
was attributed. A clinical score was then calcwdta each mouse by adding scores for both

criteria. Finally, a median clinical score was cddted for each group of mice.

Histology

Skin samples collected at days 3, 7, 14 and 21-ipostilation (PI) were fixed in 10%
neutralized buffered formalin and paraffin embedftedoutine processing. Sections of 4 um
thick sections were stained with haematoxylin arabire (H&E) for histopathologic
evaluation or with periodic acid-Schiff (counterstad with haematoxylin) to assess the

fungal invasion in keratinized skin structures.

Immunofluorescence staining

At day 7 PI, skin samples collected from mice wiermersed in tissue-TEK OCT embedding
medium (Sakura, Zouterwoude, The Netherlands) amtkly frozen at —80 °C. Sections (8-
10 um) were cut at —20 °C with a microtome (Micrat¢HM 500 OM, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA), mounted on glassisb coated with poly-L-Lysine (Sigma,
St. Louis, MO, USA), fixed in acetone for 10 min4atC, and stored at —20 °C until used.
After rehydration in PBS, cryosections were incedafor 1 h at room temperature with
appropriate primary antibodies diluted 1:100 in PB8&er washing in PBS, sections were

incubated for 30 min at room temperature with Aldx{aor488 streptavidin or species-
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specific secondary antibody (Molecular Probes, &ejdrhe Netherlands). The characteristics
of primary and secondary antibodies are listed abl@ 1. A fluorescent dye for nuclear

staining, the TOPRO-3-iodide (Molecular Probes) \added to cryosections labelled with

anti-major histocompatibility complex (MHC) Il andnti-CD54 antibodies. To test the

general specificity of the antibodies used, samplee incubated with irrelevant antibodies.

Negative controls were obtained by incubating sasplith secondary antibodies only.

Quantification of cytokine mRNA levels in skin biogsies

At day 0, 7 and 21 PI, skin biopsy specimens wesendgenized using the FastPfep
instrument (MP BiomedicalsSanta Ana, CA, USA). Total RNA was isolated usirglZol
reagent following the manufacturer's instructiomwifrogen, Burlington, ON, Canada). The
purified RNA was treated with DNase | (Invitrogefiemplate cDNA was synthesized from
RNA by reverse transcription, using iScriptDNA Synthesis kit (Bio-rad, Hercules, CA,
USA). Reverse transcriptase was omitted in contreactions. The sequences of
oligonucleotide primers have already been publigi&$ rRNA, Tumor Necrosis Factor
(TNF)-a, Interleukin (IL)-1, IL-6 and IL-22§*® or were selected (IL-10 and Transforming
Growth Factor (TGFPB) using the Primer-BLAST program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/indegi?LINK_LOC=BlastHomeAl

The primers for mouse 12S rRNA (internal controhdacytokines were synthesized by
Eurogentec (Lieége, Belgium) (Table 2). The quatitita PCR (gPCR) reactions were
assembled using the IQSYBR® Green Supermix (Bio-rad) and subjected to theofaithg
protocol in a MiniOpticon System (Bio-rad): 10 nah95 °C and 50 cycles of 45 s at 95 °C,
45 s at 60 °C and 45 s at 72 °C. The melting cwae performed from 45 °C to 95 °C in
1 °C/15 s increments. All assays were performediuplicate. Results in terms of cycle
thresholds were converted in folds 12S rRNA expoesssing the 2*“' method. The level
of cytokine mRNA in skin biopsies at day 7 or 21vitdls expressed relative to that in skin

biopsies at day 0.

Statistical analysis

The two-way analysis of variance (ANOVA) test wad for the statistical comparison of

median clinical scores between the infected andrabmice. This test was performed with
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the Graph pad Prism 5.0 statistical software (GPaghSoftware, San Diego, CA, USA). The
levels of cytokine mRNA in skin biopsies, 7 and @4ys Pl were compared with those

determined in skin biopsies at day O using a gétieear model (GLM procedure of SAS;

SAS Institute Inc., Cary, NC, USAP<0.05 was considered as statistically significant.

Table 1. Antibodies used for immunofluorescenciistg

Primary antibody Target Secondary antibody

Source

Rat anti-mouse MHC MHC Il -
Il FITC

Rat anti-mouse CD54 Macrophages Streptavidin Alexa

(ICAM-) Biotin 488
Hamster Anti-mouse DCs StreptaA\f/é(gn Alexa
CD11c Biotin
Rat anti-mouse
neutrophil PMNs Goat Anti-rat Alexa
594

Chemicon International
(Temecula, CA, USA)
eBioscience
(San Diego, CA, USA)
eBioscience
(San Diego, CA, USA)
Abcam

(Cambridge, UK)

MHC II: class Il major histocompatibility comple®Cs: dendritic cells; PMNs: polymorphonuclear nephils

Table 2. Sequences of oligonucleotide primers

Target gene Forward sense (5'-> 3')

Reverse sense (5'-> 3)

12s rRNA GGAAGGCATAGCTGCTGGAGGT
TNFa TCTCATCAGTTCTATGGCCC
IL-1P TTGACGGACCCCAAAAGATG
IL-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA
TG GCTTTCGATTCAGCGCTCACT
IL-10 AGCCGGGAAGACAATAACTG
IL-22 GGCCAGCCTTGCAGATAACA

CGATGACATCCTTGGCCTGA
GGGAGTAGACAAGGTACAAC
AGAAGGTGCTCATGTCCTCA
TGTACTCCAGGTAGCTAT GG
TCCAACCCAGGTCCTTCCTAA
CATTTCCGATAAGGCTTGG
GCTGATGTGACAGGAGCTGA
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Results

Mice infected with A. benhamiaeand A. vanbreuseghemiidevelop clinical lesions of
dermatophytosis

All animals infected withA. vanbreuseghemand 80% of mice infected witA. benhamiae
showed consistent dermatophytosis lesions. Thistrasts with previous experiments
suggesting that the C57BL/6 strain mice are resistadermatophytosfs. Clinical signs of
dermatophytosis were obvious 4 days after infecéind were maximal at day 19 PI for both
dermatophyte species (Fig. 1). The lesions heatedrgssively until day 35 Pl. The main
clinical signs consisted of severe squamosis-erggtllowed by transient alopecia. From day
11 Pl until day 24 and 28 PI fét. benhamiaeandA. vanbreuseghemiespectively, median
clinical scores were significantly higher in bothfacted groups in comparison with the
controls (Fig. 2) The application of poloxamer 407 without fungusl diot produce any
lesions in the control group.

