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Introduction

Les interactions qui peuvent se produire entre les plaquettes et les bactéries au cours des
infections jouent un réle particulierement important dans la pathogenése de 1’endocardite
infectieuse (EI), et notamment dans les complications emboliques qui y sont associées.

L’endocardite infectieuse (EI) est définie comme une infection des valves cardiaques ou de
I’endocarde 1ésé ou sain, consécutive au passage dans la circulation sanguine de
microorganismes. L’EI est une pathologie rare et dont I’incidence est relativement stable depuis
ces derniéres années, malgré des modifications de son épidémiologie. Il s’agit également d’une
pathologie sévére malgré I’amélioration de la prise en charge thérapeutique avec une mortalité
hospitaliére de I’ordre de 20%, une mortalité a 5 ans de 40% et une morbidité non négligeable,
particulierement imputables aux complications emboliques survenant au décours de la maladie.
Ces derniéres peuvent ainsi toucher tous les territoires, cerveau, rate et rein le plus souvent pour

les EI gauches, poumons pour les EI du cceur droit.

En raison du rbéle majeur des plaquettes dans la genése de ces complications,
I’administration d’antiplaquettaires au décours de ces pathologies présente un intérét.
Toutefois, il existe peu d’études in vitro qui se sont intéressées a 1’effet des différentes classes
d’antiplaquettaires en fonction des especes et des souches bactériennes.

Nous faisons I’hypothése que 1’agrégation plaquettaire induite par les bactéries varie en
fonction des espéces et des souches testées, et que I’effet des traitements antiplaquettaires varie
également en fonction des espéces et des souches bactériennes. Nous avons travaillé sur
différentes souches de S. aureus et S. sanguinis, en utilisant en parallele une approche
fonctionnelle par agrégomeétrie pour déterminer les profils d’agrégation plaquettaire induite par
les bactéries et une approche phénotypique par cytométrie de flux pour déterminer les profils

d’activation plaquettaire induite par les bactéries.

Ce travail présentera les généralités sur 1’épidémiologie et la physiopathologie des EI
afin de restituer le réle des plaquettes dans cette affection, puis nous nous intéresserons aux
mécanismes d’interaction entre plaquettes et bactéries, particuliecrement S. aureus et S.
sanguinis, et enfin nous présenterons les résultats de notre étude sur I’utilisation des

antiplaquettaires dans un modeéle in vitro d’interactions plaquettes-bactéries.
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PARTIE I :
Généralités sur les Endocardites Infectieuses
et Mécanismes d’interaction
Plaquettes-Bacteéries
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I- Généralités sur les Endocardites infectieuses
1. Définition

L’endocardite se définit comme une inflammation de 1’endocarde qui correspond a une
inflammation de I’endothélium tapissant la surface interne du cceur, notamment au niveau des
cavités et des valves cardiaques. Elle est le plus souvent d’origine infectieuse (majoritairement
bactérienne, plus rarement fongique), et peut ainsi toucher les valves cardiaques ainsi que tout
matériel implanté tel que les prothéses valvulaires, pacemakers, défibrillateurs, ou encore les
cathéters veineux centraux. Elle peut plus rarement étre d’origine inflammatoire (a la phase
aigué du rhumatisme articulaire aigu ou dans le cadre de maladies de systéme) ou d’origine
néoplasique.

Il s’agit d’une pathologie rare mais grave, mettant en jeu le pronostic vital, avec des

conséquences a long terme chez les patients qui y survivent.

Les manifestations cliniques sont représentées par une altération de 1’état général du patient, de
la fievre et la détection de la présence d’un souffle cardiaque, qui traduit directement la présence
d’une 1ésion valvulaire. Il existe toutefois une importante variabilité clinique de 1’endocardite
infectieuse et une complexité qui rendent nécessaire une prise en charge individuelle pour

chaque patient.

Les complications de cette affection peuvent étre multiples :
- Insuffisance cardiaque
- Abces cardiaque (troubles de la conduction)
- Insuffisance rénale
- Anévrismes infectieux
- Hémorragies

- Embolies (cérébrales, spléniques...).

2. Epidémiologie

L’EI est une pathologie rare avec une incidence de 3 a 7 cas pour 100 000 personnes/an
(1) dans la population contemporaine d’apres les études les plus récentes. Ainsi, en France,
I’incidence annuelle est de 33.8 cas par million d’habitants, soit environ 2000 personnes

atteintes chaque année, avec une prédominance de la maladie chez les hommes (2). Cette
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incidence est stable au cours des quarante dernieres années avec une incidence qui stagne autour
des 30 cas par million d’habitants. Aux Etats-Unis, I’incidence est un peu plus élevée et a été
évaluée a 15 cas pour 100 000 habitants ce qui représente environ 17 000 personnes par an (3).

Toutefois, son épidémiologie varie beaucoup selon les zones géographiques (4).

Il s’agit d’une pathologie de 1’adulte, avec un age moyen de 62,3 ans (2), I’incidence de la
maladie augmentant a partir de 50 ans avec un pic de survenue chez les hommes de 70-79 ans.

Elle touche davantage les hommes (60 a 70% des cas) que les femmes (2).

|Wsmen 104
200 + mhMen W

141

Incidence per Million Population
]
o

o8 &8

1 |
20-24 2529 30-34 3539 4044 4599 50-54 5550 6064 6569 70-74 7579 80-84 8589 9094 =85
Age, years

Figure 1: Incidence de I'endocardite infectieuse en fonction de I'age et du sexe

D ‘apres Selton-Suty et al. (2)

Malgré une incidence stable et les progres médicaux et chirurgicaux, I’EI est caractérisée par
une augmentation de la morbi-mortalité et représente désormais la troisieme ou quatrieme cause
la plus fréquente d’infections mettant en jeu le pronostic vital, apres le sepsis, la pneumonie et
les abcés intra-abdominaux. Une modification des caractéristiques des patients atteints d’EI est
néanmoins constatée avec une augmentation de la moyenne d’age, une plus grande proportion
de patients porteurs de valves prothétiques et autres dispositifs cardiaques, associées a une
diminution des cardiopathies rhumatismales, ces dernieres étant historiquement le facteur de
risque prédominant d’El (1). Il existe également récemment une augmentation des cas chez les

patients sans cardiopathie antérieure connue (2).

La multiplication des gestes invasifs a risque de bactériémie a conduit a une augmentation des

EI associées aux soins, représentant désormais presque 30% de 1’ensemble des endocardites

(5).
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Figure 2 : Incidence de I’endocardite infectieuse dans la population masculine en
fonction de I’age et du mode d’acquisition

D apres Selton-Suty et al. (2)

A noter qu’un tiers des patients décéderont dans I’année qui suit le diagnostic et que la mortalité

sans traitement est de 25%.

Enfin, les endocardites chez les enfants sont des pathologies extrémement rares.

3. Pathogenes responsables

Les pathogeénes responsables d’EI sont des germes équipés de facteurs d’adhésion a

I’endocarde, 1ésé ou non.

Historiquement, les streptocoques oraux étaient les premiers germes impliqués dans les EI, mais
le profil microbiologique, comme le profil clinique a considérablement évolué et de nombreuses
études récentes montrent que Staphylococcus aureus représente désormais la premiére cause
d’El dans les pays industrialisés, avec une incidence de 80 a 190 cas pour 100 000 habitants par
an (6-9). Une diminution de la prévalence des EIl a streptocoques oraux associée a une
augmentation de celles a S. aureus et aux staphylocoques a coagulase négative ont ainsi été
constatées. L’augmentation de I’EI a S. aureus peut étre en grande partie attribuée a
I’augmentation des procédures invasives et/ou des situations a risque, incluant la présence de
dispositifs intravasculaires. En effet, les infections associées aux soins sont responsables d’un

quart a la moitié des El a S. aureus rapportées dans 1’étude de Fowler et al (10).




Finalement, les staphylocoques et streptocoques sont actuellement responsables de 80% des El
mais ces proportions sont variables en fonction des régions, et les entérocoques sont les

troisiemes germes incriminés dans les EI (11).

Morth America

O Enterococcus OVvGs
W HACEE [ Streptococcus bovis
[ Fungal W Other streptococci

B Culturs negative

B Streptococci

[ Staphylococcus aureus
O CeNs

O Other

menz
South America

Figure 1| Global epidemiclogy of causative pathogens involved in IE. The causative agent= of infective endocarditis
(IE) differ geographically. Data from Murdoch et al®. CoNS, coagulaze-negative staphylococei; HACEK. Haemophilus =pp..
Aggregatibacter spp.. Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens and Kingella spp; VG5, viridans group streptococei.

Figure 3 : Epidémiologie globale des pathogénes responsables d’'El
D’apreés Holland et al. (12)

Actuellement, un micro-organisme est identifié dans 90% des diagnostics d’EI 1l s’agit des
principaux germes cités précedemment, soit les staphylocoques, streptocoques et entérocoques.
Cependant, dans 10% des cas, I’hémoculture est négative et ceci peut étre la conséquence de
trois situations :

- La mise en place d’une antibiothérapie préalable ;

- Une EI due a un micro-organisme de croissance lente ou difficile : streptocoques
déficients, Brucella, levures. Les bactéries du groupe HACEK (Haemophilus
parainfluenzae, H. aphrophilus, H. paraphrophilus, H. influenzae, Aggregibacter
actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, Kingella
kingae) sont fréquemment classées dans ce groupe. Il faut pourtant retenir que ce sont
des bactéries poussant facilement sur les milieux de culture couramment utilisés ;

- Une EI due a un germe intracellulaire (Coxiella burnetii, Bartonella, Chlamydia,

Tropheryma whippleii).
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4. Physiopathologie

1- Portes d’entrée et sujets a risque

Les portes d’entrée du germe peuvent étre multiples et ne sont formellement identifiées que

dans 50% des cas. Les portes d’entrée dentaire, digestive, cutanée, ou encore urinaire sont les

plus fréeguemment retrouvées, mais les portes d’entrée iatrogénes sont également de plus en

plus fréquentes : cathéters, pacemakers, chirurgie cardiaque.

L’EI survient majoritairement chez les sujets a risque, sur un endocarde le plus souvent

antérieurement pathologique, les cardiopathies a risque étant représentées par :

La présence de prothéses valvulaires,

Des antécédents d’endocardite,

L’existence d’une cardiopathie congénitale,

Des valvulopathies dont bicuspidie aortique,

La présence d’autres cardiopathies (dont cardiopathie rhumatismale),

Les porteurs de pacemaker ou défibrillateur.

Toutefois, d’autres facteurs de risque ont également été identifiés : 1’usage de drogues par voie

intraveineuse, I’infection par le VIH, le diabéte, 1’hémodialyse, les soins dentaires, les

dispositifs de soins invasifs et le contact avec le systeme de santé de maniere plus générale.

Enfin, les endocardites surviennent également plus souvent sur des terrains immunodéprimés

(cancers, traitements immunosuppresseurs), d’autant que ces patients présentent fréquemment

une porte d’entrée au travers des cathéters de perfusion a demeure.

L’EI n’est pas une seule et unique maladie mais peut en réalité présenter des aspects tres

différents en fonction du premier organe impliqué, de la pathologie cardiaque sous-jacente, du

microorganisme responsable, de la présence ou [’absence de complication et des

caractéristiques du patient.

Ainsi, il faut distinguer différents types d’endocardites, notamment selon le caractere «a

risque » ou non des patients :

El sur valves natives lésées: valvulopathie congénitale, rhumatisme cardiaque
chronique, lésions dégénératives des valves provoquant des sténoses aortiques ou des
régurgitations, antécédents d’endocardite infectieuse, insuffisance valvulaire. Ces El se
traduisent généralement par une atteinte du coeur gauche. Elles concernent 50% des

patients, généralement agés de plus de 60 ans.
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- El sur valves natives saines (40% des cas) : le patient présente un cceur apparemment
sain, mais I’EI peut en fait révéler une anomalie jusque-la non diagnostiquée.

- Elsur prothése valvulaire : infections précoces aprés 1’opération par introduction d’un
inoculum bactérien, fréquentes et graves, dont I’incidence est en augmentation.

- El sur stimulateur cardiaque et défibrillateur automatique implantable (DAI). Ces
El surviennent le plus souvent dans I’année suivant I’implantation, secondaire a une
contamination peropératoire.

- El chez les usagers de drogues par voie intraveineuse. Ce profil concerne des sujets
jeunes autour de 30-40 ans avec une atteinte plus fréquente du ceeur droit et implication
de la valve tricuspide dans 50% des cas. Il n’existe pas de lésions préexistantes chez une
majorité de patients, ce sont des formes séveres d’EI.

- El nosocomiale, dont I’incidence est en forte augmentation.

Parmi les endocardites sur valve native, I’incidence des valvulopathies est en nette régression,
ne représentant plus que 6 a 20% des endocardites infectieuses. Deux cardiopathies sont
cependant en augmentation : la bicuspidie aortique et le prolapsus valvulaire mitral. Les autres

cardiopathies congeénitales représentent une étiologie stable d’endocardite.

2- Formation de la végétation

En situation physiologique, I’endothélium vasculaire est résistant a la colonisation
bactérienne du fait de sa structure et du flux sanguin constant. La survenue d’une EI nécessite

donc plusieurs événements indépendants simultanés.

Ainsi, la formation de la végétation fait classiguement suite a une lésion locale de
I’endothélium. Cette lésion peut étre mécanique, provoquée par les flux sanguins turbulents
causés par une cardiopathie structurale sous-jacente ou par la présence d’un dispositif
intracardiaque. Elle peut aussi se développer a partir des conditions systémiques qui provoguent
une inflammation endothéliale, ce qui entraine I’expression de récepteurs qui favorisent le dép6t
local de fibronectine. Ce dernier phénomeéne a été particulierement décrit chez les patients
atteints de pathologies dégénératives valvulaires, de tumeur maligne, de troubles du tissu
conjonctif, d’états d’hypercoagulabilité, de sepsis, de consommation de drogues par voie

intraveineuse ou encore de brilures.
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Sur cet endocarde 1ésé, 1’exposition du sous-endothélium pro-coagulant et pro-adhésif favorise
I’adhésion de plaquettes au collagéne et au facteur Von Willebrand qui se retrouvent exposés a
la surface du sous-endothélium via leurs récepteurs : la GpVI, I’intégrine 021 et la GpIb-1X-
V, ce qui favorise la formation du thrombus plaquettaire. A la suite de cette adhésion se produit
I’activation plaquettaire, qui aboutit finalement a une agrégation des plaquettes entre elles grace
a un changement de conformation de I’intégrine allbf3 par une signalisation « inside-out » qui
permet son activation et par conséquent la liaison du fibrinogene (ou plus rarement du facteur
VVon Willebrand) a cette intégrine. Cette liaison va alors déclencher a son tour une signalisation

« outside-in », qui représente une boucle d’amplification de ce phénomeéne (13).

Le thrombus ainsi formé, appelé végétation dans le cadre de I’El, est constitu¢ de plaquettes,
fibrine, fibronectine, de protéines plasmatiques et plaquettaires et de cellules inflammatoires,

et représente alors une matrice idéale a la fixation de germes (14).

Pathogens i
gain (transient) !
access to the J;' !
1
'
1
1

(injured orlnﬂamad:l'

"' b Adherenceh}:
B valve surFac,en

ss « bloodstream

'th. Activated platelet O Bacterium - Proteins (e.g. fibrin)
3 Endothelial cell Subendothelial matrix e Cytokine

Figure 4 : Pathogenese de I'El
D’apres Holland et al. (12)

Lors d’une bactériémie transitoire, provoquée spontanément lors de la mastication, du brossage
de dents mais aussi d’autres activités quotidiennes, ainsi que pendant des procédures
microchirurgicales non stériles, les bactéries vont pouvoir adhérer a la végétation, qui était
jusque-la stérile, et cette adhésion implique les tissus valvulaires et des récepteurs bactériens.

Les bactéries vont ensuite pouvoir persister et croitre dans les Iésions cardiaques.
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De plus, les bactéries adhérentes attirent et activent les monocytes sanguins pour produire plus
de Facteur Tissulaire (FT) et de cytokines. Les cytokines et autres facteurs pro-coagulants
contribuent ainsi a 1’élargissement de la végétation, au délabrement et a la destruction des tissus
valvulaires et a I’extension a I’espace péri-valvulaire. Il existe alors une possibilité de

dissémination embolique aux autres organes distants, notamment le rein, la rate et le cerveau.

Dans le cas des lésions inflammatoires, le mécanisme différe de ce qui se produit pour les
Iésions mécaniques. En effet, les cellules endothéliales répondent a une inflammation locale par
I’expression de diverses molécules telles que les intégrines de la famille B1 qui lient la
fibronectine a la surface de I’endothélium. Une surface adhésive est alors disponible pour les

bactéries circulantes (15).
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Figure 5 : Mécanismes de I'endocardite infectieuse a S. aureus

D’apres Esquer Garriguos et Sohail (16)

Toutefois, I’EI peut également survenir sur une valve « normale », et I’inflammation
endothéliale est supposée étre le facteur prédisposant menant a la formation de la végétation
plutét qu’une Iésion mécanique. Liesenborghs et al. (17) ont tres récemment étudié les
mécanismes de formation de la végétation sur un modele murin d’El induite par une
inflammation. Ils démontrent qu’une augmentation de la sécrétion du facteur Von Willebrand

et de la P-selectine, ainsi qu’une diminution de I’expression de la VE-cadhérine sont les étapes
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inaugurales de la formation de la végétation, ce qui n’est pas le cas dans le modele d’EI
Iésionnelle. De plus, dans le modéle d’EI induite par 1’inflammation, les agrégats thrombus-
plaquettes adhérent a I’endothélium intact et une adhésion bactérienne augmentée a été
constatée, alors qu’aucune adhésion bactérienne n’a été constatée chez les souris avec

bactériémies mais sans inflammation de I’endocarde.

L’adhésion bactérienne précoce est donc un facteur indispensable pour développer une El, quel
que soit le mécanisme, et la capacité des micro-organismes a former des végétations sur la

surface de I’endocarde dépend ainsi d’'une combinaison de facteurs de 1’hdte et du pathogene.

5. Manifestations cliniques et complications

La présentation typique de I’EI associe un syndrome infectieux, des signes cardiaques et des

signes extracardiaques.
1- Le syndrome infectieux

Un des symptomes majeurs de 1’EI est représenté par la fievre, retrouvee chez 80% des
patients (6). Elle peut étre isolée, ou associée a d’autres manifestations telles qu’une altération
de I’état général, un amaigrissement ou une splénomegalie (11% des cas). Cette derniére est
plus fréquemment observée dans les formes chroniques de I’EI, et peut étre particulierement

douloureuse en cas d’embolie ou d’infarctus splénique.