A. benhamiaeand A. vanbreuseghemicolonize keratinized skin structures

To assess the presence and the localization ofadepimytes in keratinized skin structures of
infected mice, skin biopsy sections were staineth VAAS. In mice infected with both
A. vanbreuseghemiand A. benhamiage fungal elements consisting of both hyphae and
arthroconidia were detectable from day 3 until ddyPI in thestratum corneunmand the
keratinized part of the infundibular-isthmal haiollicles including the hair shatfts.
Subjectively, the most severe fungal colonizatioaswobserved at day 7 Pl for both
dermatophyte species (Fig. 3). As expected, nousilements were found in skin of control

mice.

A. benhamiaeand A. vanbreuseghemiinduce severe microscopic inflammatory skin
lesions

To assess histologic lesions in infected mice, blopsy sections were stained with H&E. All
infected animals showed extensive inflammatoryolesi At day 3 PI, both dermatophytes
induced a severe increase of epidermis thicknesengally due to both acanthosis (Figs. 4a,
c) and hyperkeratosis, mainly orthokeratotic (Fg). These lesions were accompanied by
moderate to severe multifocal to diffuse spongid@big. 4c) and by perivascular to diffuse

dermal infiltration by immune cells (Fig. 4e). Adays PI, subcorneal pustules (Fig. 4d) were
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also observed. By day 14 PI, lesions had disapgedare mice infected with
A. vanbreuseghemiwhile acanthosis, spongiosis and dermal cellular infitira persisted
beyond day 21 PI after infection wigh benhamiaeNo lesions were observed in control mice
(Fig. 4b).

Immune cells are recruited early afterA. benhamiaeand A. vanbreusegheminfection

To identify which immune cells were recruited toethnfection site at day 7 PI,
immunofluorescence staining was performed on frogde@n biopsy sections (Fig. 5). Large
numbers of polymorphonuclear neutrophils (PMNs), ®1H expressing cells and to a lesser
extent, dendritic cells (DCs) (CD11C+) and macrg@sa (CD54+) were recruited in the
dermis of mice infected with botA. benhamiaeand A. vanbreuseghemiifhese cells were

scarce in the skin of control mice.

Cytokine mRNA expression in infected skin

Cytokine mRNA levels were determined at days 7 2hdPl and compared with those at day
0 (Fig. 6). Infection with both dermatophytes indd@ statistically significant increase in the
levels of TGFB, IL-18 and IL-6 mMRNA at day 7 Pl. The level of IL-22 mRN#as also
significantly increased in mice infected with benhamiaeAt day 21 PI, the levels of TG-
IL-1B8 and IL-6 mMRNA were significantly higher in micefésted withA. benhamiagwhile
infection withA. vanbreusegheminduced a statistically significant increase inlfE.-mRNA
level only. The levels of cytokine mRNA in control non-infectedce were not significantly
different at both days 7 and 21 PI in comparisoday O.
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Fig. 1. Comparative clinice
follow-up of skin lesions in mic
inoculated with Arthroderma
benhamiae, Arthroderrr
vanbreuseghemii and the
excipient (control). Botl
dermatophyte species induc
comparable symptoms, whi
were obvious since day 4 post-
infection (P and ha
spontaneously disappeared
day 32 PIl. Macroscopic
inflammatory  skin lesion
consisted of scaling and crusti
followed by transient but seve
inflammatory alopecia. Contr
mice developed no skin lesions

A, benhamiae
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Fig. 2. Kinetics of median clinical scaré+ SD) reflecting the severity of dermatophy#sibns in mice inoculate
with Arthroderma benhamia@), Arthroderma vanbreuseghen(i), and the excipient (control). Skin lesions w
assessed blindly on the basis of clinical criter&, alopecia and squamosigssting. Median clinical scores we
significantly different between the control groupdathe A. benhamiaegroup from day 11 until day 24 post-
infection (PI). Significant differences were alsbserved between the control group and Ah@anbreuseghemii

ok

group from day 11 until day 28 PP<0.05;” P<0.01;”" P<0.001.
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Fig. 3 Keratinized skin and follicular structures ofénfed mice are colonized after experimental indimn
with Arthroderma benhamiaand Arthroderma vanbreuseghemiihe fungal colonization in mice infect
with A. vanbreuseghemit days post-infection is shown. Thgatum corneunta) and hair follicles (b) wet
colonized by dermatophyte hyphae and arthrocor(bliack arrows). Sections were stained with peri
acic-Schiff and counterstained with hematoxvlin. Scalesl= 20 un

Fig. 4. : Mice infected wittArthroderma benhamiag) andArthroderma vanbreuseghenta, d, e) develo
comparable inflammatory epidermal and dermal lesioMlicrographs illustrate the main skin lesi
consisting of severe acanthosis (a, ¢) and hypatbd®is (a), accompanied by spongiosis (c), scat
subcorneal pustules (d), and perivasculadiffuse cellular infiltration in the dermis (e) day 7 (a, b, d, €
and 21 postnfection (c). Control mice inoculated with the gient (b) developed no skin lesions. Secti
were stained with hematoxylin and eosin. 1: hypextasis, f: acanthosis, spongiosis. Scale bars = 20 um.
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A. benhamiae A.vanbreuseghemii Control