A noter que toute fievre chez un sujet porteur d’un souffle cardiaque doit faire évoquer le
diagnostic d’endocardite et pratiquer des hémocultures. La fiévre est toutefois moins

fréeqguemment retrouvée chez les patients ages ou immunodéprimés.

2- Les signes cardiaques

L’apparition d’un souffle cardiaque ou sa modification est constatée chez 48% des patients
et représente le deuxiéme signe majeur de 1’endocardite. L’EI peut également étre révélée par
une complication cardiaque, qui sera la premiére cause de mortalité et la premiére indication
chirurgicale a la phase aigué de I’EI (9). Ainsi, la complication la plus fréquente est

I’insuffisance cardiaque, le plus souvent gauche.
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3- Les manifestations extracardiaques

Elles sont diverses et sont principalement représentées par :

- Les signes cutanéo-muqueux : inconstants, mais possédant une grande valeur
diagnostique. Ils sont la conséquence de phénomenes vasculaires et immunologiques :
le « faux panaris » d’Osler (nodosités rouges retrouvées principalement au niveau de la
pulpe des doigts ou des orteils), les plaques de Janeway (placards érythémateux
retrouveés au niveau de la plante des pieds ou de la paume des mains, ils sont trés rares,
présents chez seulement 5% des patients), I’hippocratisme digital qui est plus
fréquemment présent, et enfin un purpura pétéchial peut étre fréquemment observé mais
il s’agit d’un signe trés faiblement spécifique, retrouvé au niveau oculaire sous forme
de purpura conjonctival ou de taches de Roth (hémorragies associées a des exsudats
blanchatres), chacun présent dans 5% des cas ;

- Les signes articulaires : frequents, représentés par des arthralgies, lombalgies ou
encore myalgies, les arthrites pouvant étre de toute localisation avec S. aureus, mais
également par une spondylodiscite a streptocoque ou autres agents pathogenes ;

- Les signes neurologiques : ils peuvent étre révélateurs de I’EI et ont une valeur

pronostique péjorative.

6. Complications

De nombreuses complications peuvent survenir au décours de I’EI et influencent fortement
le pronostic de la maladie. Ainsi le type de germe responsable, le moment du diagnostic,
I’existence d’une complication, d’une insuffisance cardiaque ou encore le terrain du patient

chez lequel elle se produit vont avoir des conséquences sur 1’évolution de 1’EI et son pronostic.
1- Complications cardiaques

Ce sont logiquement les complications retrouvées le plus souvent et qui sont parmi les plus
graves. L’insuffisance cardiaque peut ainsi compliquer I’EI. Elle survient a la suite des Iésions
valvulaires qui entrainent des fuites valvulaires pouvant étre séveres. Sa survenue constitue un
signe de gravité majeur et peut donner lieu fréguemment a une intervention chirurgicale, qui

améliore son pronostic (18).
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D’autres complications cardiaques peuvent étre observées telles que 1’apparition de troubles de
la conduction auriculo-ventriculaire, dépistés sur 1’électrocardiogramme, les abcés péri-
valvulaires, t¢moignant d’une extension importante de I’infection, une atteinte péricardique ou

encore myocardique, rare.

2- Complications emboliques

Elles représentent une complication majeure de I’EI, pouvant mettre en jeu le pronostic
vital. Une embolisation systémique est retrouvée dans 22 a 50 % des El (2,19). Les
complications emboliques sont particulierement associées aux El sur valve prothétique (20), et
sur valve mitrale (21), aux EI associées a I’utilisation de drogues par voie IV (22), a I’age (23)
et aux El causées par certains micro-organismes tels que S. aureus (21), S. bovis (24), ou encore

Candida spp.

Ces evenements emboliques sont provoques par le détachement et la migration de morceaux de
la végétation cardiaque. Elles peuvent survenir avant le diagnostic, mais aussi pendant le
traitement de la maladie ou encore aprés que le traitement soit fini, bien que la plupart de ces
évenements se produisent dans les 2 a 4 semaines qui suivent le diagnostic de la maladie
(25,26). Ainsi, le risque de nouvel évenement embolique survenant aprés initiation de
I’antibiothérapie n’est plus que de 6 a 21% en fonction des études (25-27). Les emboles se
localisent dans des territoires artériels majeurs tels que le cerveau, les poumons, les arteres
coronaires, la rate, I’intestin, le rein et les extrémités (8). Les territoires les plus fréqguemment
atteints sont le cerveau et la rate, particulierement dans les El atteignant le cété gauche du ceeur,
tandis que I’embolie pulmonaire est plus fréquente dans les EI sur valve native du coté droit et

les EI sur pacemaker.

Jusqu’a 65% des événements emboliques peuvent impliquer le systéme nerveux central (SNC)
et plus de 90% des embolies du SNC sont situées au niveau de la distribution de 1’artere
cerébrale moyenne (28). La survenue d’un accident vasculaire cérébral (AVC) augmente la
morbidité et la mortalité de 1’EI (29).

De maniére surprenante, les événements emboliques peuvent passer totalement inapercus chez
20 a 50% des patients atteints d’EI, particuliérement lorsqu’ils se produisent dans la circulation

cérébrale ou splénique, et peuvent étre diagnostiqués par 1’imagerie non-invasive (27,30). Une
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chirurgie précoce est alors recommandée pour les patients dont le risque de survenue

d’éveénements emboliques est le plus élevé.

La réalisation d’échocardiographies transthoracique et transoesophagienne est importante pour
la prédiction des événements emboliques chez les patients atteints d’EI (27). En effet, les
caractéristiques morphologiques de la végétation observée a 1’échocardiographie fournissent
des informations importantes sur le risque de survenue d’embolie, et par conséquent
particulierement utiles quant a la conduite a tenir avec le patient. Des études d’association entre
risque embolique et taille et mobilité des végétations ont été menées depuis une vingtaine
d’années. Thuny et al. ont ainsi montré que des végétations de taille supérieure a 10 mm, ainsi
qu’une mobilité¢ sévere de ces végétations ¢taient prédictifs de nouveaux évenements
emboliques avec une mortalité a 1 an de 20.6% (31). De plus, des végétations de taille
supérieure a 15 mm sont fortement prédictives de mortalité a 1 an indépendamment des autres
facteurs de prédiction de mortalité et des comorbidités. Il existe donc un intérét majeur a

pratiquer une échocardiographie de maniére précoce dans le diagnostic de I’EI.

Enfin, le traitement antibiotique devra faire diminuer la taille de ces végétations pour un
meilleur pronostic. Les patients dont les vegétations ne diminuent pas voire augmentent de taille
pendant 1’antibiothérapie présentent deux fois plus d’événements emboliques que ceux dont la

taille de la végétation diminue (32).

3- Complications neurologiques

Elles sont retrouvées chez 15 a 30% des patients avec une EIl et sont provoquées
majoritairement par une embolisation de la végétation provoquant une occlusion des artéres
cérébrales, et pouvant conduire a un AVC ischémique ou hémorragique, ou a un accident
ischémique transitoire. L’hémorragie cérébrale est la complication neurologique la plus grave

de I’EI mais elle est heureusement peu fréquente.

Néanmoins, la dissémination des fragments emboliques infectés peut également provoquer la
survenue de méningites ou encore d’abces cérébraux. Des encéphalopathies toxiques peuvent

également étre observeées.

Finalement, les manifestations neurologiques correspondent aux premiers signes de I’EI chez

presque 50% des patients (28), et elles sont significativement plus associées aux EI provoquées
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par S. aureus (29% VS 10% pour les autres étiologies dans 1’étude d’Heiro et al. (28)). Aucune
différence n’est constatée selon que I’EI atteint les valves aortiques ou mitrales. Enfin, ces
complications sont associées a une surmortalité ainsi qu’a la présence de séquelles chez les

patients, particuliérement en cas d’AVC.

4- Complications rénales

Ces complications sont liées aux phénomeénes immunologiques qui se produisent dans la
physiopathologie de I’EI et correspondent & une protéinurie, une hématurie (25% des cas) voire
une insuffisance rénale par atteinte glomérulaire.

Elles peuvent cependant étre la conséquence d’une toxicité des traitements antibiotiques utilisés

pour traiter I’EL

5- Mortalité

La mortalité intra-hospitaliére associée a I’EI varie de 15 a 30% (33,34). L’identification
rapide des patients les plus a risque permet toutefois de changer le cours de la maladie et
d’améliorer son pronostic. Les principaux facteurs prédictifs de mortalité a long terme sont
I’4ge avancé, la présence de comorbidités chez le patient, les récidives de I’EI et I’insuffisance
cardiaque, particulierement lorsqu’une chirurgie cardiaque ne peut étre réalisée, ainsi que la
survenue d’éveénements emboliques. Les El atteignant le c6té gauche du cceur sont également
de moins bon pronostic que celles atteignant le coté droit, de méme que les El associées aux
soins par rapport aux EI communautaires, les EI sur valve prothétique par rapport aux EI sur
valve native et enfin les EI non associées a I’utilisation de drogues par voie IV par rapport a
celles qui le sont (7). De plus, S. aureus est le germe qui représente le facteur le plus important
associé a la mortalité intra-hospitaliére par rapport aux autres germes pouvant étre responsables
d’EI (2).

7. Diagnostic

Le diagnostic purement clinique de I’EI est difficile. En réalité, le diagnostic n’est

simple que pour une minorité de patients qui ont une histoire cohérente et des manifestations
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oslériennes classiques. Néanmoins, I’histoire n’est que peu cohérente et la clinique peu
évocatrice chez la plupart des patients. 1l faut donc y penser devant des signes d’appel trés
variés, des localisations secondaires qui peuvent apparaitre au premier plan, ou encore des
complications révélatrices. L’intensité des symptomes et leur évolution dans le temps sont
également treés variables, allant des formes aigués septicémiques, d’évolution brutale sur
quelques jours, a des formes tres lentes, évoluant sur plusieurs semaines, mois voire années,

évoquant une maladie de systeme.

Des cas avec des manifestations limitées de I’EI peuvent survenir de maniere précoce au cours
de la maladie, particulierement chez les patients consommateurs de drogues par voie

intraveineuse chez qui I’El résulte souvent d’une infection aigué des valves cardiaques droites.

Ainsi, la variabilité de la présentation clinique et la nécessité d’un diagnostic précoce menent a

une exigence de stratégies diagnostiques a la fois sensibles et spécifiques.

Le diagnostic de I’EI repose donc finalement sur la combinaison de résultats cliniques,
biologiques et microbiologiques, et échocardiographiques. En effet, des hémocultures doivent
étre pratiquees des les premiers symptomes afin de mettre en évidence une bactériémie.
Cependant, elles sont stériles chez presque un tiers des patients, en raison de la mise en place
d’une antibiothérapie préalable au prélévement ou encore a une infection par des germes a

croissance intracellulaire ou a croissance lente, comme nous avons pu I’évoquer précédemment.

D’autres examens biologiques de routine tels qu’une numération sanguine pouvant mettre en
évidence une hyperleucocytose inconstante associée a une anémie normochrome normocytaire,
le dosage de la protéine-C reactive ainsi que de la procalcitonine, ou encore la réalisation d’une
électrophorese  des  protéines  plasmatiques  soulignant la  présence  d’une
hypergammaglobulinémie polyclonale, peuvent contribuer au diagnostic en révélant
notamment 1’existence d’un syndrome inflammatoire chez le patient mais sont non spécifiques
de I’EL

Le diagnostic est donc le plus souvent basé sur la détection d’une végétation sur les valves
cardiaques, mise en évidence par échocardiographie transthoracique en premiére intention, le
plus souvent associée a une échocardiographie transoesophagienne, cette derniére étant plus
invasive et plus chére, mais plus efficace pour détecter des petites végétations (4). Trois
caractéristiques morphologiques des végétations sont ainsi facilement identifiables : leur

mobilité, leur ampleur et leur taille. Ces criteres auront également une valeur pronostique
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importante pour I’issue de la maladie (19). D’autres techniques d’imagerie peuvent également
étre utilisées telles que I’IRM (imagerie a résonance magnétique), le TEP-scanner au ®FDG ou

d’autres modalités d’imagerie fonctionnelle.

Grace a I’ensemble de ces paramétres, les critéres de diagnostic précis de I’EI ont été établis :

il s’agit des criteéres de Duke.

Pathological criteria

* Microorganisms demonstrated by culture or on histological
examination of a vegetation, a vegetation that has embolized, or an
intracardiac abscess specimen; or

* Pathological lesions; vegetation or intracardiac abscess confirmed by
histological examination showing active endocarditis

Clinical criteria

* 2 major criteria; or

* | major criterion and 3 minor criteria; or

* 5 minor criteria

* | major criterion and | minor criterion; or
*+ 3 minor criteria

Firm alternate diagnosis; or

Resolution of symptoms suggesting |E with antibiotic therapy for
<4 days; or

Mo pathological evidence of IE at surgery or autopsy, with antibiotic
therapy for <4 days; or

Does not meet criteria for possible IE, as above

Figure 6 : Criteres de Duke
D’aprés I’ESC 2015 (35) adapté de Li et al. (36)

8. Traitement

La prise en charge de I’EIl se doit de se faire par une équipe multidisciplinaire incluant
au minimum un spécialiste des maladies infectieuses, un cardiologue et un chirurgien cardiaque
(35). L’objectif du traitement est d’éradiquer le germe infectant les végétations, ce qui permet
d’éviter les rechutes. Les Iésions cardiaques extensives et destructrices, de méme que les
complications extracardiaques sont également a prendre en charge afin de réduire la morbi-

mortalité de ’EL

Le principal traitement de I’EI est donc basé sur ’utilisation d’une antibiothérapie prolongee
par voie IV, adaptée en fonction du germe incriminé et de son antibiogramme, avec une

nécessité d’atteindre de fortes concentrations plasmatiques pendant de longues durées pour
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avoir un effet bactéricide sur les bactéries « dormant » dans les foyers infectieux. Le traitement
antibiotique permet d’obtenir de bons résultats chez les sujets sans facteur pronostic defavorable

(37). Il doit étre mis en ceuvre le plus précocement possible apreés le diagnostic.

La chirurgie est nécessaire dans 20 a 30 % des cas en phase aigué, et 20 a 40% des cas en phase
tardive. Les principales indications sont une défaillance cardiaque réfractaire causée par une
insuffisance valvulaire, un sepsis persistant provoqué par un foyer retirable chirurgicalement,
un anneau valvulaire ou un abcés myocardique, ou encore une embolisation persistante mettant
en jeu le pronostic vital (15). Elle concerne donc finalement prés de la moitié des patients
atteints d’EI (2,34). Cette chirurgie est a réaliser rapidement chez les patients a haut risque pour
prévenir I’apparition d’un premier épisode neurologique ou une récurrence, idéalement avant
le 15° jour aprés le diagnostic (18). Elle est alors associée a de bons résultats a long terme et

n’augmente pas la mortalité intra-hospitaliere (37).

Une antibioprophylaxie est a envisager chez les sujets les plus a risque, cités précédemment,
dans des situations potentiellement a risque de déclencher des bactériémies et donc des El :
procédures dentaires principalement, et de maniére plus restreinte dans le cas des procédures
invasives du tractus respiratoire, gastro-intestinal, génito-urinaire ou encore dermatologique ou

musculosquelettique, en fonction de leur niveau de menace respectif (35).

9. Conclusion

L’EI est une pathologie rare mais grave avec une mortalité qui reste élevée. Son profil
épidémiologique s’est modifié au cours du temps avec 1’apparition de nouveaux facteurs de
risque environnementaux ainsi qu’une modification des caractéristiques des patients atteints.

L’incidence est toutefois stable depuis de nombreuses années.

Le diagnostic de cette maladie n’est pas toujours évident et nécessite un faisceau d’arguments
cliniques, microbiologiques et échocardiographiques. Le traitement est ainsi basé sur une prise
en charge multidisciplinaire avec la présence d’infectiologues, cardiologues et chirurgiens
cardiaques, et repose majoritairement sur un traitement antibiotique prolongé, de plus en plus

souvent associé a une chirurgie.
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II- Interactions Plaquettes-Bactéries
1. Généralités

Les plaquettes sont a I’interface entre hémostase et immunité. En effet, elles sont un
composant clé du systeme immunitaire inné, supporté notamment par la présence des Toll Like
Receptor (TLR) a leur surface. Toutefois, elles exercent également un role majeur au sein de
I’hémostase primaire afin de réparer les bréches vasculaires a travers la formation du clou
plaquettaire. Ce mécanisme a deux fonctions : éviter une perte sanguine importante, mais aussi

bloquer I’acces aux potentiels pathogeénes a I’intérieur du systéme vasculaire.

De plus, P’interaction plaquettes-bactéries joue un réle crucial dans la pathogenese des
infections cardiovasculaires dont I’EI, et 1’agrégation plaquettaire induite par les bactéries

possede un role particulier dans la pathogenése de I’EL

Lorsque les plaquettes sont activees, elles sécréetent le contenu de leurs granules, qui est connu
pour contenir plus de 300 protéines, telles que des molécules bioactives comme I’ADP et la
sérotonine. L’ ADP agit pour recruter plus de plaquettes dans le thrombus croissant, tandis que
la sérotonine provoque une vasoconstriction pour réduire la perte sanguine. Enfin, les cytokines
et chimiokines sécrétées vont recruter les leucocytes pour gérer une potentielle infection, et les

peptides antimicrobiens sécrétés agissent pour tuer le pathogeéne.

Néanmoins, les plaquettes peuvent également étre activées dans des localisations autres que des
blessures, ce qui peut mener a des conséquences graves telles que I’EI ou la coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD). Ainsi, des études ont montré que certaines bactéries ont la
capacité d’induire une agrégation plaquettaire in vitro, et que cette capacité correle avec leur
capacité a induire une El (38). L’agrégation plaquettaire joue donc un role majeur dans la

pathogenése de I’EL

Trois mécanismes existent alors pour la médiation des interactions entre pathogénes et
plaquettes :
- Un mécanisme indirect : Liaison de la bactérie a une protéine plasmatique qui est un
ligand pour un récepteur plaguettaire ;
- Un mécanisme direct : Liaison directe de la bactérie a un récepteur plaguettaire ;
- La sécrétion de produits bactériens tels que les toxines qui interagissent avec les

plaguettes.
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Il existe également des interactions qui n’activent pas les plaquettes, et celles-Ci sont
généralement de haute affinité et jouent probablement un role dans le support de I’adhésion
plaquettaire sous des conditions de flux sanguin turbulent. On pourrait ainsi supposer que les
protéines bactériennes qui induisent 1’agrégation sont différentes de celles qui induisent
I’adhésion. De méme, 1’adhésion et I’activation des plaquettes peuvent résulter de mécanismes
indépendants médiés par différents composants bactériens ainsi que différents récepteurs
plaquettaires (39). Ainsi, une bactérie peut avoir un phénotype d’activation, d’adhésion, les
deux ou aucun des deux, et ces différents phénotypes peuvent étre spécifiques pour différentes

maladies

Plusieurs études sur I’agrégation plaquettaire in vitro induite par les bactéries ont été menées et
il apparait qu’elle est souvent caractérisée par la présence d’un temps de latence, trés variable
en fonction des espéces bactériennes. Une augmentation de la concentration de bactéries utilisee
peut réduire ce temps de latence mais ne le fait jamais totalement disparaitre (40,41). Le
mécanisme est donc différent de 1’agrégation plaquettaire classiquement induite par les
agonistes plaquettaires solubles pour lesquels il n’existe pas de temps de latence. De plus,
I’agrégation induite par les bactéries suit un processus tout ou rien, contrairement a 1’agrégation
induite par les agonistes plaquettaires habituels qui peuvent ne provoquer qu’une agrégation

partielle ou réversible.

Comprendre les interactions plaquettes-bactéries offre alors la possibilité de trouver de
nouvelles cibles thérapeutiques dans les infections vasculaires. S. aureus et S. sanguinis sont
connus pour étre parmi les especes bactériennes les plus fréqguemment impliquées dans les
évenements emboliques dans I’El, ¢’est pourquoi nous avons choisi de nous intéresser plus

particulierement a ces deux pathogénes.

2. Interactions Plaquettes - Staphylococcus aureus

S. aureus est une bactérie extrémement bien équipée en facteurs pathogéniques, incluant
les adhésines de surface qui favorisent la colonisation des tissus, et les exo-enzymes et toxines
qui favorisent les dommages tissulaires et la propagation de la maladie (7). L’équipe de Sullam
a mis en evidence en 1996, grace a I’utilisation d’une souche mutante dépourvue de capacité de
liaison dans un mode¢le lapin d’EI, que la liaison directe de S. aureus aux plaquettes est bien un

déterminant majeur de sa virulence dans la pathogénése de I’EI (42). En effet, les animaux qui
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ont eté infectés avec la souche mutante développent significativement moins fréquemment d’EI
et la densité des micro-organismes au sein des végétations est significativement moins
importante qu’avec la souche sauvage de S. aureus. Une incidence réduite de la dissémination
métastatique dans les reins ainsi qu’une diminution des concentrations de bactéries dans le

parenchyme rénal ont également été observées avec la souche mutante (42).

Les interactions directes avec S. aureus se produisent notamment lorsque les protéines de la
paroi cellulaire de la bactérie se lient directement aux récepteurs de 1’hdte exposés. Les
molécules bactériennes exposent ainsi typiquement des propriétés agonistes-like vis-a-vis du

récepteur de 1’hote, et la liaison aboutit le plus souvent & I’activation des cellules de 1’hote.

Les interactions indirectes necessitent quant a elles une molécule accessoire, qui correspond
généralement a une protéine plasmatique qui est un ligand naturel pour le récepteur de 1’hote,
et qui va permettre de lier S. aureus avec la cellule héte : ¢’est notamment le cas du fibrinogéne

et de la fibronectine.

Enfin, une interaction alternative se produit lorsque S. aureus sécréte une protéine ou une toxine

capable de se lier directement au niveau des cellules de 1’hote.

Une des particularités de S. aureus est qu’il est capable a lui seul d’induire I’expression de
Facteur Tissulaire (FT) par les cellules endothéliales, contrairement aux streptocoques et a S.
epidermidis, qui ont toujours besoin de monocytes sécrétant de 1’interleukine 1 et donc d’une
1ésion endothéliale. Ceci explique 1I’implication importante de S. aureus dans les EI sur valves

natives saines (9).

Toutes ces interactions se font par I’intermédiaire des principaux récepteurs plaquettaires que
sont I’intégrine allbp3, la Gplba et le FcyRIla. La liaison initiale de S. aureus a la surface
plaquettaire est un processus rapide et saturable, mais également réversible, qui dépend du
nombre de récepteurs disponibles a la surface des plaquettes pour les bactéries, et donc du

nombre de cellules de S. aureus qui vont pouvoir s’y fixer (38).

1- Réle de I’intégrine allbp3

L’intégrine allbP3 est la glycoprotéine membranaire la plus abondante présente a la surface

des plaquettes. Elle fait partie de la famille des récepteurs homodimériques des intégrines qui
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régulent I’adhésion plaquettaire et la signalisation. Il existe également un pool additionnel
localisé dans les granules alpha et le systeme canaliculaire ouvert des plaquettes. Lors de
50%.
L’intégrine allbB3 correspond en fait au récepteur plaquettaire du fibrinogéne et régule la

I’activation  plaquettaire, son expression peut étre augmentée jusqu’a
liaison des plaquettes avec le fibrinogene, ce qui va finalement aboutir & la formation des

agrégats plaquettaires (43).

Plusieurs études ont montré que S. aureus était capable d’adhérer aux plaquettes d’une maniére
augmentée par le fibrinogene (Figure 7) (44). Ainsi, les MSCRAMMSs (microbial surface
component recognizing adhesive matrix molecules) regroupent de nombreuses protéines de S.
aureus hautement similaires entre elles, 24 au total, permettant a la bactérie d’adhérer aux
tissus, ce qui représente une étape critique dans 1’établissement des infections. Elles sont

caractérisées par la présence d’un domaine riche en répétitions serine aspartate.

Parmi ces MSCRAMMSs, les plus importantes sont les Clumping Factor A (45) et B (46) (CIfA
et CIfB), ainsi que les Fibronectin Binding Protein A et B (FnBPA et FnBPB) (47). Ce sont des

protéines de liaison au fibrinogene pour la plupart, mais également a la fibronectine pour les

FnBP.

Table 1 Staphylococcus aureus adhesing®

Cell wall-anchored proteins

Adhesin

Binding ligand

Role in sepsis/endocarditis

Secreted proteins

Clumping factor A (CIfA)

Clumping factor B (CIiB)
Fibronectin binding proteins (FnBPA
and FnBPB)

Protein A (SpA)

Collagen adhesin (Cna)

Bone sialoprotein-binding protein
Serine-rich adhesin for platelets (SraP)

S. aureus iron-regulated surface
determinant B (IsdB)

Fibrinogen y-chain
Complement factor I

Fibrinogen y-chain
Fibrinogen y-chain
Fibronectin

Elastin
Plasmino gen

IgG Fe, IgpM Fab VH3 subclass, TNFR ]
von Willebrand factor

Collagen

Complement protein Clg

Fibrinogen a-chain

Complement regulator C4BP

M-acetylneuraminic acid, unknown
platelet ligand

Haem

B3 integrins

Adhesion to fibrin{ogen), clumping and immune evasion,
platelet aggregation

Immune evasion

Minor, mostly implicated in colonization

Adhesion to fibrin{ogen), clumping and immune evasion,
platelet aggregation

Adhesion, endothelial cell invasion

Unknown

Breaking free from biofilms

Immune evasion

Adhesion, platelet aggregation

Adhesion

Immune evasion

Unknown

Platelet binding, implicated in endocarditis

Iron aquisition
Endothelial cell invasion, platelet activation
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Secreted proteins

Staphylocoapulase

von Willebrand factor
binding protein (VWbp)

Staphylokinase

Extracellular fibrinogen
binding protein (Efb)

Extracellular matrix
binding protein (Emp)

Extracellular adherence
proteins (Eap)

Alfa-toxin
Beta toxin
Staphylococcal

superantigen-like 5
(S5L5)

Thrombin, fibrinogen

Thrombin, fibrinogen
von Willebrand factor

Plasmin(ogen)
Fibrinogen, complement C3

Fibronectin, fibrinogen, collagen and vitronectin

Prothrombin, fibrinogen, fibronectin, thrombospondin-

1, bone sialoprotein, vitronectin Osteopontin
Homophilic interactions
ICAM-1
ADAM-10

PSGL-1

Coagulase activity: immune evasion, growing of
endocarditis lesions, platelet activation

Coagulase activity: Immune evasion, growing of
endocarditis lesions, platelet activation

Adhesion under shear stress

Activation of fibrinolysis, spreading trough tissue
barriers, immune evasion

Immune evasion

Adhesion

Adhesion, immune evasion, platelet and endothelial cell
activation

Bacterial clustering

Endothelial cell binding, immune evasion

Cytotoxicity, neutrophil killing, platelet activation,
endothelial cell activation and VWF release

Biofilm ligase. sphingomyelinase activity: cytotoxicity,
platelet aggregation, endothelium disruption

Immune evasion, platelet activation

Tableau 1 : Adhésines de S. aureus

D’aprés Liesenborghs et al. (48)

a) CIfAet FnBP

Le CIfA se lie au fibrinogéne par I’intermédiaire de la région C-terminale de la chaine
gamma du fibrinogéne, comme c’est également le cas pour la FNBPA et la FnBPB. Il contient
environ 500 résidus de domaine de liaison au fibrinogéne a sa surface (39). Le fibrinogéne lié
a la bactérie régule alors I’activation plaquettaire de maniére similaire aux autres surfaces

recouvertes de fibrinogéne.

Les interactions médiées par les FnBP impliquent principalement la fibronectine. La
FnBPA peut ainsi interagir avec deux molécules de fibronectine sur chacun de ses domaines de
liaison a la fibronectine, qui sont répétés en tandem et situés sur le domaine C-terminal de la
molécule. Toutefois, elles peuvent également lier ’intégrine allbf3 par I’intermédiaire du
fibrinogene (49). En effet, les FNBPA et FnBPB possédent un domaine A N-terminal ayant une
similarité de séquence avec le CIfA, et qui interagit donc avec la méme région du fibrinogene
que le CIfA. La liaison avec la fibronectine réduit toutefois I’affinit¢é de la FnBP pour le
fibrinogene et ¢’est donc cette liaison qui prédomine de maniére générale car la fibronectine est

omniprésente dans le plasma et la matrice extracellulaire (50).
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Ainsi, les MSCRAMMs liées au fibrinogéne et a la fibronectine peuvent interagir avec
I’intégrine allbP3, ce qui génere un «outside » signal capable de déclencher 1’activation

plaquettaire.

L’agrégation plaquettaire induite par le CIfA et la FnBP via le fibrinogéne et la fibronectine est
une agrégation rapide, et peut alors expliquer I’'importance de I’incidence de S. aureus dans I’EI
et la puissance de cette bactérie a déclencher la formation d’agrégats en présence d’anticorps

dirigés contre elle.

Des études d’interactions plaquettes-bactéries in vivo ont été menées pour appuyer ces
constatations, notamment avec des modeles de souris infectées par S. aureus. Il a ainsi été mis
en évidence que celles-ci developpent effectivement des thrombus riches en plaquettes selon
un processus dépendant du CIfA, car ’administration d’un domaine bloquant le site du
fibrinogene du CIfA empéche la formation de ces thrombus (51). De plus, I’utilisation d’une
souche de Lactococcus lactis par Que et al., normalement dépourvue de toute virulence,
modifiée pour exprimer soit le CIfA soit la FnBPA a permis de montrer que 1’expression de ces
adhesines lui confeére des capacités d’adhérence, et que les deux adhésines sont des facteurs de
virulence critiques (52). La méme équipe a ensuite distingué 4 ans plus tard les roles respectifs
du CIfA et de la FNBPA avec le méme modéle expérimental. En effet, le CIfA apparait
nécessaire a la colonisation précoce des valves endommagées mais non suffisant a la persistance
de I’infection, car la bactérie n’exprimant que cette adhésine est éradiquée en 48 heures. Au
contraire, la FnBPA permet 1’augmentation progressive des titres de la bactérie dans la
végétation et dans la rate, ainsi que I’atteinte de 1’endothélium adjacent, et favorise donc a la

fois la colonisation et la persistance de I’infection (53).

Les résultats obtenus par Veloso et al. sont en accord avec ces précedentes observations et
suggerent que le fibrinogene est le médiateur principal de 1’agrégation plaquettaire induite par
S. aureus, et que la liaison de la fibronectine n’est pas nécessaire a I’infection de la valve mais

elle contribue a la sévérité et a la progression de la maladie (54).

Ainsi, fibrinogéne et fibronectine coopérent pour la colonisation de la valve par S. aureus et

I’invasion endothéliale in vivo.

L’utilisation de souches déficientes en CIf dans des modeles rats d’EI a également montré que
ces mutants étaient au moins 100 fois moins efficaces que le type sauvage pour se lier au

fibrinogene et étaient par conséquent moins adhérents aux caillots fibrino-plaquettaires (55).
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Le taux de CIfA a la surface des bactéries est néanmoins un paramétre crucial pour que

I’activation plaquettaire puisse se produire (40).

L’interaction de S. aureus lié au fibrinogéne avec I’intégrine allbp3 nécessite également la
présence d’anticorps spécifiques anti-CIfA, permettant de créer un pont entre le fibrinogéne et

I’intégrine, pour déclencher par la suite I’activation et I’agrégation plaquettaires (40).

Le CIfA est une molécule qui est exprimée par la bactérie principalement pendant la
phase de croissance stationnaire et correspond ainsi au médiateur de 1’agrégation plaquettaire
principal & ce stade de croissance. Au contraire, en phase de croissance exponentielle
I’agrégation plaquettaire rapide est plutdt médiée par les FnBPA et FnBPB. Ceci corréle avec
la régulation de I’expression des génes qui codent pour ces protéines : fnbpA et fnbpB, qui sont
uniquement transcrits lors de la phase de croissance exponentielle (56), tandis que clfA est
transcrit tres faiblement pendant la phase de croissance exponentielle, et est stimulé d’une fagon

sigB dépendante lors de la phase de croissance stationnaire (53).

De maniere identique au CIfA, la présence d’anticorps spécifiques est nécessaire pour
I’activation et 1’agrégation plaquettaire médiée par les FnBP, ces dernieres pouvant se lier au
fibrinogene via leur domaine A ou a la fibronectine via leur domaine BCD et ainsi interagir

avec I’intégrine allbp3.

Enfin, la FnBPA semble induire la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
endotheliales, telles que I’IL-6 et I’IL-1, et est donc un acteur majeur responsable a la fois de
réponses pro-inflammatoires et pro-coagulantes de 1’endothélium au cours des infections
endovasculaires a S. aureus (53). Ces résultats supportent donc la possibilité qu’une réponse

inflammatoire augmentée favorise de développement de I’EIL
b) CIfB

Le CIfB provoquerait également une agrégation plaguettaire selon un mécanisme dépendant du
fibrinogene, mais les bactéries exprimant le CIfB agregent les plaquettes avec un temps de

latence plus long que celles exprimant le CIfA, la FbnBPA ou encore la FnBPB (57).

Il est plus fortement exprimé par la bactérie dans la phase précoce de la croissance exponentielle
(40). Contrairement au CIfA et aux FnBP, le CIfB se lie au fibrinogéne par 1’intermédiaire de
sa chaine alpha. A nouveau, un niveau minimum d’expression du CIfB par les bactéries est

nécessaire pour pouvoir déclencher I’activation plaquettaire. Le mécanisme d’agrégation induit
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par le CIfB semble donc trés proche de celui induit par le CIfA et les FnBP mais la principale
différence entre ces molécules réside dans le temps de latence. Miajlovic et al. expriment
quelques hypothéses quant a ce phénomene : I’implication de la chaine alpha du fibrinogéne
par le CIfB et non de la chaine gamma, cette derniére pouvant potentiellement orienter le
fibrinogéne dans une conformation plus appropriée pour sa liaison a 1’intégrine allbp3 que
lorsque la chaine alpha est engagée ; une moins bonne affinité du CIfB pour lier le fibrinogéne ;

ou encore une sensibilité augmentée de la chaine alpha au clivage par les protéases (57).

Le CIfB semble donc posséder une importance mineure dans la pathogéneése du sepsis et de I’EI
par rapport aux MSCRAMMs citées précédemment (58).

¢) Liaison directe a I’intégrine allbp3

Certaines bactéeries expriment des protéines qui peuvent également se lier directement a
I’intégrine allbB3 en I’absence d’une molécule de pontage : c’est ce qui se produit pour S.
aureus par I’intermédiaire d’une de ses protéines liant 1’héme, I’iron-regulate surface
determinant B (IsdB) capable de supporter 1’adhésion plaquettaire et induisant 1’agrégation
plaquettaire (59), mais aussi pour d’autres espéces telles que Staphylococcus epidermidis avec
la SdrG (serine-aspartate repeat-containing protein G). Ainsi, I’IsdB se lie a I’intégrine allbf3
plaquettaire avec une haute affinité et 1’agrégation plaquettaire qui suit 1’adhésion est

dépendante de I’expression de I’IsdB.

Indirect adhesion Direct adhesion
via fibrinogen/fibronectin

Bacteria ) 3 3 Bacteria

£

GPIIb-IIa GPIIb-1lla

Platelet Platelet

Figure 7 : Role de I'intégrine allbB3 dans I'adhésion des bactéries aux plaquettes
D’apres Hamzeh-Cognasse et al. (60)

38



2- Role de la Gplba

La Gplba est une glycoprotéine membre de la famille des protéines riches en répétition
leucine, et elle est exclusivement exprimée sur les plaquettes et leurs précurseurs, les
mégacaryocytes. Il s’agit d’une molécule capable de lier différents ligands, mais son réle crucial
prend principalement place dans I’hémostase primaire, par sa capacité a interagir avec le facteur
Von Willebrand. La Gplba fait en réalité partie intégrante d’un complexe : la Gplb-1X-V, selon
un ratio de 2:2:2:1 (61) et les plaquettes expriment environ 25 000 copies de Gplba, qui
médient la liaison des plaquettes au facteur Von Willebrand exposé en surface de différents
supports, et supporte I’activation plaquettaire en condition de fortes forces de cisaillement dans

la circulation sanguine (62).