Neutrophil+

CD54+

CD1lc+

MHCII+

Fig. 5. Immune cells are recruited in the dermismife infected with bothArthroderma benhamiaand
Arthroderma vanbreuseghemMicrographs show the connective tissue aroundirthendibular and isthme
hair follicles of infected mice at day 7 pasfection or uninfected controls. Immunofluorescerataining
revealed that polymorphonuclear neutrophils (PM{dgutrophil+), class Il major histocompatibility roplex-
expressing cells (MHC II+) and, to a lesser extdandritic cells (DCs) (CD11c+) and macrophages3&E)
were recruited mainly around hair follicles. A frescent dye for nuclear staining, the TOPR@<8de, was
added to cryosections immunostained with anti-MHI#l anti-CD54 antibodies. Scale bars = 75 um.
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Fig. 6. Cytokine mRNA profile in the skin of mice at days(&) and 21 (b) postfection (PI) with
Arthroderma benhamiaand Arthroderma vanbreuseghemln each group of mice, both uninfected con
and infected, three animals were used to comparéetiels of cytokine mRNAs before inoculation (djyand
at days 7 and 21 PI. A statistically significantrease in TGH, IL-1p, IL-6, and IL22 mRNA levels wa
observed in mice infected with. benhamiaeat day 7 PI. Similar results were observed in nndected with
A. vanbreuseghemiexcept for levels of IL-22 mMRNA, which were not mificantly higher than at day @it
day 21 PI, a statistically significant increaseli@F-, IL-1p, and IL6 mRNA was observed in mice infect
with A. benhamiaeln mice infected withA. vanbreuseghemithe increase in the levels of these cytol
mRNAs was statistically significant only for I18. In uninfected control mice, the levels of cytakimRNAs
did not increase significantly through the studyriget Data are representative of three indepen
experiments (mean + SDP<0.05;" P<0.01;"" P<0.001.

Discussion

We have developed a new and useful experimentasenmodel of dermatophytosis
using eitherA. benhamiaer A. vanbreuseghemiBoth species were isolated from naturally
infected humans in contact with rodents. For bamthtophytes, clinical signs were identical
from one animal to another, typical for a primargtural infection and disappeared
spontaneously, indicating that this model is repoilole and appears to be suitableifovivo
studies on acute dermatophytoses.

The symptoms and microscopic skin lesions, inclgdire colonization of keratinized
epidermal and follicular structures by both derrphaiges, were highly comparable to those
described in a recent guinea pig infection modelfobenhamiaé® which was used to assess
dermatophyte virulence factors in vi¥bA high amount of fungus was observed at day 7 Pl
in keratinized structures of mice infected with lbatermatophytes before the peak of skin
lesions (at day 19 PI). This observation is coesiswith the recruitment of immune cells at
day 7 PI that are responsible for elimination of flangus by inducing an inflammatory

response.
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In contrast with guinea pig-based mod€lsne of the major advantages of our mouse
model lies in the homogeneity of skin symptoms ksibns between individuals, thanks to
the inbred nature of animals. Additional benefitclude lower operating costs and
availability of many modern immunological tools, e render relevant mouse models of
dermatophytoses desirable for furthering a compreilie understanding of the pathogenesis
of these diseasés.

In addition to comparable clinical signs and micaysc inflammatory lesions, the
nature of the immune cells recruited after theathém of mice with bothA. benhamiaend
A. vanbreuseghemivas consistent with what most authors have obsersew) other models
or during natural infections. The inflammatory respe observed in skin of mice infected
with both dermatophytes was characterized by alovinbf immune cells such as PMNSs,
macrophages and DCs. Similarly, the infiltration sin by PMNs has been shown in
experimentally infected mouSeand is commonly described as one of the histolofjies’ to
the diagnosis of dermatophytosis in hum&hsluman PMNs and macrophages can exert
cytotoxic activity againsiTrichophytonspecies including the most common dermatophyte
Trichophyton rubrumvia phagocytosis and production of superoxidemsii ** and also via
the formation of neutrophil extracellular traps (R

In addition to PMN and macrophages, our model atseealed infiltrating DCs,
consistent with the role that these professiontigan presenting cells (APCs) are believed to
play in the establishment of a protective immungpomse during dermatophytosis. Such a
role is supported bin vitro experiments showing that both human BXGsd several pattern
recognition receptors on mouse D€&®can bind fungal components from bdthrubrum
andMicrosporum andouinjiand modulate immunity to dermatophytes. Additliynaellular
mediated immunity, which is known to be proteciivelermatophytosés’ is induced by the
recognition of the MHC Il at the APCs surface ahd €D4+ T-cell receptor (TCR{In this
work, the considerable infiltration of MHC Il ex@m®ng cells in the skin of infected mice
suggests that these cells could be involved in itheunity againstA. benhamiaeand
A. vanbreuseghemiDCs and macrophages, both expressing MHC Il o shefac&” were
recruited in the skin of mice infected with bothratophytes, which suggests that these cells
could be important for the initiation of immunitganst dermatophytosis.

In order to investigate the cutaneous immune respomn our validated
dermatophytosis mouse model, parallel to the chenaation of the cells recruited to the site
of infection, we assessed the cytokine respanssity, precisely because the set-up of a

protective immune response is also correlated vhén establishment of an appropriate
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cytokine respons®. The cytokine profile generated By benhamia@ndA. vanbreuseghemii
infection was a pro-inflammatory profile characted by TGFs, IL-1p and IL-6 production.
These cytokines are involved in the establishméiih@® Th17 pathway ™ In mice infected
with A. benhamiagan increase in IL-22 mRNA level was also observEais cytokine,
which is also produced by Th17 celfshas a significant role in the establishment of skid
mucosa immunity® Altogether, these results indicate that the Thifhway could be
involved in the establishment of immunity agaidstbenhamiaeand A. vanbreuseghemii
This hypothesis is strengthened by the weak IL-ERNA level produced in the skin of mice
infected with both dermatophytes. This cytokinekisown to reduce the inflammatory
response by activating the Treg pathwaifhe potential role of the Th17 pathway in the
immunity againstA. benhamiaeand A. vanbreusegheminfection is also supported by the
recruitment of PMNs to the site of infection, agss-talk exists between Th17 cells and
PMNs?>*°