S. aureus est alors capable de se lier a cette Gplba via le facteur Von Willebrand, et au
contraire du facteur Von Willebrand soluble ou immobilisé, cette bactérie est capable de
provoquer 1’agrégation plaquettaire en I’absence de forces de cisaillement. Cette interaction
peut se faire par I’intermédiaire du CIfA et le role de la Gplba dans I’agrégation plaquettaire
induite par S. aureus est non négligeable car la délétion de cette protéine entraine une inhibition

compléte de 1’agrégation plaquettaire (63).

L’interaction des bactéries avec la Gplba peut également se faire par 1’intermédiaire de la
protéine A de S. aureus, qui se lie au facteur Von Willebrand, celui-ci pouvant a son tour

interagir avec la Gplba (64).

3- Roéle du complément

Lorsque la bactérie pénétre dans le sang, elle déclenche freqguemment la génération des
protéines du complément, et les bactéries alors recouvertes de complément sont capables
d’induire une agregation plaquettaire. Les plaquettes sont donc capables d’interagir avec le
systeme du complément, particulierement lorsqu’elles sont dans leur état activé, ou lorsqu’elles
se trouvent dans un environnement pathologique. En effet, elles expriment le gC1gR qui est le
récepteur de la protéine C1q du complément, qui peut alors servir de récepteur pour les bactéries
qui sont recouvertes de complément. L’activation des plaquettes induit une expression
significativement augmentée de gClqR & leur surface, ainsi qu’une augmentation de
I’expression du CD62P, ou P-sélectine, a la membrane, cette derniere ayant été montrée comme

capable de lier le C3b, une autre molécule du complément (65). Les voies classique et alterne
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sont les voies du complément communément impliquées dans les interactions avec les bactéries
(66).

L’interaction des plaquettes avec le complément a été¢ décrite comme bivalente. En effet, d’'une
part les plaquettes jouent un role dans la destruction des bactéries, par la stimulation de I’activité
du complément, d’autre part, elles peuvent elles-mémes devenir la cible de I’activité lytique du
complément lorsqu’elles se lient aux protéines du complément. Cette derniére interaction a
entre autre été décrite comme se produisant particulierement dans les cas de purpura
thrombopénique immunologique (67). Toutefois, les plaquettes possédent a I’intérieur de leurs
granules a un inhibiteur de la molécule du complément C1, qui permet la modulation de
I’activation du complément lorsqu’elles sont activées.

Les interactions plaquettes-bactéries mettant en jeu le complément impliquent ainsi un
mécanisme plus immunologique qu’hémostatique, soulignant une nouvelle fois la dualité de la
fonction plaquettaire.

Le complément peut également lui-méme activer les plaquettes a travers 1’induction de facteurs

pro-coagulants comme les facteurs du complexe prothrombinase a la surface des cellules (67).

Enfin, pour confirmer le role du complément dans ’agrégation plaquettaire induite par S.
aureus, certaines études ont mis en évidence un apparent bénéfice du blocage du récepteur du

complément gC1gR dans I’EI a S. aureus (68).

De plus, il apparait que les CIfA et CIfB de S. aureus sont capables d’induire une agrégation
plaquettaire de maniere dépendante du complément et d’anticorps spécifiques,
indépendamment de 1’agrégation induite via le fibrinogene (57). L agrégation générée est alors

plus lente.

4- RoOle du FeyRlIla

Le fragment Fc des immunoglobulines exerce ses effets a travers une famille de récepteurs
connus sous le nom de Récepteurs au fragment Fc. Ainsi, chaque type d’anticorps posséde une
sous-famille de récepteurs au fragment Fc, les 1gG interagissant alors avec la sous-famille
gamma (y) des Fc récepteurs. Dans cette sous-famille, le FcyRIla est le récepteur le plus répandu
dans la nature. Il est exprimé de maniere prédominante sur les polynucléaires neutrophiles

(PNN), les monocytes, les macrophages et les plaquettes, qui sont des cellules connues pour
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leur activité de phagocytose. Il possede un domaine transmembranaire unique, qui est un
domaine C-terminal contenant le site de liaison a 1’IgG, ainsi qu’un domaine cytoplasmique.
Ce récepteur peut alors lier et internaliser les complexes immuns impliquant les IgG, qu’ils
soient solubles ou cellulaires, et ce mécanisme est régulé par le fait que les IgG complexées ont
une trés forte affinité pour le FcyRlIla, tandis que cette affinité est tres faible pour les 1gG

monomeériques.

Du fait de son expression a la surface des plaquettes, le FcyRIIa joue également un réle critique
dans 1’agrégation plaquettaire induite par les bactéries (69). 11 n’agit donc pas seulement comme
un simple récepteur aux immunoglobulines mais possede également un réle important dans la
fonction plaquettaire (70). En effet, les bactéries qui vont étre reconnues par les 1gG et étre
inclues dans un complexe immun avec ces immunoglobulines sont alors capables d’étre
reconnues par le FcyRIIa plaquettaire et le complexe immun peut ainsi étre internalisé par les
plaquettes (71). Les plaquettes expriment ainsi environ 5000 copies de FcyRIla (63), et
constituent finalement le plus grand réservoir de FcyRIla dans 1’organisme du fait de leur grand

nombre dans la circulation sanguine.

De plus, il apparait que la stimulation des autres récepteurs plaquettaires par les bactéries
engage trés freqguemment le FcyRIla de maniere simultanée, pour permettre une réponse
plaquettaire efficace. Ceci souligne donc précisément le lien entre le FcyRIIa et les mécanismes
d’agrégation plaquettaire. Ainsi, I’interaction de S. aureus lié au fibrinogene ou a la fibronectine
avec I’intégrine allbp3 plaquettaire induit également une agrégation plaquettaire de maniére

dépendante des anticorps.

En effet, ’agrégation médiée par le CIfA nécessite la liaison du fibrinogéne mais aussi des
anticorps spécifiques de S. aureus au CIfA, qui vont a leur tour se lier a I’intégrine allbp3 et au
FcyRlIa (40). Egalement, la protéine A de S. aureus peut étre reconnue par des anticorps anti-
S. aureus et les complexes immuns ainsi formés peuvent se lier au FcyRlIIa plaquettaire,
induisant la libération de sérotonine et une agrégation plaquettaire. Cette réaction est toutefois
dépendante du moment ou se produit la stimulation ainsi que de la quantité de complexes
immuns formés (72). Une étude plus récente semble préciser que la protéine A ne serait en fait
pas capable d’induire une agrégation par elle-méme, mais elle est capable de maintenir une

agrégation déclenchée par un autre mécanisme (39).
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Le FcyRlIla plaquettaire n’est finalement pas capable d’induire une agrégation plaquettaire via
S. aureus a lui seul, mais il constitue un pont indispensable & des nombreuses interactions entre
plaquettes et bactéries aboutissant a une agrégation plaquettaire, et a un rdle majeur dans

I’optimisation de la fonctionnalité de 1’intégrine allbp3 (41).

De maniere similaire a I’agrégation médiée par le complément, 1’agrégation plaquettaire faisant

intervenir les anticorps spécifiques est une agrégation lente.

a Rapld actlvation b Rapid activation

S.aur:'u\\ N

¢ Slow activation

Fibronectin bridge

& Fibrinogen

Signal transduction Signal transduction Signal transduction

Platelet Platelet activation Platelet activation Platelet activation

Figure 3 | The mechanism of Staphylococcus aureus-medlated platelet adherence and activation. a | Rapid
activation involving a fibrinogen bridge between a bacterial binding protein (clumping factor A (CIfA) or fibronectin-
binding protein A (FnBPA)) and low-affinity resting GPllb/llla, and specific immuneglobulin G (IgG)which engages FoyRlla.
b | Rapid activation invelving a fibronectin bridge between FnBP and the platelet integrin GPlIb/llla and IgG specific for
neo-epitopes created when FnBP binds fibronectin, which engages FeyRlla. ¢ | Slow activation involving antibody
recognizing a surface protein that stimulates complement fixation. Activation involves lgG engaging FcyRlla and
complement being recognized by a platelet complement receptor (CR).

Figure 8 : Mécanismes d'adhérence et d'activation plaquettaires médiés par S. aureus

D’aprés Fitzgerald et al. (39)

5- Toxines

En complément de leur interaction avec les plaquettes a travers les protéines de surface, les

bactéries peuvent sécréter des toxines capables d’activer les plaquettes (73,74).

Ainsi, S. aureus sécréte une toxine de 34 kDa capable de former des pores appelée 1’alpha (a)-
toxine, qui est produite par la quasi-totalité des souches de S. aureus. L’a-toxine se lie a la
bicouche lipidique des plaquettes, créant un pore transmembranaire et par conséquent un influx
calcique a I’intérieur des plaquettes (75), ce qui provoque a son tour une activation plaquettaire
de maniere analogue au ionophore calcique A23187 (76). Elle est également capable d’initier
la formation du complexe prothrombinase sur les plaquettes (75), car elle induit la sécrétion des
produits contenus dans les granules plaquettaires donc le facteur 4 plaquettaire (PF4) et d’autres

médiateurs pro-coagulants (73). L’équipe de Powers et al. a également mis en évidence un role
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de I’o-toxine dans la protéolyse de la GpVI induite par I’ ADAMI10, qui entraine alors une
réduction de la liaison des protéines au collagene et au fibrinogéne, induisant en conséquence
une altération de la réparation endothéliale par les plaquettes (77). En effet, I’interaction entre
I’a-toxine et ADAMI0 aboutit a ’activation d’ADAMI10, ce qui entraine un clivage
pathologique des différents substrats d’ADAMI10, notamment la E-cadhérine exprimée sur les
cellules épithéliales, et la VE-cadhérine exprimée sur les cellules endothéliales. Le complexe
a-toxine-ADAMI10 participe donc a la 1ésion vasculaire a travers ’initiation de la 1ésion
endothéliale, mais également la perturbation de la réparation endothéliale habituellement
médiée par les plaquettes, et enfin I’activation synergique de voies pro-inflammatoires par

infiltration des cellules du systéme immunitaire.

De plus, I’a-toxine est impliquée dans la pathogenese d’autres infections telles que des
pneumonies a SARM (S. aureus résistant a la méticilline), en favorisant la formation d’agrégats
plaquettes-neutrophiles, provoquant une destruction tissulaire avec des hémorragies intra-

alvéolaires et une nécrose extensive du poumon (78).

Enfin, 1’a-toxine induit paradoxalement la production de protéines microbicides par les
plaquettes et par conséquent la lyse des bactéries (79), et une expression augmentée d’a-toxine

par S. aureus conduirait finalement a une virulence réduite de la bactérie (80).

S. aureus est également capable de produire une superfamille de toxines, connues comme les
toxines superantigénes et superantigénes-like (SSL) (81), dont la SSL5 peut interagir
directement avec la Gplba. via ses résidus sialyl-lactosamines qui terminent les chaines glycanes
(82), et peut également se lier directement a la GplV (63). Finalement, la liaison de SSL5 aux

plaquettes déclenche I’activation et I’agrégation plaquettaire.

6- Autres protéines de S. aureus

D’autres adhésines mineures de S. aureus ont également été decrites. Ainsi, la protéine
d’adhérence extracellulaire ou Eap est une adhésine de S. aureus qui est ancrée de maniere non
covalente a la surface cellulaire. Elle existe sous forme d’oligomére et est capable de se lier
directement aux glycosaminoglycanes des plaquettes. La thiol-isomérase plaquettaire est alors
stimulée, ce qui produit une activation plaquettaire allant de la stabilisation de la liaison au
fibrinogeéne a I’expression membranaire de molécules d’activation plaquettaires telles que le

CD62P, CD63 et CD40L. De plus, I’Eap est capable d’interagir avec la prothrombine, le

43



fibrinogene, la fibronectine, la thrombospondine-1, la sialoprotéine osseuse, ainsi que la
vitronectine et I’ostéopontine. Elle a ainsi été décrite comme impliquée dans I’adhérence et
I’invasion des cellules eucaryotes par S. aureus, et semble également jouer un role important
dans la modulation de la réponse immune a I’infection par interférence avec le recrutement des
PNN, mais aussi en inhibant la réponse d’hypersensibilité retardée et enfin en induisant la mort

des cellules T.

L’Emp (extracellular matrix protein) fait également partie des adhésines de S. aureus mais son
role exact dans les infections n’a pas encore été établi. Néanmoins, il a été montré qu’elle est

capable de se lier a la fibronectine, au fibrinogéne, au collagéne et a la vitronectine.

Une autre adhésine de S. aureus, la SraP (serin-rich adhesin for platelets), est une protéine
glycosylée de la paroi cellulaire qui peut médier la liaison directe de la bactérie aux plaquettes
par une interaction de type ligand-récepteur (83). Cette liaison est rapide et saturable in vitro,
et il semble que SraP pourrait lier un ou plusieurs récepteurs a la surface des plaquettes, mais
son ligand plaquettaire spécifique n’a pas été identifié a I’heure actuelle. De plus, il s’agit d’une
protéine homologue de la protéine GspB de Streptococcus gordonii, qui est une protéine de
liaison a la Gplb. Toutefois, SraP ne semble pas se lier a la Gplb (83). Son expression apparait

également étre un facteur de virulence dans les infections endovasculaires

Enfin, les protéines Sdr (SdrC, SdrD et SArE) semblent capables d’induire une agrégation

plaquettaire malgré 1’absence d’interaction avec le fibrinogene et la fibronectine (72).

La protéine A de S. aureus est une protéine intracellulaire distribuée de maniere ubiquitaire et
qui est multifonctionnelle. Cette protéine n’est cependant exposée a la surface des bactéries que
lorsque celles-ci sont activées. Elle représente alors une protéine de surface majeure et
comprend 4 ou 5 domaines de répétition homologues de 56 a 61 résidus, suivis d’une région de
répétition de polymorphisme variable X, ainsi qu’une région conservée Xc qui contient la
séquence d’attachement a la paroi cellulaire (64).

Elle est ainsi capable d’interagir spécifiquement avec le gC1qR/p33 plaquettaire, ce qui suggere
un mécanisme supplémentaire pour 1’adhérence des bactéries sur les sites de lésion vasculaire
et de thrombose (84). Elle est également capable de se lier par ses 5 domaines au domaine Al
du facteur Von Willebrand avec une forte affinité en conditions de fortes forces de cisaillement,

et va servir de pont entre le facteur Von Willebrand et I’intégrine allbp3.
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Enfin, la protéine A peut également se lier aux IgG a hauteur de 2 molécules d’IgG par molécule

de protéine A.
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Figure 9 : Schéma général des interactions plaquettes-S. aureus

D’aprés Liesenborghs et al. (48)

Les coagulases de S. aureus, la staphycoagulase (Coa) et la protéine de liaison au facteur Von
Willebrand (VWhbp), peuvent étre liberées et se lier a la prothrombine pour former un complexe
enzymatique connu sous le nom de staphylothrombine (85). Ce complexe n’a pas une action
directe sur I’activation plaquettaire par protéolyse comme cela se produit dans la cascade de la
coagulation classique, mais il joue un réle en transformant le fibrinogéne en fibrine. 1l agit donc
comme stabilisateur de 1’agrégation plaquettaire par formation d’un complexe stoechiométrique
serré avec la prothrombine, et insertion de ses propres acides aminés N-terminaux qui sont
semblables a ceux de la thrombine clivée dans la poche d’activation. De plus, la liaison de la

Coa aux filaments de fibrine provoque le confinement de la bactérie au site de I’infection.

La VWhbp possede quant a elle une affinité moindre pour le fibrinogéne par rapport a la Coa,
cette derniere étant plus dispersée et capable de former un plus grand maillage de fibrine.
Cependant, une partie de la VWhbp peut rester fixée a la paroi cellulaire par I’intermédiaire du
CIfA, qui peut alors aider a la livraison du fibrinogene a la staphylothrombine, ce qui va
augmenter la formation des agrégats de plaquettes et bactéries (86). Ces agrégats vont permettre

a S. aureus d’étre protégé du systéme immunitaire et de la phagocytose (87).
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La staphylothrombine fait donc partie intégrante des facteurs de virulence de S. aureus, et

pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante.

Enfin, la staphylokinase est une petite molécule sécrétée par la plupart de souches de S. aureus
qui est également capable d’induire la fibrinolyse. Elle posséde une faible affinité pour le
fibrinogéne et elle ne peut pas étre activée directement mais elle se lie aux petites traces de
plasmine pour former des complexes staphylokinase-plasmine capable de cliver le
plasminogéne et de générer une quantité supplémentaire de plasmine (88). Une des
particularités de cette molécule est qu’elle a une forte spécificité pour la plasmine humaine
tandis qu’elle est inactive sur les autres espéces, contrairement aux coagulases. Du fait de son
mode d’action, elle peut participer a la fragmentation suivie de I’embolisation des végétations
riches en fibrine dans I’El, et explique en partie la grande capacité des végétations de I’ET a S.

aureus a emboliser.

7- Proteines régulatrices

L’expression des génes de virulence du staphylocoque est contrdlée par un réseau régulateur
complexe. La molécule agr (accessory gene regulator) fait ainsi partie des régulateurs globaux
de I’expression des genes de S. aureus. Il s’agit d’un régulateur agissant comme quorum
sensing, formé d’un opéron de 4 genes :

- agrB, qui est une protéase associée a la membrane,

- agrD, produisant le pré-pro-peptide modifié par agrB et sécrété comme un peptide
thiolactone de 7 a 9 résidus d’acides aminés, dans lequel le résidu central cystéine est
li¢ de maniére covalente a I’acide carboxylique C-terminal formant ainsi un cycle
thioester,

- agrC, constituant une « kinase sensor » associée a la membrane,

- agrA, qui est le régulateur cytoplasmique activé par agrC (89).

Le locus agr agit sur la transcription mais aussi sur la translation des génes dans le but de réguler
la production de nombreuses enzymes, toxines et protéines de la surface cellulaire. Il est
finalement composé de 2 transcrits divergents RNAII et RNAIII, eux-mémes initiés
respectivement a partir des promoteurs P2 et P3.

De plus, le locus sar (staphylococcal accessory regulator) code pour une seule protéine de

liaison a ’ADN qu’est sarA et est essentiel a la régulation agr-dépendante. Toutefois, 3
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transcrits distincts (sarA, sarB et sarC) sont produits par 3 promoteurs distincts en amont de
sarA, sarA et sarB, étant exprimés de maniére préférentielle lors de la phase exponentielle de
la croissance, tandis que I’expression maximale du transcrit sarC est retrouvée lors de la phase
stationnaire. Il existe de nombreux homologues de sarA constituant la famille de protéines sarA,
tous étant impliqués dans 1’expression de sarA.

Ainsi, sarA régule 1’expression du transcrit RNAIII en se liant au promoteur P2 d’agr, ce qui

augmente en conséquence la transcription de RNAII et du RNAIII correspondant (90).

Sar et agr constituent donc un systéme régulateur global a deux composants majeur de S.
aureus, impliqué dans la régulation des protéines Emp et Eap. Ces deux régulateurs organisent
le métabolisme cellulaire de S. aureus lors de la phase exponentielle de sa croissance afin
d’assurer un taux de croissance efficace, et favorisent 1’expression des adhésines pendant cette
méme phase de croissance exponentielle, mais stimulent plutot celles des facteurs solubles lors

de la phase de croissance post-exponentielle in vitro (91).

Un autre systeme régulateur est sigmaB correspondant également a un opéron de 4 génes : rsbU,
rsbV, rsbW et sigB.

Enfin, le locus sae (S. aureus exoprotein expression) constitue également un important
régulateur de I’expression des génes de virulence. 11 est composé de 4 ORFs, dont 2 codent pour
un systeme classique a 2 composants. Sae est lui-méme activé par agr mais le mécanisme est
inconnu actuellement. 1l est indispensable a la transcription des protéines Emp et Eap et capable
de moduler leur expression en fonction des conditions environnementales : il s’agit donc d’un
régulateur crucial pour I’adaptation de S. aureus a son environnement, contribuant a la survie

intracellulaire de S. aureus (89).

8- Impact des contraintes de cisaillement

La fonction plaquettaire est sensible aux contraintes de cisaillement existant dans le flux
sanguin. C’est le cas notamment de I’interaction entre le facteur Von Willebrand et la Gplba
qui ne peut se produire que sous de fortes conditions de cisaillement. Ceci complique donc les
études sur I’agrégation plaquettaire et I’adhésion statique qui impliquent des systémes artificiels

qui ne reflétent donc pas réellement la nature dynamique du systéme circulatoire.
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Dans le cas des interactions avec S. aureus, les études sur les conditions de cisaillement
montrent que la formation du thrombus ne peut se produire que sous des conditions de fortes
contraintes de cisaillement (>800 s?) et que ceci est entiérement dépendant du CIfA (69).
Comme 1’agrégation plaquettaire, la formation du thrombus est dépendant de 1’interaction

anticorps-FcyRIla et fibrinogene-intégrine allbf3.

Les forces de cisaillement sont nécessaires pour la modification de la conformation du
fibrinogene, et le rendre alors plus @ méme d’interagir avec I’intégrine allbP3 et d’aboutir a la

formation d’un thrombus.

9- Inhibition des plaquettes

Certaines protéines de S. aureus ont en revanche été montrees paradoxalement inhibitrices
de la fonction hémostatique des plaquettes. C’est le cas de 1’acide lipotechoique, qui utilise le
récepteur du facteur d’activation plaquettaire (PAF) pour augmenter les taux d’AMPc dans les
plaquettes. L’activit¢é de phosphorylation sur la protéine VASP (vasodilator-stimulated
phosphoprotein) est alors augmentée et va inhiber 1’agrégation plaquettaire et la formation
consécutive du thrombus (92). L’acide lipotechoique inhibe également 1’agrégation plaquettaire

par prévention de la mobilisation du calcium intracellulaire (92).

La protéine de liaison du fibrinogene extracellulaire (Efb) semble également exercer un effet
antithrombotique. Il s’agit d’une protéine produite pendant la phase de croissance post-
exponentielle, décrite in vitro comme capable d’adhérer directement aux plaguettes et
également capable de recruter le fibrinogéne dans une forme non conventionnelle qui est plutdt
amené a inhiber 1’activation plaquettaire, et ceci a été confirmé in vivo (93). L’Efb augmente
cependant la liaison du fibrinogéene aux plaquettes d’une maniére indépendante de 1I’intégrine
allbp3.

Enfin, la staphylokinase posséde également une activité inhibitrice sur les plaquettes au travers

de la dégradation de la plasmine et du fibrinogéne, ce qui empéche 1’agrégation plaquettaire.
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3. Interactions Plaquettes - S. sanguinis

Les études sur les interactions entre plaquettes et S. sanguinis sont trés anciennes mais
finalement moins bien documentées que pour S. aureus. Les mémes récepteurs plaquettaires
ont cependant été rapportés comme impliqués dans ces interactions. De plus, plusieurs articles
soulignent 1’existence d’une importante variabilité dans la capacité des souches de S. sanguinis
a induire une agrégation plaquettaire (94). Kerrigan et al. ont ainsi décrit 3 phénotypes de
souches (95) :

- Type | : adhésion forte et agrégation rapide des plaquettes,

- Type Il : temps de latence plus long pour I’activation plaquettaire, pas d’adhésion

bactérienne des plaquettes au repos,

- Type Il : pas d’adhésion ni agrégation plaquettaire.

Il existe également probablement un type IV, capable de supporter I’adhésion bactérienne mais
pas 1’agrégation plaquettaire qui en découle habituellement. Ceci suggére donc une distinction
entre la capacité a supporter 1’adhésion plaquettaire et a induire 1’agrégation plaquettaire,
d’autant que ces deux étapes sont probablement médiées par des protéines bactériennes et des

récepteurs plaquettaires différents.

Herzberg et al. ont aussi mis en évidence, grace a un modele lapin d’EI expérimentale, une
différence dans la capacité des différentes souches de S. sanguinis a induire une agrégation
plaquettaire, et ont montré une virulence plus importante des souches capables d’induire une
agrégation par rapport a celles qui ne le sont pas (96), malgré une densité bactérienne identique

dans les végétations.

Enfin, les adhésines mais aussi les exopolysaccharides composant le glycocalyx de S. sanguinis

contribuent a son infectivité.

1- Role de la Gplba

Les interactions directes des streptocoques avec la Gplba sont médiees par des serin-rich
protein (Srp), et notamment la SrpA pour S. sanguinis (97). Elles correspondent a des protéines
hautement glycosylées, riches en sérine qui se lient aux résidus acide sialique sur les récepteurs
de I’hote. L’interaction entre la SrpA et la Gplba plaquettaire se produit au niveau du domaine
N-terminal de la Gplba et supporte I'adhésion plaquettaire qui sera suivie du déclenchement de

I’agrégation plaquettaire (95,97). Elle est toutefois dépendante des forces de cisaillement : au
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contraire de ce qui se produit pour le roulement des plaquettes sur le facteur Von Willebrand
immobilisé nécessitant d’importantes forces de cisaillement, les plaquettes sont capables de
rouler sur le streptocoque dans des conditions de faible cisaillement. En effet, la SrpA doit étre
présente sur la surface bactérienne dans une conformation adéquate pour son interaction avec
la Gplba et il apparait que cette conformation ne peut étre appropriée qu’en conditions de forces
de cisaillement modérées. Cette interaction serait également dépendante de I’acide sialique
97).

Apres stimulation par S. sanguinis via la Gplba, il se produit I’induction d’une signalisation
transmembranaire et les plaquettes libérent le contenu de leurs granules denses, constitué par
des substances vasoactives dont I’ATP et I’ADP (98). De plus, S. sanguinis exprime une
ectoATPase capable d’hydrolyser I’ATP plaquettaire libérée en ADP. L’ADP, qui est un
agoniste plaquettaire habituel, va alors se lier a ses récepteurs plaquettaires, P>Y12 et P.Y1, ce

qui servira d’étape d’amplification, essentielle a la formation d’un agrégat stable (63).

De plus, le signal induit par S. sanguinis est cyclo-oxygénase (COX) et Thromboxane A2
(TXA2) dépendant (95) car I’utilisation d’aspirine pendant 1’adhésion de S. sanguinis aux
plaquettes inhibe totalement 1’agrégation plaquettaire. Les plaquettes exposées a S. sanguinis
produisent donc du TXAZ2, et le récepteur TPa peut alors amplifier I’activation plaquettaire en

se liant au TXAZ2 nouvellement libéré.

C’est cette interaction directe entre la Gplba et la bactérie qui se produit pour les souches dites

de type 1 (95).
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2- Role du complément

Certaines souches de S. sanguinis sont également capables d’induire une agrégation
plaquettaire selon un processus impliquant le complément, mais nécessitant la liaison d’un
anticorps spécifique (99). Le gC1gR humain permet de lier des protéines au premier composant
de la cascade du complément : le C1q, et va ainsi pouvoir servir de récepteur pour S. sanguinis
recouvert de molécules du complément. L’agrégation plaquettaire médiée par le complément
semble se faire principalement via la voie alterne et nécessite la présence d’IgG, qui fournirait
un site de liaison au C3b (100).

Comme pour S. aureus, ’agrégation plaquettaire induite par S. sanguinis médiée par le

complément est un processus lent.

3- Role du FeyRIla

FcyRlIlIa joue un réle critique dans 1’agrégation plaquettaire induite par les bactéries dont S.
sanguinis. En présence d’IgG, S. sanguinis va provoquer la tyrosine phosphorylation tres rapide
du FcyRlIla plaquettaire, suivie de la phosphorylation de la PLCy2, de Syk et LAT (101). Ces
évenements précoces sont dépendants de protéines kinases de la famille Src mais indépendants
du thromboxane A2 ou de I’engagement de I’intégrine allbf3. Pendant la phase de latence qui
précede ’agrégation plaquettaire, une déphosphorylation de FcyRIla, PLCy2, de Syk et LAT
se produit. Cette voie de signalisation est régulée par la SHP-I qui est liée a PECAM-I, récepteur
contenant un motif ITIM, car cette protéine tyrosine phosphatase est ainsi phosphorylée lors de

la phase de latence, et PECAM-I co-précipite avec elle (101).

L’engagement secondaire de I’intégrine allbB3 va provoquer la déphosphorylation de SHP-I,
permettant alors & son tour une seconde vague de phosphorylation de FcyRIla, PLCy2, de Syk
et LAT.

Les plaquettes sont alors capables de libérer le thromboxane A2 et le contenu de leurs granules
denses dont RANTES, PF4, CD40L soluble et PDGF-af, qui vont amplifier et stabiliser
’agrégat plaquettaire (101,102). Le PF4 peut se lier aux bactéries et former un nouveau site de
reconnaissance pour les IgG et les cellules immunes effectrices, ce qui peut permettre de réduire

le temps de latence, mais ceci est particuliérement vrai pour les bactéries gram négatif (103).
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De plus, Sullam et al. ont mis en évidence la colocalisation de la Gplba et du FcyRIIa au niveau
de la membrane plaquettaire, et que cette association n’est pas aléatoire (104). Ceci permet

d’obtenir une signalisation médiée par FcyRIla et la Gplba qui est indépendante des IgG (104).

4- RoOle des MAP kinases

L’activation plaquettaire par S. sanguinis différe tout de méme sur certains points de celle
induite par S. aureus. En effet, contrairement a S. aureus, S. sanguinis peut également impliquer
la voie des MAP kinases. L’épinéphrine libérée a la suite du stress va agir via la protéine Gz
pour upréguler la voie impliquant la PLCy2, PI3k et Erk. Les MAP kinases Erk2 et p38
subissent des étapes triphasiques de phosphorylation/déphosphorylation comme cela peut se
produire avec d’autres phosphoprotéines, et ceci aboutit a une augmentation de 1’agrégation

plaquettaire induite par S. sanguinis (105,106).

5- Roéle de la PAAP

De maniere distincte de ce qui se produit avec S. aureus, S. sanguinis est capable d’induire
une agrégation plaguettaire directe par 1’intermédiaire d’un composant collagéne-
like spécifique du streptocoque : la PAAP (platelet aggregation associated protein). Il s’agit
d’une protéine de 115 kDa, exprimée sur les parois cellulaires du streptocoque, riche en
rhamnose qui contient un domaine collagene-like d’interaction avec les plaquettes comprenant
des résidus Pro-Gly-Glu-GIn-Gly-Pro-Lys (107,108). La PAAP est impliquée dans la CbpA
(Collagen-binding protein A) qui contient 2 séquences PAAP collagen-like octapeptide (109).

Sur les valves cardiaques lésées, la PAAP augmente 1’accumulation des plaquettes dans le
thrombus de fibrine et va permettre la colonisation par la bactérie (110). Elle correspond donc
a un facteur de virulence important de S. sanguinis car son absence ou blocage d’expression
entraine une inhibition de I’agrégation plaquettaire in vitro (109), et une réduction de la taille

des végétations dans les modéles d’EI expérimentales (110).

Cependant, plusieurs études ont mis en évidence que cette agrégation induite par PAAP est
donneur-spécifique, et que son expression est restreinte a certaines souches de S. sanguinis et

est absente des autres especes de streptocoques (109).
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6- Libération de médiateurs solubles et autres facteurs de virulence

a) Meédiateurs solubles

En dehors de ses interactions directes avec les plaquettes provoquant une réponse plutot
pro-thrombotique, S. sanguinis induit une également une réponse pro-inflammatoire et
immunomodulatrice des plaquettes (105). En effet, les plaquettes sont capables de libérer de
nombreux modulateurs immuns et inflammatoires en réponse a une infection par S. sanguinis,
parmi lesquels on retrouve des facteurs de croissance, chémokines et cytokines, certains existant
a 1’état préformé dans les mégacaryocytes et d’autres étant synthétisés de novo (111). Cette
libération de médiateurs de I’inflammation a partir des plaquettes se produit toutefois de fagon
souche et donneur-spécifique (105), et constitue un phénomeéne indépendant de 1’agrégation
plaquettaire, suggérant un mécanisme pro-athérogéne potentiel en 1’absence d’une réponse

plaquettaire pro-thrombotique aigué.

A noter qu’il existe un effet inhibiteur paradoxal de 1’épinéphrine sur la libération des
médiateurs solubles par les plaquettes stimulées, aussi bien avec les souches de S. sanguinis
induisant une agrégation qu’avec celles qui ne 1’induisent pas. Ceci met en évidence une

dissociation entre 1’exocytose et I’agrégation qui sont provoquées en réponse a la bactérie (105).

Enfin, lors de la bactériémie transitoire, S. sanguinis est également capable d’activer les
monocytes et d’induire leur production de FT et de cytokines, ce qui déclenche la cascade de la
coagulation. La libération de cytokine peut également découler de I’effet de I’ATP

extracellulaire libérée des plaquettes sur les monocytes.

b) Facteurs de virulence

L’analyse du génome de S. sanguinis par Fan et al. a permis de distinguer la présence d’une
ecto-5’ nucléotidase de surface cellulaire (Nt5e), capable d’hydrolyser I’ATP extracellulaire
libérée notamment depuis les granules denses des plaquettes pour générer de 1’adénosine. Cette
derniére est une molécule immunosuppressive pouvant inhiber la phagocytose par les
macrophages/monocytes associés aux végétations valvulaires (112). Elle inhibe également la
production d’IL-12 et augmente celle de I’'IL-10 (113). L’utilisation d’un modé¢le lapin d’EI
expérimental a alors mis en évidence des végétations ayant une masse significativement

diminuée lorsqu’ils sont infectés avec des souches délétées en Nt5e.
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4. Role des plaquettes
1- Généralités sur les plaquettes

Les plaquettes régulent ’hémostase et 1’inflammation, et ont un réle dans I’immunité. Ce
sont des éléments anucléés de petite taille (2-4 um) discoides qui proviennent de la lignée des
mégacaryocytes. Leur durée de vie dans la circulation sanguine périphérique est de 5 a 10 jours
et ces cellules anucléées peuvent effectuer la translation des protéines en utilisant des modéles

d’ARNm stable provenant de leurs précurseurs mégacaryocytaires.

Les plaquettes possedent 3 types distincts de granules cytoplasmiques :

- Les granules denses, riches en médiateurs du tonus vasculaire = sérotonine, ADP,
calcium et phosphate ;

- Les granules a, contenant des protéines spécialisées dans les fonctions hémostatiques
dont I’adhésion (fibrinogeéne, thrombospondine, vitronectine, laminine et facteur Von
Willebrand), la coagulation (plasminogene et a2-plasmine inhibiteur), et la réparation
des cellules endothéliales (PDGF (platelet derived growth factor), facteur de
perméabilité et TGF-a (transforming growth factor) et TGF-f. Ces granules peuvent
également contenir des protéines microbicides ;

- Les granules lysosomales, contenant des enzymes qui modulent la dissolution du

thrombus.

Lorsque les plaquettes sont activées, elles voient leur statut métabolique s’activer, ainsi que leur
forme discoide devenir amiboide et vont exprimer des récepteurs permettant de médier une
adhésion augmentée aux tissus Iésés ou infectés, et produire des especes réactives de 1’oxygene
incluant radicaux superoxyde, peroxyde et hydroxyles. Enfin, leurs pseudopodes vont s’étendre
pour interagir avec les pathogénes microbiens ainsi qu’avec les autres cellules de 1’hote et les
plaquettes vont remodeler leur cytosquelette pour faciliter la mobilisation des granules ainsi
que la libération de leur contenu. Les plaquettes jouent donc un réle important dans la défense
de I’hdte contre les infections endovasculaires, et leurs effets peuvent étre amplifiés par la

présence concomitante d’antibiotiques (114).

Il existe également une capacité des bactéries a générer des signaux intracellulaires sur la liaison
des plaquettes mais nous disposons de peu de données jusqu’a présent car ces interactions sont

complexes et de nature multi-composants. Concernant les signaux induits par S. aureus, les
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publications actuelles laissent savoir qu’il s’agit de mécanismes cyclooxygénase et

thromboxane dépendants (72).

2- Toll Like Receptors

Les Toll like receptors (TLR) sont des récepteurs de I’immunité innée qui régulent la
réponse de I’hdte a une infection. Ils reconnaissent les PAMPs (Pathogen-associated molecular
pattern) présents sur différentes classes d’agents infectieux (115). En tant que médiateurs de
I’immunité, les plaquettes expriment fortement a leur surface les TLR2, TLR4 et TLRY, et n’ont

qu’une trés faible expression des TLR1, TLR6 et TLR8 (116).

Le ligand du TLR4 est ainsi le LPS (lipopolysaccharide) des bactéries gram négatives, qui
seraient également capables de déclencher une agrégation plaquettaire d’apres certaines études
(117,118), mais pas pour d’autres (119), et seraient méme au contraire responsables d’une

inhibition des plaquettes pour certaines équipes (120).

L’acide lipotechoique est quant a lui un ligand du TLR2, avec des effets variables sur
I’agrégation plaquettaire car il peut inhiber 1’agrégation plaquettaire comme c’est le cas
lorsqu’il dérive de S. aureus (121), cependant il supporte 1’adhésion plaquettaire de

Staphylococcus epidermidis.