In conclusion, we have developed and validatedva medel of dermatophytosis in
mice, which is consistent with formar vivo models, most of which are based on the guinea
pig, a commonly used animal species that is no seitable for studying this disease. Thanks
to the inter-individual homogeneity of clinical sgy and skin lesions, our model will be
particularly useful for the evaluation of antifutgyjaand vaccines, and for identifying
dermatophyte virulence factors. Additionally, ouodel is consistent with the recent insights
gainedin vitro into the innate and specific immune response agdermatophytes. It appears
to be, therefore, a promising modern animal modetakle to study, in depth, the host
immune response in dermatophytosis. In the neardyuthe role of Th1l7 and the possible
involvement of the Thl or Th2 pathways in the atibn of a protective immunity against
dermatophytes will be assessed by evaluating g@iteeThl, pro-Th2 and pro-Th17 cytokines
in mice infected withA. benhamiaeandA. vanbreuseghemias by using mice deficient for

specific cytokines.
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Ce travail de thése s’inscrit dans le contexte g@rde I'étude de la mise en place de
la réponse immune anti-dermatophytes. L'immunolaigis dermatophytoses est actuellement
encore peu connue. Il est couramment admis qu'épense immune a meédiation cellulaire
est requise pour le contréle de l'infection etifi@hation du dermatophyte tandis qu’une
réponse humorale serait non protectrice (Almeid®82 Mignonet al, 2008). En effet, le
transfert de lymphocytes T d’'une souris infectée Ppaguinckeanuma une souris naive
protége cette derniere contre l'infection alors deetransfert de sérum n’a aucun effet
(Calderon et Hay, 1984b). Il semblerait que la n&go cellulaire efficace lors d'une
dermatophytose est de type Thl et est associéee aéattion cutanée d’hypersensibilité
retardée (Luncet al, 2001 ; Almeida, 2008 ; Mignoet al, 2008). Cependant, le rdle des
lymphocytes Th1l7 dans la mise en place dune ré&omsimune protectrice
anti-dermatophytes ne doit pas étre négligé. Eet,effa été démontré que la voie Th1l7 est
impliquée dans la réponse immune produite au cdersiombreuses maladies fongiques
(Bozzaet al, 2008 ; Romanet al, 2008 ; Zelantet al, 2009 ; Gafferet al, 2009 ; Saijoet
al., 2010). De plus, en réponse au dermatopAyteenhamiagle profil cytokinique généré
par des kératinocytes humains stimutesitro par le champignon indique que la voie Thl7,
plus que la voie Thl, pourrait étre impliquée densnise en place de la réponse immune
protectrice (Shiraket al, 2006). Le flou persiste donc quant aux mécanismpiqués dans
I'établissement d’une réponse immune anti-dermatigsh L'étude de 'immunité innée et de
immunité adaptative doit donc étre investiguéaspén profondeur, pour permettie,fine,
la mise au point de vaccins sars et efficaces eda dermatophytoses tant chez I'animal que
chez 'lhomme.

L’objectif général de ce travail de thése étaitcatribuer a I'étude de la réponse
immune anti-dermatophytes en étudiant les mécasgigmpliqués dans I'établissement de
limmunité antiM. caniset en développant un modele murin de dermatopédoperficielle.
Pour ce faire, ce travail a été divisé en troigipsrLa premiére étude a été consacrée au réle
des PMN félins dans I'établissement de la réponsmune antiM. canis; la deuxiéme a
porté sur I'évaluation des propriétés protectridem constituant sécrété dé. canisnomme
SNI dans un essai vaccinal réalisé chez le cobay&pisieme consistait a développer un
modéle murin de dermatophytose pour évaluer lanm&pdammune générée au cours de
I'infection.

Les résultats obtenus dans la premiére étude émtontré que les PMN félins
produisent du TNFe, de l'IL-1p et de I'IlL-8, qui sont toutes trois des cytokingso-

inflammatoires, lorsqu’ils sont exposés a des asghores vivantes dd. canisainsi qu’a des
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constituants structuraux, représentés par desoapbres tuées par la chaleur, et sécrétés,
constitués par le SNI. Il a été suggéré par d’'sutreteurs que les PMN jouent un réle
important dans la protection en produisant deskaygs pro-inflammatoires dans certaines
maladies fongiques. Ainsi, Schaller et collaborege{2004) ont démontré, en utilisant un
modelein vitro de candidose orale, que l'ajout de PMN a I'épithél humain induit la
production d’IL-Jo, IL-1B, TNF-u et IL-8. Une autre étude a démontré que ces esllul
produisent de I'lL-8 lorsqu’elles sont stimuléasvitro par P. brasiliensis(Acorci-Valério et

al., 2010). D’autres auteurs ont également montrélguevureC. albicans lorsqu’elle est
inactivée par la chaleur, induit la production ddFta, IL-1B et IL-8 par les PMN chez
’homme (Saeguseat al, 2009). Enfin le role des composants sécrétés kats/ation des
PMN a été démontré pour des agents pathogéenegjimsycomme. albicans(Losseet al,
2011) et bactériens tel$richomonas vaginaligNam et al, 2012). Nos résultats, qui
indiguent que les composants sécrétéddeanisreprésentés par le SNI stimulent les PMN
félins, sont donc comparables a ceux observés diansres phénomenes infectieux. Nous
avons également montré que Sub6Mlecanis un constituant sécrété caractérisé, n’est pas
capable d’induire la production de cytokines pritaimmatoires par les PMN félins. Cette
protéase qui est peu exprimié@evitro mais fortemenin vivo (Mathy, 2012), y compris chez
d’autres dermatophytes commebenhamiagStaibet al, 2010), pourrait intervenir dans les
mécanismes d'immuno-évasion comme cela a été déénpatrr d’autres agents pathogénes.
Ainsi, au cours d'une infection &occidioides posadasiiun champignon pathogene
entrainant des maladies respiratoires graves clnemine, le champignon sécrete la
métalloproteinase 1 lors de la différenciation @éeslospores. Cette protéase joue un réle
majeur dans la pathogenese de l'infection. Ellaigksée par le champignon pour échapper a
la reconnaissance par le systéme immunitaire deel’lbt permet donc I'établissement d’'une
infection persistante (Hungt al, 2005). Une autre étude a également démontré gu’un
métalloprotéase de la bactéfiannerella forsythigimpliguée dans les maladies parodontales,
en inhibant I'activité bactéricide du peptide antirabien LL-37, joue un réle important dans
immuno-évasion et contribue au développement é'wéponse inflammatoire chronique
(Koziel et al, 2010). Nos résultats indiquent donc que les Pvidigisent des cytokines pro-
inflammatoires lorsqu’ils sont stimulé@s vitro parM. caniset que les composants fongiques
responsables de cette activation sont de natwetstelle et sécrétée, mais n’incluent pas la
protéase Sub6. Pour vérifier le rbéle potentiel B&N félinsin vivo dans la protection au

cours d’'une dermatophytoseava canis un modele sur souris devrait étre développé.ften, e
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l'utilisation de souris neutropéniques permettdidivaluer rapidement et efficacement le role
des PMN dans la mise en place d’'une réponse immmatectrice au cours d’une infection.

L’évaluation de la production de cytokines par RI8IN félins a été réalisée par
ELISA ainsi que par PCR quantitative. L'interpréiatdes résultats obtenus par gRT-PCR
s’est avérée délicate. En effet, a part une augatient significative pour I'lL-8, le taux
d’ARNm des autres cytokines n'a pas varié de manigrportante. Les trousses ELISA
disponibles dans I'espéce féline étant restreirgesles les cytokines TNket IL-8 ont été
étudiées par ELISA et par qRT-PCR. La sécrétionomamte de TNFe détectée par ELISA
n'était pas corrélée au taux d'expression d’ARNne f(@sultat est surprenant mais des
observations similaires ont été rapportées dangré'a études (Sawant et McMurray, 2007 ;
Saegusat al, 2009). Les PMN matures pourraient étre totalendé@férenciés et ne seraient
donc plus capables de modifier leur taux d’expmssiénique suite a des modifications
environnementales. Néanmoins, plusieurs étudedémbntré que les PMN étaient capables
de réguler leur expression génique lorsqu’ils stimiulés par des agents pathogénes (Fradin
et al, 2007 ; Maet al, 2011). C’est également le cas dans notre étudadjque que le taux
d’ARNm en TNFea augmente de maniére significative dans les PMNog&p au LPS. La
différence observée entre les résultats obtenuEIpi&A et par gRT-PCR pourrait étre liée a
la courte demi-vie des PMN en culture ou, plus pbdement, a la faible quantité d’ARN
gu’ils contiennent en raison de leur teneur élee@echromatine dense (hétérochromatine)
(Dockrell et al, 2007). En effet, 'euchromatine, peu dense, eotde I’ADN actif et c’est
elle qui permet I'expression génique tandis quettéhochromatine contient de I'ADN
principalement inactif qui servirait a des finsusturelles durant les phases chromosomiques
(Olins et Olins, 2003). Des lors, malgré la setisihiélevée de la trousse commerciale
utilisée, la quantité d’ARN total isolé des PMNimél pourrait étre insuffisante pour détecter
une augmentation faible mais significative du tallRRNm du TNFa en réponse a la
stimulation paM. canis

Les résultats obtenus dans la premiére partieetle étude ont donc démontré que les
PMN félins sont capables de produire des cytokipesinflammatoires en réponse a la
stimulation parM. canis Cette activation fait suite a la reconnaissanee PFAMP du
champignon par les PRR des PMN (Kumagaial, 2008). Nous nous sommes donc
intéressés, dans la deuxieme partie de cette étudePRR des PMN qui pouvaient étre
impliqués dans la reconnaissance des constituarts danis Seuls les TLR-2, TLR-4 et la
dectine-1 ont été testés car, selon la littératilsesont plus souvent impliqués que d’autres

récepteurs dans la mise en place de I'immunitdaangique (Balloyet al, 2005 ; Weindlet
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al., 2007 ; Bonfimet al, 2009 ; Skrzypelet al, 2009 ; Acorci-Valéricet al, 2010 ; Saijo et
lwakura, 2011). D’aprés les résultats préliminaigee nous avons obtenus, les TLR-2 et
TLR-4 des PMN félins pourraient étre impliqués ddmseconnaissance des arthrospores
vivantes et tuées dél. canis ainsi que des protéases Sub3 et Sub6. En effet, un
augmentation significative des taux d’expressios TeR-2 et 4 a été observée dans les PMN
stimulés par ces constituants fongiques. Néanm@iosy affirmer que ces récepteurs sont
impliqués dans la reconnaissance des PAMPMdeanis il faudrait réaliser des études
complémentaires, en particulier I'évaluation derdaduction de cytokines pro-inflammatoires
par les PMN apres blocage du TLR-2 et du TLR-4des anticorps. L'utilisation de souris
KO (knockou} pour ces récepteurs permettrait également ddieréleur implication dans
limmunité antiM. canis Des résultats antérieurs menés dans notre lali@erant démontré
gue les kératinocytes félins stimulés par les asiiwres vivantes ainsi que différents
constituants fongiques produisent des cytokinesrgfammatoires telles le TNE; I'IL-1 3 et
'IL-18 (Tabart, 2008). Les TLR-2 et TLR-4 des ki@nacytes félins, qui sont les premieres
cellules rencontrées par le champignon au coursied’imfection, pourraient eux aussi
intervenir dans la reconnaissance des PAMRIdeanis Le réle des TLR des kératinocytes
dans I'immunité antM. canisdevrait également étre investigué.