Geéneralement, la stimulation des TLR induit la sécrétion de molécules immunomodulatrices et
I’activation d’autres cellules telles que les PNN et les cellules endothéliales, plutdt que la
formation d’un thrombus, ce qui signifie que les plaquettes agissent en ce sens plutdt comme
des acteurs du systéeme immunitaire inné que comme des acteurs de I’hémostase primaire car
elles sont capables de détecter la présence des agents infectieux et de coordonner la réponse au

pathogéne.

3- Phagocytose

La présence du FcyRlIIa & la surface des plaquettes laisse entendre que ces dernieres ont une
capacité de phagocytose. En effet, elles peuvent phagocyter les complexes immuns via le

FcyRlIlIa, mais elles peuvent elles-mémes étre phagocytées (122).
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De plus, elles ont la possibilité d’augmenter la phagocytose des pathogenes par les PNN (123)
mais peuvent également phagocyter directement certaines bactéries comme S. aureus (124).
Toutefois, cette phagocytose résulte rarement de la mort de la bactérie car les plaquettes ne
possedent pas de phagolysosomes, et elle peut alors avoir 1’effet inverse de 1’effet escompté
puisqu’elle induit la formation d’un pool de bactéries viables présentes en intracellulaire, ainsi
que dans le thrombus, ou elles sont alors protégées de 1’effet du systéme immunitaire. Ceci peut
jouer un réle dans la pathogenése de certaines maladies telles que I’El puisque cela permet
notamment la persistance de la maladie (125-127).

4- Plaquettes et PNN

Les plaquettes possedent également un rodle essentiel dans la formation des NETS
(neutrophil extracellular traps) par les PNN, qui permettent la clairance des bactéries piegées et
la concentration des facteurs antibactériens, mais possédent egalement des effets déléteres car
ils peuvent augmenter le risque de thrombose (128). De plus, plaquettes et PNN sont connus
pour adhérer les uns aux autres et former des complexes plaquettes-PNN (PNC). La formation
de ces PNC est régulée par la P-sélectine plaquettaire et le complexe Mac-1 des PNN, et tient

une place importante dans le développement des défaillances multiviscérales.

5- Libération de molécules microbicides

Kraemer et al. ont montré que les plaquettes incubées avec S. aureus limitent la croissance
de la bactérie (129). Cette observation a permis de mettre en évidence 1’existence de molécules
plaquettaires antibactériennes : les PMP (platelets microbicidal proteins), qui sont libérées sous
I’effet de la thrombine (tPMP) et/ou des bactéries. Elles different des défensines classiqguement
décrites par leur masse moléculaire, leur séquence, et 1’enchainement de résidus lysine et
arginine qui leur donne leur charge cationique. Ce sont donc des petits peptides cationiques a
activité microbicide rapide et puissante contre les pathogenes retrouvés dans les bactériémies

tels que S. aureus ou les streptocoques du groupe viridans (130).

Pour étre fonctionnelles, ces molécules doivent étre clivées par la thrombine, libérant deux
sous-unités qui vont agir indépendamment mais de maniére néanmoins complémentaire en

altérant la perméabilité de la paroi bactérienne (79).
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La libération des PMP se fait a travers des voies de signalisation plaquettaire qui dépendent de
I’ATP/ADP et de leurs récepteurs P2Y. Ce signal est alors lui-méme amplifié par la libération
d’ADP, et une activation autocrine des plaquettes se produit, qui va ensuite pouvoir s’étendre
aux plaquettes voisines. De plus, les plaquettes activées par I’inflammation vont recruter des
plaquettes supplémentaires a travers la signalisation des récepteurs PAR-1 et PAR-4 (protease-
activated receptor) médiée par la thrombine, ainsi que par I’activation de I’intégrine allbp3 et

la libération de facteur Von Willebrand par les cellules endothéliales activées.

Parmi les tPMP libérées des plaquettes sont retrouvées les chimiokines classiques qui ont un
effet bactéricide direct: les kinocidines. Elles sont alors divisées en 2 groupes : les a-
kinocidines, incluant les cytokines CXC (PF4, PBP (platelet basic proteins), connective tissus
activating peptide (CTAP-3) et neutrophil activating peptide (NAP2)), et les B-kinocidines qui
sont des cytokines de type CC, dont fait partie RANTES. Font partie également des kinocidines
le fibrinopeptide B et la thymosine 4.

Ces molécules ont un effet synergique entre elles, leur role primaire étant la chimio-attraction
des leucocytes, permettant la coopeération entre facteurs plaquettaires et leucocytaires dans la

clairance bactérienne (131).

Les B-défensines humaines 1 (hD-1) sont également présentes dans les mégacaryocytes et les

plaquettes, au niveau de I’ARNm et des peptides (129).

Les tPMP exercent de maniére directe les effets anti-staphylocoques précoces des plaquettes
dans la défense contre I’EIL. Toutefois, les PMP ne sont pas toutes identiques entre elles, et
possédent notamment des différences sur leurs propriétés biochimiques et leur activité
microbienne puisqu’elles peuvent exercer une activité seulement microbiostatique, ou plutét
microbicide, et ceci est influencé par leur concentration et le pH du milieu dans lequel elles se
trouvent (132).

Toutes les souches de S. aureus ne sont pas sensibles de la méme maniére aux tPMP et il
apparait que les souches résistantes aux tPMP in vitro sont plus virulentes dans les modéles
d’EI expérimentales que les souches sensibles (133,134). Kupferwasser et al. ont en effet
montré sur des modeles lapins d’EI expérimentales des bactériémies plus faibles, une réduction
de la croissance et de la taille des végétations et de leur densité bactérienne, 1’apparition plus
tardive de régurgitation valvulaire aortique, ainsi qu’une réduction des dommages des tissus

valvulaires et de 1’inflammation péri-valvulaire, et une réduction de la fréquence des
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évenements emboliques extracardiaques avec les souches sensibles aux tPMP par rapport aux
souches résistantes (135).

Enfin, Yeaman et al. ont observé que les souches issues d’EI sont plus fréquemment résistantes
aux PMP que les souches qui sont issues d’autres infections (134), ce qui laisse penser que cette
résistance fournit un avantage sélectif de survie au pathogene in vivo impliqué dans la

pathogenése de I’ElL

Egalement, la présence d’une thrombopénie a été montrée comme facteur aggravant dans les
El a streptocoques sur des modeles lapin ou rat (136). Les PMP ont donc un rdle majeur dans
la limitation de I’induction et de la progression des infections endovasculaires, avec des

conséquences sur de nombreux parametres associés a la sévérité et au pronostic de I’EI.
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Figure 11 : Interactions des plaquettes avec S. aureus

D’aprés Yeaman et al. (79)
5. Conclusion

S. aureus et S. sanguinis sont deux pathogénes majeurs responsables d’El et des
évenements emboliques qui y sont associés. Nous avons mis en évidence de nombreuses
interactions de ces bactéries avec les plaquettes a travers différents mécanismes impliquant les
récepteurs plaquettaires. Des mécanismes communs sont retrouvés pour les deux germes mais
il apparait également que chacun a des spécificités, pouvant expliquer quelques différences dans

leur pathogénicité et les complications qu’ils induisent.

L’agrégation plaquettaire induite par S. aureus semble dépendante, au moins en partie, des voies
de la COX et du TXA2 (72), et le role central de I’intégrine allbB3 dans I’interaction avec les
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adhésines de cette bactérie n’est pas retrouvé aussi marqué pour S. sanguinis, bien que la
présence de cette intégrine soit nécessaire pour les interactions impliquant notamment le
FcyRlIla. Enfin, il semblerait que le polymorphisme des patients sur les récepteurs plaquettaires
influe sur le potentiel pro-agrégant de ces bactéries.

D’autre part, les plaquettes en elles-mémes jouent également un rdle central dans la lutte contre
I’infection a travers la libération de petites molécules microbicides au niveau du site de

I’infection induite notamment par la thrombine, les tPMP.

Finalement, le role des plaquettes en situation d’infection laisse donc place a des effets a la fois
bénéfiques et déléteres sur le contrdle de cette infection qui donne naissance au « paradoxe
plaquettaire ». Dans I’El, notamment lorsqu’elle est provoquée par S. aureus, il existe un
équilibre entre les effets pro-agrégants plaquettaires induits, entretenant le developpement de
la végétation, et les effets antibactériens associés aux interactions plaquettes-PNN et a
I’activation du complément. Il semblerait alors que 1’utilisation d’antiplaquettaires dans le
contexte d’une EI serait inutile voire déletére car elle diminuerait les fonctions antibactériennes
des plaquettes. Cependant, il semble que limiter 1’adhésion et 1’agrégation plaquettaires est
indispensable pour diminuer le risque embolique associé a I’EI puisque les plaquettes font partie
intégrante de la végétation. C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier I’impact des

antiplaquettaires sur les interactions plaquettes-bactéries.

Table 1 Platelet-bactena interactions
Bacterial Bridging
Platelet receptor Bactena protein protein
GPlb-11la S. epidermidis Sdr(i Fibrinogen
8. qureus FnbpA/B Fibronectin
§. qureus FnbpA/B Fibrinogen
&, aurens CIfA Fibronectin
. 2 CIfA Fibrinogen
IsdB Drirect
M1 Fibrinogen
PadA Drirect
Fbl Fibrinogen
GPlba SrpA Diirect
GspB/Hsa Drirect
8. aureus Protein A VWF
Helicobacter pylori 7 VWF Table 2 Platelet-toxin interactions
FeyRlla S aureus J—ln\hp.-’\ B J'e(f Platelet receptor Bactena Bactenal toxin
8. aureus CIfA 1gG
TLR? Y e iae 9
ILR2 ? e l N Direct PAR]1 Porphyromonas gingivalis Giingipains
_ipoprotein Drirect N . et
TLR4 LPS Direct (i]’JFﬂ \ <ILLFE 1S \:\112
aClg-R a ci GPVI 5. qureus S5L-5
Phospholipids 5. preurion ice Preumaolysin
CIfA, clumping factor A; Fobp, fibronectin-binding protein; GspB, 5. guFeus a-Toxin
glycosylated streptococcal protein B: Hsa, hemagglutinin salivary 5 aureus Leukocidin
antigen; IsdB, iron-regulated surface determinant B; LPS, lipopoly- 5. progens Streptolysin-0
saccharide; PadA, platelet adhesion binding protein A; SdrG, serine
aspartate repeat G; SrpA, senne-rich protein A; TLR, Toll-like GP, glycoprotein, PAR L, protease-activated receptor 1; SSL, staphylo-
receptor; VWF, von Willebrand factor. coccal superantigen-like.

Tableau 2 : Interactions ligands-récepteurs D’aprés Cox et al. (63)
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PARTIE II :
Evaluation du bénéfice des antiplaquettaires
sur les mteractions Plaquettes-Bactéries
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I11- Revue de la littérature

L’ensemble des interactions plaquettes-bactéries décrites précédemment et leurs
conséquences déléteres sur 1’évolution des infections et notamment de I’El ont poussé de
nombreuses équipes a s’intéresser précisément a l’impact que pourrait avoir 1’utilisation
d’antiplaquettaires sur ces événements. En effet, les traitements antiplaquettaires sont
actuellement utilisés dans le cadre de la prévention primaire ou secondaire de la survenue

d’événements emboliques chez les patients a risque cardio-vasculaire élevé.

De plus, les traitements actuels de I’EI se concentrent sur une antibiothérapie associée ou non
a une chirurgie cardiaque, mais leurs effets restent modérés sur le risque embolique, ce dernier
représentant pourtant une complication grave et relativement fréquente de I’EI comme nous
avons pu I’évoquer dans la premiére partie de ce travail (2,19). Les résistances aux traitements
antibiotiques sont egalement de plus en plus nombreuses, et conduisent a des impasses
thérapeutiques pour les patients. Il parait donc judicieux de s’intéresser & de nouvelles
molécules capables de réduire I’activation des facteurs de virulence bactériens nécessaires a
I’initiation et a la progression des infections. Cibler les plaquettes, bien qu’elles posseédent
¢galement des effets bénéfiques sur I’évolution de 1’infection, pourrait offrir une nouvelle

alternative thérapeutique.

1. Données in vitro
1- Aspirine et acide salicylique

De nombreuses études se sont concentrées sur les effets de 1’aspirine et de son métabolite
principal : I’acide salicylique in vitro, et les mécanismes responsables de son effet sur S. aureus

notamment.

En 2001, I’équipe de Polonio et al. s’intéresse a I’éradication du biofilm de S. epidermidis par
I’utilisation d’une association de salicylate de sodium et de vancomycine. En effet, la formation
du biofilm des bactéries est un paramétre important pour leur virulence, principalement dans la
pathogenese des infections de dispositifs implantés divers. Cette équipe a montré un effet
bénéfique de I’utilisation de cette association in vitro puisqu’elle inhibe la formation du biofilm
de S. epidermidis, et 1’utilisation simultanée du salicylate de sodium et de la vancomycine

augmente 1’efficacité de la vancomycine seule (137).
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Kupferwasser et al. vont élucider les mécanismes d’action de 1’acide salicylique sur
I’atténuation de la virulence de S. aureus 2 ans plus tard. En effet, cette équipe observe que
I’acide salicylique agit sur deux paramétres impliqués dans la virulence de S. aureus: la
sécrétion de I’a-toxine et la liaison a la fibronectine (138). L’acide salicylique est ainsi capable
d’agir au niveau transcriptionnel en réduisant I’expression du géne promoteur de I’a-toxine hla,

et celui responsable de la liaison a la fibronectine fnbA.

En fait, I’acide salicylique génére une réponse au stress du géne sigB, qui va atténuer
I’expression des régulateurs globaux sarA et agr, et par conséquent celle des génes de 1’ a-toxine
et de la FnBPA et/ou FnBPB. L’acide salicylique peut également étre responsable d’une
diminution directe de la liaison a la fibronectine. L’opéron sigmaB est composé de 4 génes :
rsbU, rshV, rsbW et sigB. RsbU est un detecteur qui répond a de nombreuses stimulations
environnementales par autophosphorylation, qui va alors activer le geéne suivant de I’opéron :
RsbV. En effet, RsbU phosphorylé agit comme une phosphatase pour déphosphoryler RsbV,
qui peut alors se lier compétitivement a un facteur anti-sigma: RsbW, ce qui deplace
I’inhibiteur normal RsbW du complexe qu’il forme avec SigB (139). Ainsi, le régulateur SigB
peut étre active par des voies dependantes de rsbU et rsbV, et permet a S. aureus de survivre a
de nombreuses conditions de stress, telles que des températures, pH, osmolarité et restrictions
nutritives extrémes, ou encore une exposition a 1’éthanol ou une déplétion en oxygene in vitro

(140).

Enfin, SigB peut également lui-méme réguler un autre systétme de régulation a deux
composants : saeRS, lui-méme étant capable de réguler positivement 1’expression de hla et
fnbA. Toutefois, 1’équipe de Karlsson et al. a montré que les souches de S. aureus n’expriment
pas toutes le méme niveau intrinséque de sigB et par conséquent n’ont pas toutes la méme
expression des genes dépendants de sigB, et elles possedent également une variabilité dans leur

capacité a produire la protéase V8 (staphylococcal serine protease) (141).

De plus, les 2 loci sarA et agr corégulent les génes qui encodent une variété d’exoenzymes et
de toxines de S. aureus dont celles responsables de la cytolyse des tissus de I’hote. L’effet de
’aspirine sur le régulateur agr peut ainsi étre direct avec une downrégulation des promoteurs

agr RNAII et agr RNAIII, mais également indirect a travers la suppression du locus sarA.
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De maniére semblable, la réduction de la production de 1’a-toxine peut se faire soit par la
suppression de la voie agr-dépendante, soit par celle de la voie sarA-dépendante, car le

promoteur hla peut étre activé en réponse aux deux signaux.

D’autres publications ont également fait état de 1’effet de 1’aspirine in vitro et montrent une
réduction de 1’adhésion aux biomatrices (142), une diminution de la production des capsules
bactériennes (143,144), ainsi qu’une atténuation de la formation du biofilm (137), ce qui est en
accord avec les constatations énoncées précédemment.

De plus, il apparait que I’acide salicylique a un impact sur 1’expression du CIfA, variable en
fonction de la phase de croissance dans laquelle se trouve la bactérie au moment ou la molécule
est utilisée (138). Un effet moindre peut étre retrouvé sur les autres adhésines de liaison au

fibrinogene telles que la Coa ou le CIfB.

Finalement, 1’acide salicylique permet une réduction de la liaison aux ligands de la matrice
impliquant la colonisation des tissus (fibrinogéne, fibronectine et fibrine), ainsi qu’une
réduction de la liaison aux cellules endothéliales et plaquettes (145) et de la production d’a-
toxine (138).

Dotto et al. ont récemment mis en évidence un effet distinct de I’aspirine qui modifie la
virulence de S. aureus: I’acide salicylique induit une expression et par conséquent une
production augmentée de PIA (polysaccharide intercellular adhesin), ce qui diminue le taux de
fer libre dans le biofilm et le rend plus sensible a ’action des antibiotiques et aux défenses de
I’hote (146). Toutefois, il a également été observé une augmentation consécutive de la
formation du biofilm de S. aureus en présence d’acide salicylique par 1’intermédiaire de PIA,

ce qui peut alors contribuer défavorablement a la persistance de I’infection.

Enfin plus récemment, I’équipe de Chabert et al. s’est intéressée a I’effet de 1’aspirine et de la
fluvastatine sur I’activation plaquettaire et la réponse inflammatoire in vitro a S. aureus. Ils ont
ainsi mis en evidence une efficacité de I’aspirine, mais pas des statines, pour limiter 1’activation
plaquettaire et la libération des facteurs de I’inflammation. L’utilisation de 1’acide
acetylsalicylique a également permis de restaurer le compte plaquettaire, en protégeant les

plaquettes de I’induction de 1’expression des marqueurs de mort cellulaire par S. aureus (147).

Chan et al. a étendu le spectre d’AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens) testés et a ainsi
utilisé aspirine, ibuproféne, diclofénac et acide méfénamique, en association avec des

antibiotiques : le céfuroxime ou le chloramphénicol (148). Ibuproféne, aspirine et diclofénac
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ont montré des propriétés antibactériennes contre les bactéries selectionnées, et un effet
synergique de I’ibuproféne et de I’aspirine a été constaté lorsqu’ils étaient associés avec le
cefuroxime, aussi bien contre les souches de SASM (S. aureus sensible a la méticilline) et
SARM. Toutefois, I’effet synergique de I’association de I’aspirine ou de I’ibuproféne avec le
chloramphénicol était observé pour les souches de SARM testées, mais pas pour les souches de
SASM (148). L’aspirine utilisée seule a également montré une efficacité contre des bactéries

gram positives et négatives, ce qui n’est pas le cas du diclofénac.