A l'issue des résultats obtenus pour cette praamgééunde, un schéma des mécanismes
hypothétiques impliqués dans I'activation des PMINNE au cours d'une dermatophytose a
M. canisa pu étre établi (Figure 17). Les arthrosporeanties deVl. canis représentant les
éléments infectieux, ainsi que les composés strawax) représentés par les arthrospores tuées
par la chaleur, seraient reconnus par les PMNdélia les récepteurs TLR-2 et TLR-4. Cela
induirait la stimulation de la voie MyD88 puis dacteur de transcription MB et aboutirait a
la production de cytokines pro-inflammatoires. lpestéases sécrétées Sub6 et Sub3 seraient
egalement reconnues par les PMN félins via lesptéoes TLR-2 et TLR-4, conduisant
cependant a l'inhibition de I'activation de la vd#yD88 et la production de cytokines pro-
inflammatoires. Ces protéases pourraient étre qupks dans des mécanismes d'immuno-
évasion. Le SNI devl. canis un constituant secrété fongique, induit la praidumc de
cytokines pro-inflammatoires par les PMN félins sndli ne serait pas reconnu par les
récepteurs TLR-2 et TLR-4. Il pourrait étre reconpar d’autres récepteurs de surface
appartenant a la famille des TLR (TLR-1, TLR-5, FBRou a la famille des CLR (Dectine-2,
DC-SIGN). Les récepteurs membranaires intracytopigqses tels le TLR-8 et le TLR-9

pourraient également étre impliqués dans la redssaace du SNI.
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Figure 17. Mécanismes hypothétiques impliqués dans l'activades PMN félins au cours
d’'une dermatophytoseMicrosporum canis

AV : arthrospores vivantes ; AT : arthrospores $U€€LR :toll like receptor; MyD88 :
myeloid differentiation factoB8 ; NFB ; nuclear factor-kapp® ; DC-SIGN :dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3 grabbimanintegrin ; SNI : surnageant non
induit

L'objectif de la deuxiéme étude de ce mémoire téthévaluer les propriétés
protectrices du SNI dil. caniscouplé a I'adjuvant MPLA, dans un essai vaccirdilant le
cobaye comme animal expérimental. Les résultasnoistont montré que la vaccination avec
le SNI couplé au MPLA ne confere pas de protecsipres une infection expérimentale et ne
permet pas aux animaux vaccinés de guérir plugquiéeles animaux non vaccinés ayant recu
uniqguement le MPLA. Cependant, les résultats orlebgent démontré que les cobayes
traités préalablement avec I'adjuvant MPLA dévekampsignificativement moins de signes
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cliniques que les cobayes ayant recu du PBS. Le AMRilisé dans notre essai vaccinal
semble donc avoir un effet protecteur partiel aurgad’'une infection expérimentale par
M. canis Le MPLA est un dérivé non toxique de la régidipid A » du LPS qui est reconnu
par le récepteur TLR-4 (Johnsat al, 1987). La stimulation du récepteur TLR-4 induit,
comme cela a été décrit précédemment dans l'inttaxtu (cf. 2.3),in fine la production de
cytokines pro-inflammatoires qui pourraient limiténvasion des structures kératinisées par
M. canis Il a été démontré que le MPLA intervient dangabdissement d’'une réponse
immune innée en augmentant le nombre de cellulagqaytaires sur le site d’infection au
cours d'une infection bactérienne (Romezb al, 2011). De plus, il semble également
impliqué dans la mise en place de I'immunité adapmeaen favorisant la différenciation des
lymphocytes CD4+ en lymphocytes de type Thl prahtigie I'lFNy (Thompsonet al,
2005). Au cours d’'une dermatophytose, il est counamt admis que la réponse immune
protectrice est une réponse cellulaire de type ddsbciée a une DTH (Almeida, 2008 ; Lund
et Deboer, 2008 ; Mignoat al, 2008). Il peut dés lors étre envisagé que I'agfiv\MPLA
utilisé dans cette expérience de vaccination santauoie Thl et contribue a I'établissement
d’'une protection partielle au cours d'une dermayogde aVl. canis Pour tester son réle dans
la mise place d’'une immunité protectrice, des @epéesin vitro etin vivo plus approfondies
devraient étre entreprises. Des tests de stimalatle lymphocytes T paM. canis
préalablement stimulés ou non avec du MPLA, pemaetit de déterminer le profil
cytokinique généré et d’évaluer la prolifératiomiyhocytaire induite. D’autres expériences
in vivo pourraient également étre réalisées. Le MPLA ouétre utilisé pour stimuler le
systeme immunitaire de cobayes juste avant unetiafeexpérimentale B. canis.L’effet
protecteur ou non du MPLA serait alors déterminélggablissement d’'un suivi clinique et
histopathologique des lésions ainsi que par I'as®abju profil cytokinique et de la capacité de
prolifération des lymphocytes T isolés des ganglidrainants.

Les résultats obtenus dans cette deuxiéme étudégalement montré que bien qu'il
produise des DTH chez le cobaye ayant surmonténfieetion expérimentale (Tabart, 2008),
le SNI n’est pas protecteur dans les conditionsalee essai. Une explication possible est que
le SNI est constitué d'un ensemble d’antigenesésésrfongiques et que, parmi ceux-ci,
certains pourraient moduler la réponse immune en@ire au champignon de survivre a
I'intérieur des cellules immunitaires. Un tel phémne a déja été décrit pour un autre
dermatophyteT. rubrum qui est capable de croitre a I'intérieur des mplcages apres avoir
été phagocyté (Campost al, 2006). Par conséquent, la caractérisation etélacton

d’antigénes protecteurs du SNI doivent étre réadiggour permettre le développement d’'un
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vaccin efficace contre la dermatophytos#acanis De plus, le génome dd. canis étant
publié,

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genomeidatophyte comparative/Regions.html

de nouvelles protéases ont pu étre identifieesai@yanadanet al, 2011) et pourront étre
ultérieurement caractérisées et utilisées commeidahvaccinal.

Dans cette expérience de vaccination, nous avwmsargué que les Iésions cutanées
développées par les cobayes infectés n’étaienhpa®genes d’'un animal a l'autre au sein
d’'un méme groupe. Cela a également été observédméunent dans un autre essai vaccinal
réalisé dans notre laboratoire (Vermaital, 2004). De plus, les écarts-types importants
mesurés a partir des données obtenues pour Iesdegtuantification cytokinique, dans les
lymphocytes T restimulés par le SNI ou les arthoosp tuées ddl. canis indiquent que le
cobaye n’est peut-étre pas I'espece animale ig@alel’étude de la réponse immune au cours
d’'une dermatophytose, bien qu’il soit le modélaraalile plus souvent utilisé pour I'étude de
ces infections (Mignort al, 1999b ; Descampst al, 2003b ; Vermouet al, 2004 ; Saunte
et al, 2008 ; Baldoet al, 2010 ; Staiket al, 2010 ; Grumbtt al, 2011). Le caractere non
consanguin de cette espéece est sans doute arl®uig la grande variabilité interindividuelle
observée dans notre expérience de vaccinationute, son colt relativement important et le
mangue d’outils génétiques et immunologiques digpes chez cette espece plaident pour
l'utilisation d’'un autre modele animal. Le caraete&ronsanguin, le faible colt, ainsi que la
grande variété d’outils disponibles chez la soerigont a priori un modele idéal pour I'étude
de la pathogenése des dermatophytoses (Véhitd, 2008). L'établissement d’'un modéle
murin de dermatophytose est donc fortement soudait&oncernanM. canis I'utilisation
de souris déficientes en TLR-4 permettrait d’évalilgement le réle de ce récepteur dans

limmunité antifongique.

Suite aux résultats obtenus dans la deuxieme gldmisieme partie de cette these
s’est naturellement concentrée sur I'établisserdemt modéle murin de dermatophytose. Les
dermatophytes utilisés dans cette expérience étiienanis,principal dermatophyte étudié
dans notre laboratoire et dont I’h6te naturel estHat (Pier et Moriello, 1998). benhamiae
affectant principalement les cobayes Aetvanbreuseghemresponsable de dermatophytose
chez le chat et le chien principalement (Droabtal, 2009). Nous avons mis au point un
modele murin de dermatophytose A. benhamiae et A. vanbreuseghemiiutile et
reproductible En effet, les signes cliniques développés par desis infectées par ces deux

dermatophytes étaient homogenes d’'un individu atréa représentatifs d’'une infection
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naturelle et disparaissaient spontanément. Conteles souris infectées pht. canis 40 %
d’entre elles seulement présentaient des sympt@imetermatophytose. De plus, les lésions
cutanées étaient tres discréetes par comparaisoo eekes développées par les souris
infectées paA. benhamaieet A. vanbreuseghemiNotre modéle murin, tel quel, n’est donc
pas au point pour une infection 8. canis et nécessite des adaptations. Une
immunodépression transitoire, a I'aide de glucacoites, permettrait peut-étre de favoriser
le déclenchement de I'infection plt. canis Cette technique a déja été utilisée pour établir
des modeles d’infections fongiquesCaalbicans(Mosci et al, 2013) etAspergillus terreus
(Slesionaet al, 2012). Dans notre modéle murin, nous avons effeaine infection
expérimentale se rapprochant le plus possible dinfieetion naturelle, mais le recours a des
subterfuges favorisant I'établissement d’une inéecest parfois indispensable.

Les résultats obtenus pour [linfection expérimintgpar A. benhamiae et
A.vanbreuseghemiont montré que ces deux dermatophytes induisentétons cutanées
inflammatoires et colonisent les structures kérsties de I'épiderme et des follicules pileux,
ce qui est comparable a ce que Staib et collahosa{@010) ont observé chez des cobayes
infectés expérimentalement paAr benhamiae L'avantage majeur de notre modele murin
consiste en 'homogénéité des symptdomes cutanésnass entre les animaux infectes,
contrairement a ce qui est observeé chez le cobégmnutet al, 2004).

En plus d’avoir établi un modéele murin de dermhtapse induisant des lésions
macro-et microscopiques comparables a celles obseiors d’'une infection naturelle, nous
avons évalué la nature des cellules immunes reggér le site d’infection. Les marquages
immunofluorescents réalisés sur les biopsies deau mka souris infectées par les deux
dermatophytes ont mis en évidence un recrutemeporiant de PMN ainsi que, dans une
moindre mesure, de macrophages et de DC. Dans delend’infection arT. quinckeanum
les PMN sont également recrutés en grand nombre dmnpeau de souris infectées
expérimentalement. De plus, la présence de PMNitaudinfection constitue un indice
histologique majeur dans le diagnostic des dernfigtoges chez 'lhomme (Ackerman, 1997).
Ces cellules pourraient donc jouer un réle nonigégble dans la mise en place d'une
réponse immune lors d’infections A benhamiaeet A. vanbreuseghemiiAu cours des
dermatophytoses provoquées plarrubrum et T. quinckeanumles PMN, ainsi que les
macrophages, jouent un réle important dans I'imnguwia la phagocytose et la production
d’ions superoxydes (Calderon et Hay, 1987 ; CaldetasShennan, 1987). Plus récemment, il
a été démontrén vitro qu’A. benhamiaenduit la formation du NET par les PMN, qui
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constitue un troisieme mécanisme de défense migaeer par ces cellules (Heddergetttal,
2012).