Les effets de 1’acide salicylique sont concentration-dépendants et I’aspirine montre donc un
potentiel plutdt intéressant pour son utilisation dans les infections endovasculaires causées par

S. aureus.

2- Thiénopyridines

Tres peu d’études se sont actuellement intéressées a 1’effet des thiénopyridines in vitro dans
le contexte des infections. Farha et al. ont tout de méme mis en évidence une capacité de la
ticlopidine a cibler la N-acétylglucosamine-1-phosphate transférase, codée dans le gene tarO -
qui est le gene codant pour la premiére étape de la synthése des acides teichoiques de la paroi
bactérienne - qui permet donc de bloquer cette synthese (149). Les acides teichoiques de la
paroi bactérienne sont impliqués dans la résistance aux antibiotiques a travers le soutien de la
fonction coopérative des protéines de liaison a la pénicilline (PBP) qui sont a la base de la
résistance aux pB-lactames. Cette équipe a ainsi montré une potentialisation de I’effet du
céfuroxime par la ticlopidine, permettant une limitation efficace de la croissance des souches

de SARM in vitro et in vivo.

Enfin, I’équipe d’Alsharif et al. a montré que le ticagrelor inhibe la recapture de 1’adénosine
cellulaire et que ceci potentialise I’effet de cette adénosine sur la chimiotaxie et la phagocytose
des PNN (150). En effet, ’adénosine est connue pour étre un médiateur majeur de
I’inflammation et de I’immunité innée. Elle est générée a partir de I’ATP libérée en condition
de stress cellulaire et capable d’upréguler les fonctions pro-inflammatoires des PNN et

macrophages.
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2. Modéles animaux

Ces résultats in vitro laissent suggérer une efficacité des antiplaquettaires in vivo, et
plusieurs équipes ont donc étudié ces traitements sur des modeles animaux d’EI expérimentales.
Ces études ont été surtout réalisées avec des souches de S. aureus, mais quelques-unes se sont
également intéressées au streptocoque. Les résultats de ces études sont globalement
contradictoires en fonction des souches et des traitements utilisés.

Ainsi, Levison et al. dés 1977 avaient testé I’effet de 1’aspirine sur un mod¢le lapin d’EI a
Streptococcus viridans. Toutefois, cette équipe n’avait pas constaté d’efficacité du traitement

avec une taille de thrombus identique par rapport au groupe contrdle non traité (151).

Plus de 15 ans aprés, Nicolau et al. ont mené plusieurs études également sur des modeles lapin
d’EI expérimentale a S. aureus. Cette équipe a quant a elle montré une réduction de la densité
bactérienne dans les végétations avec 1’utilisation d’aspirine a faible dose ainsi qu’une réduction
de la taille de ces végétations (152). Elle a ensuite testé 1’association de 1’aspirine avec la
vancomycine, ce qui a permis de constater que les doses d’aspirine de 2.5 et 10 mg/kg entrainent
une réduction significative de la taille des végétations par rapport au groupe contréle et que
I’association de ces doses a la vancomycine permet de réduire également la densité bactérienne
des végétations proportionnellement a la réduction de la taille des végetations, ce qui n’était pas
le cas avec ’aspirine seule (153). Les doses de 20 et 50 mg/kg également testées entrainent
également une réduction de la taille des veégétations mais de maniére non statistiqguement
significative. L’utilisation de doses supéricures d’aspirine ne semble donc pas apporter de

bénéfice supplémentaire et I’effet de 1’aspirine est dose-dépendant.

L’équipe de Kupferwasser va corroborer ces résultats puisqu’elle montre de maniere similaire
une réduction de la taille des végeétations et de leur densité bactérienne avec 1’aspirine, mais
¢galement une réduction de la densité bactérienne au niveau rénal ainsi qu’une réduction des
évenements emboliques dans le rein (145), selon un effet dose-dépendant. De plus, cette équipe
met en évidence le mécanisme sous-jacent a cet effet paradoxal puisque I’aspirine & une dose
de 12mg/kg supprime la synthese PGI2 (Prostangladine 12) or PGI2 inhibe 1’adhésion
plaquettaire et la formation du thrombus au niveau du sous-endothélium, cet effet étant moindre
pour les doses de 4 et 8 mg/kg. Son inhibition provoque donc le passage des plaquettes dans un

état pro-agrégant pour des doses plus fortes d’aspirine sur le site de dommage de I’endothélium,
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ce qui favorise la formation de la végétation et 1’évolution de I’EI plutot que son atténuation

(145).

Nicolau et al. se sont ensuite intéressés a I’effet d’un autre antiplaquettaire : la ticlopidine,
appartenant a la famille des thiénopyridines (inhibiteurs du récepteur a I’ADP P2Y12). Une
réduction significative de la taille des végétations est observée avec des doses de 10 et 100
mg/kg, et il existe également une réduction mais non statistiquement significative avec la dose
de 50 mg/kg (154). Comme c¢’était le cas pour I’aspirine, 1’association de la ticlopidine a la
vancomycine permet d’obtenir également un effet sur la stérilisation de la végétation avec une

diminution de la densité bactérienne (155).

Enfin, cette équipe a également testé pour la premiere fois une association de traitements
antiplaquettaires : aspirine + ticlopidine. Une diminution significative de la taille des
végétations est observée avec I’association tandis que cette réduction n’est pas statistiquement
significative pour les groupes avec une monothérapie antiagrégante (156). Il semble donc
exister une optimisation des effets pharmacologiques sur les interactions plaquettes-plaguettes
et plaquettes-bactéries en utilisant deux antiplaquettaires possédant des mécanismes d’action

différents.

Plus récemment, 1’équipe de Veloso a travaillé sur un mod¢le rat d’El expérimentale et s’est
intéressée a d’autres germes que S. aureus puisqu’elle a étudié E. faecalis et S. gallolyticus.
L’utilisation d’aspirine seule réduit la taille des végétations chez 1’animal et prévient méme la
survenue d’El chez 31% des animaux pour E. faecalis, tandis que la ticlopidine seule n’a aucun
effet sur les 2 germes. L’association aspirine + ticlopidine permet quant a elle de réduire de
maniére importante la taille de la végétation et prévient efficacement I’EI chez 73% des
animaux (157). Les mémes observations sont faites pour les EI expérimentales a S. gallolyticus.
Cette étude montre donc & nouveau un effet potentialisé d’une association d’antiagrégants sur
d’autres germes que S. aureus, et ceci est confirmé par les études d’agrégation plaquettaire
menées en parallele des modéles animaux qui montrent un effet important de 1’association
antiagrégante pour réduire I’agrégation plaquettaire induite par les bactéries, ce qui n’est pas le

cas lorsque les traitements sont utilisés seuls (157).

Cette méme équipe va ensuite tester ces traitements sur S. aureus et S. gordonii, mais également
d’autres antiagrégants agissant sur 1’intégrine allbB3, eptifibatide et abciximab, ainsi que des

traitements anticoagulants : dabigatran, qui est un anticoagulant oral direct agissant sur la
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thrombine, et 1’acénocoumarol, antivitamine K. Une nouvelle fois, 1’association aspirine +
ticlopidine est efficace sur ces germes avec une réduction de la survenue des El et de la taille
des végétations chez les animaux traités, de méme que 1’abciximab (158). L’eptifibatide et
I’acénocoumarol sont quant a eux totalement inefficaces sur les 2 espéces. Enfin, le dabigatran
montre une efficacité sur S. aureus mais pas sur S. gordonii, ce qui peut étre expliqué par son
mode d’action car il inhibe la transformation du fibrinogéne en fibrine et la polymérisation de
cette derniéere, favorisée par un facteur de virulence spécifique de S. aureus : la Coa, retrouvée
dans le complexe staphylothrombine capable de convertir le fibrinogéne en fibrine pour faciliter

I’agrégation plaquettaire (158).

D’autres études se sont alors intéressées a un effet potentiel du dabigatran dans des modeéles

expérimentaux d’infections a S. aureus.

Ainsi, Vanassche et al. montrent que I’inhibition de la staphylothrombine de S. aureus réduit
sa virulence a la fois dans des modeles in vitro et in vivo avec une réduction de la taille des

abces de souris infectées lorsqu’elles sont traitées par dabigatran (159).

Enfin trés récemment Lerche et al. ont également mis en évidence un effet tres favorable du
dabigatran dans un modéle rat d’EI a S. aureus, associé a un traitement antibiotique par
gentamicine. En effet, I’utilisation du dabigatran permet de réduire significativement la taille
de la végétation valvulaire mais aussi la densité bactérienne dans les valves aortiques ainsi que
I’expression de marqueurs pro-inflammatoires tels que les cytokines IL-8, IL-1p et IL-6,
ICAM-1, TIMP1 et L-sélectine (160). Une augmentation majeure du nombre de plaquettes
circulantes a également été constatée en présence du traitement par dabigatran par rapport aux
rats non traités, appuyant 1’effet anti-virulence de cet anticoagulant, puisque la présence d’une
thrombopénie est également un marqueur de sévérité de 1’infection. De plus, il ne semble pas y

avoir plus d’événements hémorragiques chez les rats traités que chez les rats non traités.

Les effets majoritairement positifs des antiplaquettaires aspirine et ticlopidine dans les modéles
animaux d’EI confirment les résultats observés in vitro et poussent a s’intéresser a un réel effet
clinique de ces molécules afin d’évaluer le rapport bénéfice/risque de 1’utilisation de ces
traitements chez les patients. L’utilisation trés récente du dabigatran semble offrir également
une nouvelle option thérapeutique pour agir sur les événements emboliques associés a I’EI et

doit étre évaluée sur des essais cliniques. Toutefois, ces études se concentrent en majorité sur
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les El a S. aureus et sont peu nombreuses sur les autres germes. Aucune étude n’a d’ailleurs été

retrouvée sur un effet de ces traitements dans un modele d’EI expérimentale a S. sanguinis.

3. Etudes cliniques

Les études cliniques qui ont été menées sont surtout des études rétrospectives plutét que
prospectives du fait de I’incidence faible de I’EIl, mais ceci peut avoir un impact sur leurs

conclusions. Des résultats contradictoires ressortent de ces études.

Ainsi, une premiere étude prospective a été¢ menée en 1992 sur I'utilisation d’une faible dose
d’aspirine chez des patients atteints d’EI et montre une diminution de la taille des végétations
chez les patients traités ainsi que 1’absence d’évenements emboliques alors qu’ils sont présents
dans le groupe contrdle (161). Cependant, cette étude a été menee sur une cohorte de seulement

9 patients, ce qui ne permet pas d’affirmer I’effet bénéfique du traitement par aspirine.

L’équipe de Chan et al. a alors mené une étude prospective sur 115 patients, en utilisant une
dose d’aspirine de 325 mg/j, chez des patients traités également par antibiotiques (162). Aucun
effet significatif de 1’aspirine n’a alors été mis en évidence dans cette étude sur le nombre et la
taille des végétations, ainsi que sur les dysfonctions valvulaires dont pouvaient souffrir les
patients. En revanche, une augmentation du risque de saignements majeurs et mineurs a été
constatée chez les patients traités par aspirine par rapport a ceux qui ne I’étaient pas. Les effets
de I’aspirine observés dans cette étude seraient donc bien plus délétéres que bénéfiques. Cette
méme équipe a complété son étude 5 ans plus tard, car un des biais de la premiére étude réalisée
était 1’utilisation d’aspirine dans les 34 jours environ apres le début des symptdmes, ce qui
pourrait expliquer 1’absence d’efficacité du traitement. Toutefois, cette nouvelle étude réalisée
sur des patients ayant pris de 1’aspirine avant le début des symptomes et/ou dans les stades
précoces de I’EIl n’a pas non plus réussi a montrer une efficacité de 1’aspirine et confirme
I’augmentation du risque hémorragique chez ces patients, méme si cette augmentation n’est pas

statistiquement significative (163).

L’équipe d’Anavekar et al. a pour sa part mené une étude rétrospective sur une cohorte d’adultes
atteints d’EIl entre 1980 et 1998, et 2 groupes ont été créés en fonction de la prise
d’antiplaquettaires en continu ou non pendant au moins 6 mois avant la survenue de I’EI (164).
L’effet de différents antiplaquettaires a ainsi été étudié : aspirine, mais aussi dipyridamole,

clopidogrel et ticlopidine, seuls ou en association. Une réduction de 64% de la survenue des
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événements emboliques chez les patients avec une thérapie antiplaquettaire préalable a été
constatée par rapport aux patients non traités. Cependant, le bénéfice observé n’est pas
identique chez les patients présentant des comorbidités cardiovasculaires telles que
I’hypertension, une maladie des artéres coronaires ou encore des antécédents d’infarctus du
myocarde, car ces patients ont un niveau d’activation plaquettaire potentiellement plus élevé,
qui ne peut par conséquent pas étre inhibé totalement par 1’aspirine, et ce sont des patients chez

lesquels sont également parfois retrouvés des phénomeénes de résistance a ’aspirine (165).

Finalement, aucune différence sur la mortalité a 6 mois n’a été constatée sur cette étude entre
les deux groupes de patients, mais cela peut étre attribuable a I’augmentation des comorbidités
citées précédemment, ainsi qu’un age plus avancé des patients traités par antiplaquettaires au

long cours.

L’efficacité¢ de I’aspirine a également ét¢ montrée par Sedlacek et al. chez les patients
hémodialysés équipés de cathéters tunnélisés, particulierement a risque de bactériémie a S.
aureus (166). Une réduction de la fréquence des bactériémies a S. aureus chez ces patients a pu
étre observée lors de la prise d’un traitement par aspirine au long terme a une dose de 325 mg/j,
avec une diminution du risque de survenue du premier épisode de bactériémie a SARM, mais
également une diminution des complications métastatiques dés le premier épisode de
bactériémie associée au cathéter. Cette étude permet donc de confirmer ’effet antimicrobien

que posséde 1’aspirine contre S. aureus.

Pepin et al. ont également mené une étude rétrospective entre 1991 et 2006 sur une cohorte de
241 patients, et ne montrent pas de différence d’efficacité du traitement chez les patients selon
qu’ils ont recu une dose de 350 ou 80 mg/j (167). Le bénéfice de 1’aspirine observé dans cette
étude ne concerne pas la diminution du risque d’événements emboliques majeurs, en revanche
une réduction de la mortalité est constatée chez les patients traités par aspirine. Cet effet sur la
mortalité pourrait tout de méme étre attribué a une atténuation de la virulence bactérienne, ainsi
qu’a une stérilisation plus rapide des végétations, permettant une destruction valvulaire et une
extension locale potentiellement moins sévére, comme cela a été mis en évidence dans plusieurs

modeles animaux, plutot que sur un effet majeur sur I’embolisme.

De plus, Eisen et al. ont montré a leur tour un effet de I’aspirine qui, utilisée précocement au
moment du diagnostic, diminue significativement le nombre global de chirurgies aigués de

remplacement de la valve a la suite de I’EI a S. aureus, particuliérement si I’indication de la

69



chirurgie est une régurgitation valvulaire, une insuffisance cardiaque congestive ou un abces

péri-annulaire (168), malgré une absence d’effet sur le risque embolique en lui-méme.

Aucune association avec un risque hémorragique augmenté chez les patients traités n’a été mise
en évidence. Cette étude a également analysé ’effet de I’aspirine chez des patients avec EI a
streptocoques du groupe viridans, et dans ce cas il ne semble pas y avoir de bénéfice du

traitement par aspirine sur I’incidence de la chirurgie (168).

L’équipe d’ Anavekar a par la suite étudié I’'impact d’une thérapie préalable par antiplaquettaires
mais également par les statines sur les évenements emboliques symptomatiques dans I’EI sur
valve native sur une cohorte rétrospective (169). Les antiplaquettaires étudiés étaient 1’aspirine,
le dipyridamole, le clopidogrel et la ticlopidine, seuls ou en association comme lors de leur
précedente etude, et différentes statines ont également été suivies : atorvastatine, simvastatine,
pravastatine, lovastatine, rosuvastatine et fluvastatine. Il existe ainsi un effet significatif des
statines sur la réduction des événements emboliques lorsqu’elles sont utilisées quotidiennement
avant I’apparition de I’EI. La réduction des évenements emboliques chez les patients traités par
aspirine dans cette étude n’est cependant pas statistiquement significative. A nouveau, ce
bénéfice n’est pas reporté sur la mortalité a 6 mois qui ne présente aucune différence entre les

groupes de patients (169).

L’efficacité des statines sur le risque embolique semble provenir de leurs effets pléiotropiques,
incluant une inhibition des fonctions plaquettaires, ainsi que des effets immunomodulateurs et
anti-inflammatoires (170,171). En effet, la réduction de la synthése du cholestérol qu’elles
permettent joue un réle crucial dans plusieurs voies de signalisation intracellulaires impliquées
dans I’immunité innée et adaptative, mais aussi dans des effets anti-inflammatoires. Ainsi, la
simvastatine est capable d’inhiber la réponse inflammatoire due a 1’a-toxine de S. aureus chez
le rat (172), et des essais cliniques menés sur 1’athérosclérose ont démontré 1’influence des
statines sur la fonction endothéliale (173). L’atorvastatine posséde particuliérement des
propriétés antiplaquettaires a travers I’inhibition de PAR 1 (170) qu’elle génére, et qui permet

une réduction de I’activité plaquettaire et des thromboses.

Malheureusement, Anavekar et al. ne se sont pas concentrés sur le risque hémorragique pouvant
étre induit par ’utilisation des antiplaquettaires dans ses difféerentes études et fournit donc des

données uniquement sur I’efficacité des traitements sur les événements emboliques.

70



Enfin, les données sur 'utilisation des antiplaquettaires chez des patients atteints de sepsis
rapportées par Tsai et al. confirme D’efficacit¢ a la fois de ’aspirine mais aussi des
thiénopyridines, clopidogrel et ticlopidine, sur une cohorte de 683 421 patients entre 2000 et
2010 (174). Le bénéfice semble toutefois persister plus longtemps chez les utilisateurs

d’aspirine par rapport aux thiénopyridines.