En plus des PMN et des macrophages, les résolé&sus ont démontré que les DC
sont recrutées dans la peau des souris infectéds. panhamiaet A. vanbreuseghemiCes
cellules, dont le principal role est de présentartigene aux lymphocytes T, sont impliquées
dans la mise en place d’'une réponse immune primeciu cours d'une dermatophytose. En
effet, lorsqu’elles sont stimulées pAr benhamiagles DC produisent des cytokines pro-
inflammatoires (Heddergott al, 2012). Ces cellules, ainsi que les cellules degkehans,
expriment un PRR spécifique, le DC-HIL (Shikamed al, 2001), qui leur permet de
reconnaitre des composants fongiqued deibrumet deMicrosporum audouini{Chunget
al., 2009). La mise en évidence de ces cellules dangehu au cours d'une infection
expérimentale aA. benhamiaeet A. vanbreuseghemisuggére que les DC pourraient
intervenir dans [I'établissement d'une réponse imeuadaptative en stimulant les
lymphocytes T via leur CMH Il. Nous avons démormgue de nombreuses cellules exprimant
le CMH Il sont recrutées dans la peau des soufextées par les deux dermatophytes. Les
DC, ainsi que les macrophages, tous deux exprinea@MH Il a leur surface (Bryant et
Ploegh, 2004), sont recrutés dans la peau desssanigectées parA. benhamiaeet
A. vanbreuseghemiCes résultats indiquent que ces cellules pountaieoir un réle essentiel
dans I'établissement d’'une réponse immune anti-dexphytes.

Afin d’évaluer la nature de la réponse immune gé&méau cours de linfection
expérimentale, nous avons mesuré le taux d’ARNmiffiérentes cytokines produites dans la
peau des souris infectées. Le profil cytokiniquaégé suite a linfection par les deux
dermatophytes est un profil pro-inflammatoire ctasé par la production de TGH4L-1p
et IL-6. Ces cytokines sont impliquées dans l'ésseiment de la voie Thl7. Plus
précisément, chez la souris, la voie Thl7 est tedpar le TGH et I'lL-6 (Bettelli et al,
2006) tandis que chez 'homme, le TGHIL-1 B, I'lL-6 ainsi que I'lL-23 interviennent dans
I'établissement de cette voie (Wilsat al, 2007 ; Volpeet al, 2008). En outre, le taux
d’ARNm de [l'IL-22 est également augmenté chez lesiris infectées par les deux
dermatophytes. Cette cytokine, qui est produite lparlymphocytes Th17 (Stockinger et
Veldhoen, 2007), joue un réle majeur dans I'établisent de I'immunité de la peau et des
mugueuses (Wollet al, 2004). L'’ensemble de ces résultats indiqgue queola Thl7 est
probablement impliquée dans la mise en place diomaunité protectrice au cours d’une
dermatophytose &@. benhamiaeet A. vanbreuseghemiiCependant, il a été récemment

démontré chez 'homme, I'existence d'une quatriesoeis-population de lymphocytes T
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helperproduisant de I'lL-22 mais pas d’'IL-17 ni d’'IFN{Duhenet al, 2009 ; Eyericlet al,
2009 ; Trifariet al, 2009). La voie Th22, que ces cellules représaigiet, pourrait également
intervenir dans 'immunité anti-dermatophytes. N@aims, I'existence de cette voie n’est pas
encore clairement établie aujourd’hui et l'avis degentifiques diverge sur ce sujet. Nous
considérerons dans notre travail que I'lL-22 estoage a la voie Th1l7 qui aurait un réle
prépondérant dans I'établissement de I'immunité@etmatophytes au cours d’une infection
a A. benhamiaeou A. vanbreuseghemiiCette hypothése est renforcée par le faible taux
d’ARNm de I'lL-10 produit dans la peau des sounifectées. En effet, cette cytokine diminue
la réponse inflammatoire en activant les celluleegT (Sabatet al, 2010). Enfin, le
recrutement important de PMN dans les lésions dagiss infectées par les deux
dermatophytes renforce également cette théoriendabreuses recherches démontrent les
liens étroits qui existent entre les PMN et lesutet Th17 (Roussedt al, 2010 ; Griffinet

al., 2012 ; Hsuet al, 2013). Plus particulierement, les lymphocytes 7Tp&uvent attirer les
PMN au site d’'infection directement en produisaatl'tL-8 ou de maniere indirecte via la
production d’'IL-17A et d’'IL-17F. Ces deux cytokin@suisent I'expression de médiateurs
pro-inflammatoires tels I'lL-1, I'lL-6, I'lL-8, le TNF-a, le G-CSF ¢ranulocyte colony-
stimulating factoy et le GM-CSF @ranulocyte-macrophage colony-stimulating fagtagui
recrutent et activent les PMN (Pelletedral, 2010).

Le profil cytokinique ainsi que les cellules imnasnrecrutées sur le site d’infection
nous permettent donc d’envisager que la voie Thighiendrait dans I'établissement d’'une
réponse immune protectrice au cours d'une dermgtopd a A. benhamiae et
A. vanbreuseghemiPour vérifier cette hypothése, I'expression di@sitcytokines pro-Thl
(IFN-y, IL-12p35), pro-Th2 (IL-4, IL-5) ou encore pro-Thi(IL-17, IL-23) devrait étre
évaluée dans la peau des souris infectées ou @snganglions drainant la peau. La
caractérisation du profil cytokinique et ainsi lssenen évidence de la voie impliquée dans la
réponse immune protectrice a I'égard des différedésmatophytes permettraient de
contribuer a la mise au point d’'un vaccin efficarechoisissant de maniere plus pertinente
'adjuvant approprié ainsi que les candidats vaaci Les essais de vaccination pourraient,
des lors, étre effectués a l'aide des modéles mudan dermatophytose A benhamiaeet

A. vanbreuseghemmis au point lors de ce travail

En conclusion, I'ensemble de ce travail a con#&iba [élargissement des
connaissances sur la réponse immune au cours dameatophytose M. caniset a permis

'établissement d’'un nouveau modele murin de deopfattose aA. benhamiae et
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A. vanbreuseghemiiCe modeéle est approprié pour I'étude de la répansaune anti-
dermatophytes. Les résultats obtenus a l'issuestie thése devraient donc faciliter la mise au

point de nouveaux outils thérapeutiques et/ou pragtiques pour lutter contre les
dermatophytoses.
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