Cependant, aucune de ces différentes etudes citées ne s’est intéressée a un impact variable des
traitements en fonction du pathogeéne incriminé dans I’El, or il est connu que le risque
embolique est dépendant du micro-organisme (164,166). Une étude rétrospective conduite
derniérement par le service de cardiologie du CHU Timone, a démontré le bénéfice de I’aspirine
en termes de réduction d’événements emboliques chez les patients présentant une El a S. aureus
traités au long cours par aspirine a faible dose (Veyrier et al . JACC in press). De plus, cette
équipe a effectivement mis en évidence une efficacité différente des antiplaquettaires et statines

en fonction du germe responsable de I’El.

4. Conclusion

L’ensemble de ces études menées sur différents niveaux de preuves a permis d’élucider
certains mecanismes de fonctionnement des antiplaquettaires, particuliérement I’aspirine. Cette
derniére semble ainsi avoir un effet direct bien connu sur les plaquettes, mais également des
effets indirects sur la prostacycline ainsi que sur des médiateurs de 1’adhérence tels que la
thrombospondine et la fibronectine, qui contribuent a la réduction observée de la densité
bactérienne et la taille des végétations dans les études animales. L’inhibition de 1’agrégation
plaquettaire induite par les bactéries obtenue avec ’aspirine implique donc des mécanismes

antimicrobiens et antiplaquettaires.

Bien que les résultats des études animales et cliniques montrent des discordances sur I’efficacité
des antiplaquettaires, une majorit¢ d’études semble aller dans le sens d’un bénéfice de
I’utilisation de ces traitements, particuliérement s’ils sont utilisés avant le diagnostic de I’EI ou
de maniere tres précoce apres que le diagnostic de la maladie a été posé. 1l ne semble néanmoins
pas y avoir d’impact final sur la mortalité a 6 mois de ces traitements, cependant un biais non
négligeable sur I’ensemble de ces études rétrospectives est introduit par la présence fréquente

de trées nombreuses comorbidités chez les patients préalablement traités par antiplaquettaires,
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qui sont également généralement plus &gés que les patients non traités, et ces parametres

sembleraient étre responsables d’une mortalité plus élevée dans ce groupe de patients.

La néecessiteé de nouvelles études prospectives sur 1’utilisation de ces molécules apparait donc
évident car les données actuelles sur ces traitements semblent offrir de nouvelles perspectives

thérapeutiques intéressantes pour améliorer le pronostic de 1’EIL

D’autres molécules telles que le dabigatran, mais également les statines semblent avoir des

effets positifs, qu’il faudra explorer également.
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IV-  Travail personnel

1. Introduction

Les données de la littérature évoquées précédemment laissent apercevoir un bénéfice
potentiel non négligeable de I'utilisation des antiplaquettaires sur les événements emboliques
associés a I’El, qui représentent une complication majeure et grave de cette pathologie et donc

un enjeu de santé publique.

De nombreuses études se sont intéressées a S. aureus, et certaines a d’autres pathogénes mais
de maniere plus anecdotique. Nous avons ainsi choisi de travailler sur les deux pathogenes les
plus fréquemment responsables d’EI a I’heure actuelle : S. aureus et S. sanguinis, et de nous
intéresser a différentes souches appartenant a ces especes, afin d’établir I’efficacité de différents
traitements antiplaquettaires basés sur les traitements les plus communément prescrits

actuellement : aspirine et ticagrelor, seuls ou en association.

L’objectif de notre étude est de déterminer 1’effet des antiplaquettaires sur 1’agrégation et
’activation plaquettaire induite par les interactions plaquettes-bactéries en fonction des especes

et des souches bactériennes de S. aureus et S. sanguinis.

Une approche fonctionnelle a travers 1’étude des profils d’agrégation plaquettaire par
agrégométrie, et une approche phénotypique pour déterminer les profils d’activation

plaquettaire par cytométrie de flux ont été réalisées.

2. Matériel et Méthodes

1- Préparation des plaquettes

Le plasma riche en plaquettes (PRP) a été préparé selon les recommandations de I’'ISTH (175)
a partir de prélevements de sang veineux périphérique, prélevés sur tubes contenant 3.2% de
citrate de sodium (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), de donneurs sains (n=80), n’ayant
pas d’infection ni pris de traitement anti-inflammatoire ou anti-agrégant dans la semaine
précédant le prélevement. Une numération plaquettaire a été réalisée sur 1’analyseur
d’hématologie SYSMEX XN 3000 SP-10, a I’issue de 1’étape de centrifugation (110g pendant

10 minutes a 20°C). La suspension plaquettaire a €té ajustée a 250 G/L avec le plasma dépourvu
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en plaquette (PDP) du patient correspondant. Ce PDP a été obtenu par centrifugation a 2300 g
pendant 10 minutes a 20°C.

Les PRP ainsi obtenus sont alors incubés dans un bain marie & 37°C afin de maintenir les
plaquettes au repos jusqu’au moment de 1’analyse. Pour chaque prélévement, une mesure de
I’état de I’activation plaquettaire a été réalisée par la mesure de I’expression de la P-sélectine

par cytométrie de flux.

Les plaquettes lavées ont €té préparées pour les essais de cytométrie en flux selon le protocole
du laboratoire. Elles ont donc été obtenues a partir d’une seconde centrifugation du PRP a 1100g
pendant 10 minutes a 20°C, a la suite de laquelle le surnageant a été jeté et le culot plaquettaire
a éeté repris avec du PBS (CHEMSOLUTE Dutscher). La concentration finale de la suspension
plaquettaire était de 250 G/L.

2- Preparation des souches bactériennes

Toutes les souches bactériennes utilisees sont issues de la collection de souches de I'THU
Méditerranée Infection et ont été qualifiées par Maldi-Tof selon le protocole classiqguement
utilise (176). 5 souches de Staphylococcus aureus ont eté testées, 4 isolées a partir
d’hémocultures réalisées chez des patients ayant présenté des endocardites infectieuses avec de
grosses végétations et des complications emboliques (souches : SA P6142, P6207, P6175,
P6141), une souche était obtenue a partir de bactériémie non compliquée d’EI: SA P2188
(Annexe 1).

3 souches de Streptococcus sanguinis ont été testées (SS P8633, P2760, P2754) issues

respectivement d’hémocultures réalisées chez un patient atteint d’EI pour la premiére souche

(P8633), et de prélevements de pharynx pour les 2 autres (P2760, P2754).

Pour chaque expérience, les souches sont ensemencées sur des boites de gélose COS (Columbia
+ 5% de sang de mouton bioMérieux SA France) et incubées dans une étuve a 37°C pendant

20 heures pour S. aureus et 32 heures pour S. sanguinis.

Les colonies obtenues ont ensuite été mises en suspension dans du NaCl 0.9% pour obtenir une
concentration finale de bactéries de 10”9 CFU/mL pour S. aureus (115) et 3*10"9 CFU/mL
pour S. sanguinis (177). Ces concentrations ont été déterminées en utilisant un densitomeétre
McFarland (DEN-1B Biosan).
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3- Traitement in vitro de PRP de sujets sains par des antiplaquettaires pour les tests

d’agrégation

Les PRP issus de donneurs sains ont été séparés en plusieurs aliquots de 400pL et traités
soit par :
- Aspirine (inhibiteur de la cyclooxygénase) pour une concentration finale de 2mM
(146,178)
- Ticagrelor (inhibiteur de la voie de P2Y12) pour une concentration finale de 10uM
(179)
- Tirofiban (Anti Gpllbllla) pour une concentration finale de 5uM (180).

Un aliquot n’a regu aucun traitement. Une partie de cet aliquot non traité sera stimulé par du
TRAP (Thrombin Receptor Activating Peptide) 20uM (AgroBio, STAGO) et sera alors
considéré comme contr6le positif, ou par du NaCl 0.9% et sera alors considéré comme controle

négatif.

Les échantillons ont été incubés pendant 30 minutes au bain marie a 37°C (146). Les PRP traités
ou non ont été incubés avec les différentes souches bactériennes pour une concentration finale
de 10"9 CFU/ml pour S. aureus et de 3*10"9 pour S. sanguinis, respectivement pendant 15 a
30 minutes et 10 minutes (181).

4- Agregation plaquettaire induite par les especes bactériennes

Les essais ont été réalises sur un agrégometre de type APACT 4004 (LABITec). Le principe de
I’agrégation repose sur le principe de la turbidimétrie avec agitation constante et maintien de la

température a 37°C. L’analyse est faite sur le logiciel APACT LPC-Software.

La calibration de 1’agrégométre s’est faite en utilisant le PRP du patient correspondant a 0% de
transmission lumineuse soit 0% d’agrégation et son PDP correspondant a 100% de transmission

lumineuse soit 100% d’agrégation.

180uL de PRP ont été traités avec 20uL de suspension bactérienne pour S. aureus. Pour les
essais avec S. sanguinis, 170uL de PRP ont été traités par 30pL de suspension de S. sanguinis
(38).
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L’enregistrement via transmission lumineuse de I’agrégation plaquettaire a été réalisé pendant

20 minutes.

5- Analyse de I’activation plaquettaire par Cytométrie de flux aprés traitement par les

suspensions bactériennes

Les plaquettes lavees et traitées ou non par antiplaquettaire, selon le méme protocole que pour
I’agrégation plaquettaire, sont mises en contact avec la suspension bactérienne (20 pL + 180uL

de suspension plaquettaire) et sont incubées au bain marie pendant 1 heure a 37°C.

A lissue d’une heure d’incubation, les plaquettes lavées (180uL) traitées ou non par
antiplaquettaire ont été traitées pendant 30 minutes avec 4uL du CD41 PC5 de Beckman
Coulter et du CD62P PE-Cy5 de BD biosciences (conditions de saturation testées au laboratoire,
dilution 1/50°).

Le contrble négatif, incubé en paralléle, correspond a des plaquettes lavees suspendues dans du
NaCl. Le contrble positif correspond a des plaquettes lavées traitées par du TRAP 20uM

(AgroBio, STAGO) et a été réalisé pour chaque expérience.
Tous les patients ont été analysés en double passage.

Les analyses ont été realisées sur un cytomeétre de flux FC 500 (Beckman Coulter) et les
résultats ont été analysés avec les logiciels CXP cytometer software (acquisition) et Kaluza

flow cytometry analysis.

Les résultats sont exprimés en MFI (unités arbitraires).

6- Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 5. En fonction de
la normalité ou non de la distribution des valeurs, évaluée par le test de normalité de Shapiro-
Wilk, les comparaisons entre les groupes ont été faites par des T-tests paramétriques ou par des
tests de  Wilcoxon (non  paramétriques) sur  des  données  appariées.

Une différence était considérée comme significative lorsque p<0.05.
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3. Résultats
1- Agregation plaquettaire induite par les bactéries
a) Staphylococcus aureus

Les souches P6142 et P2188 de S. aureus ont induit un pourcentage d’agrégation
respectivement de 63.9% +/- 13.4 et de 74% +/- 6.03 (n=10 pour chaque souche) apres 15
minutes d’incubation. Il n’existe pas de différence significative par rapport au pourcentage
obtenu avec le TRAP, contréle positif (respectivement 76.4% +/- 11.2, p=0.0678 pour P6142
et 79.1% +/- 5.8, p=0.1111 ; t-test) (Figure 12A).

En revanche, les souches P6207, P6175 et P6141 (n=10 pour chaque souche) induisent un
pourcentage d’agrégation respectivement de 4.96% +/- 3.7, 8.4% +/- 7.9 et 48% +/- 18.5 (Figure
12A). 11 existe une différence significative par rapport au pourcentage d’agrégation obtenu avec
le TRAP (p<0.0001 pour P6207 et P6175, et p=0.0003 pour P6141 ; t-test). Toutefois, il
n’existe pas de différence significative entre le controle négatif et les souches P6207 et P6175
(respectivement p=0.0697, p=0.2237 ; t-test), cette différence étant au contraire significative
pour la souche P6141 (p<0.0001 ; t-test).

Pour ces 3 dernieres souches P6207, P6175 et P6141, les essais ont ensuite été réalisés apres 30
minutes d’incubation. Seule la souche P6141 a permis d’obtenir un pourcentage d’agrégation
de 53% +/-22.9 aprés 30 minutes d’incubation. Ce pourcentage est cependant significativement
diminué par rapport au pourcentage obtenu avec le contrdle positif (n=10, p=0.0023 ; t-test)
(Figure 12B). Une grande variabilité inter-individuelle a été obtenue avec la souche P6175
(n=10) avec des pourcentages d’agrégation allant de 4.3% a 65.1% (p=0.0020 ; Wilcoxon test).
Enfin, malgré un temps d’incubation plus long, aucune agrégation n’a été obtenue avec la

souche P6207 (pourcentage d’agrégation : 6.5% +/- 1.6 ; p<0.0001 ; t-test).

Ces résultats mettent en évidence I’existence d’une hétérogénéité significative dans le

pouvoir pro-agrégant des différentes souches de Staphylococcus aureus.
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Figure 12 : Agregation plaquettaire obtenue apres traitement des PRP de sujets sains par
différentes souches de S. aureus aprés 15 minutes (A) et 30 minutes (B) d’incubation.

Analyse par agregation plaquettaire sur une durée de 20 minutes (n= 10). ns si p>0.05, $ si
p<0.05, ** si p<0.005, *** si p<0.0005

b) Streptococcus sanguinis

Quelle que soit la souche testée, un pourcentage d’agrégation important a été obtenu, quel que
soit I’échantillon de PRP testé avec respectivement 59.6% +/- 5.5 pour SS P8633, 62.8% +/-
7.3 pour SS P2760, et 69.7% +/- 5.3 pour SS P2754 (n=10 pour chaque souche). Ces
pourcentages sont assez comparables a ceux obtenus en présence du TRAP mais sont
statistiquement différents pour les 2 premiéres souches, au contraire de la troisieme (74.5% +/-
9.1, respectivement p=0.0018, p=0.0017, et p=0.3691 (t-test)) (Figure 13).

Les 3 souches de S. sanguinis induisent une forte agrégation plaquettaire sans différence

significative entre les souches.

De plus, aussi bien pour S. aureus que pour S. sanguinis il semble exister une variabilité
inter-patient, en fonction des souches et des especes sur I’induction d’une agrégation
plaquettaire par les bactéries car une agrégation a parfois été obtenue pour un méme

patient avec une souche mais pas avec une autre (données non montrees).
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Figure 13 : Agrégation plaquettaire obtenue apres traitement des PRP de sujets sains par
différentes souches de S. sanguinis apres 10 minutes d’incubation. Analyse par agrégation
plaquettaire sur une durée de 20 minutes (N=10) nssi p>0.05, $ si p<0.05, ** si p<0.005, *** si p<0.0005

2- Mesure de I’expression de la P-selectine : témoin de 1’état d’activation plaquettaire

a) Staphylococcus aureus

En présence des souches P6142 et P2188, responsables d’une agrégation plaquettaire
significative, 1’expression de la P-selectine est significativement augmentée par rapport au

contréle négatif (n=12) (Figure 14).

MFI P-sélectine (U;A)
Témoin négatif TRAP S. aureus
P6142 1.373 +/- 0.37
(n=6) 1.166 +/- 0.37 2.753 +/- 1.69 0=0.002 (t-test)
P2188 1.605 +/- 0.15
(n=6) 1.053 +/- 0.15 2.248 +/- 0.45 0=0.0001 (t-test)

Tableau 3 : Valeurs de MFI de la P-selectine pour les souches de S. aureus

Le traitement des plaguettes par une suspension bactérienne de S. aureus induit une
activation plaquettaire objectivée par la mesure de I’expression de la P-sélectine. Il
n’existe pas de différence significative sur cette activation plaquettaire en fonction des

souches de S. aureus testées (p=0.1189, t-test).
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Figure 14 : Expression de la P-selectine par CMF obtenue apres traitement des plaquettes

lavées de sujets sains par différentes souches de S. aureus (N=12) ns si p>0.05, $ si p<0.05, ** si
p<0.005, *** si p<0.0005

b) Streptococcus sanguinis

Lorsque les plaquettes sont incubées avec S. sanguinis, 1’expression de la P-selectine par les
plaquettes est significativement augmentée : MFI=2.17 +/- 0.52 U;A versus plaquettes témoins
MFI = 1.423 +/- 0.26 U;A (n=10 ; p=0.0008 (t-test)) (Figure 15).
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Figure 15 : Expression de la P-selectine par CMF obtenue apres traitement des plaquettes

lavées de sujets sains par une souche de S. sanguinis (n=10). ns si p>0.05, $ si p<0.05, ** si p<0.005,
*** 5j p<0.0005

Les souches de streptocoque testées induisent une activation plaquettaire significative.
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3- Effet des antiplaquettaires

a) Staphylococcus aureus

Aagrégation plaquettaire

L’effet des antiplaquettaires a été évalué sur les 3 souches avec lesquelles une agrégation

plaquettaire avait été obtenue. Quels que soient le traitement et la souche testés, une diminution

de I’agrégation plaquettaire a été observée. 1 existe toutefois des différences entre I’effet de ces

traitements (Annexe 2).

Pourcentage d'agrégation
" . . Aspirine 2mM) + .

Non traite Aspirine (2mM) | Ticagrelor (10puM) Ticagrelor (10uM) Tirofiban (5uM)
POL42 | oo 1o, | 207425 S 00 18,5 +- 2,7 6,5 +- 4,4
(n=10) p<0,0001 (t-test) (Wilcoxon) p<0,0001 (t-test) p<0,0001 (t-test)
P2188 74 +/- 6.03 20,5 +/- 5,4 1,94 +/- 1,33 7,94 +/- 4,5 33+-24
(n=10) ’ p<0,0001 (t-test) p<0,0001 (t-test) p<0,0001 (t-test) p<0,0001 (t-test)
PEL4L | o oo 2%26’6‘0%’4 tig 56'28 21,4 +/-41 6,1 +- 2
(n=10) (Wilcoxon) (Wilcoxon) p=0,0007 (t-test) p<0,0001 (t-test)

Tableau 4 : Pourcentages d’agrégation induit par les souches de S. aureus avec et sans
les différents traitements antiplaquettaires.

Le pré-traitement par aspirine induit une diminution de I’agrégation plaquettaire par rapport

aux plaquettes non traitées (p<0.05, quelle que soit la souche de S. aureus testée).

Comme le montrent les Figures 16A et 16B, I’inhibition la plus significative est obtenue lorsque

les plaquettes sont prétraitées par le ticagrelor, quelle que soit la souche de S. aureus testée
(p<0.05).

La combinaison aspirine + ticagrelor ne potentialise pas I’effet du ticagrelor seul (p<0.05).

Comme attendu, le pré-traitement des plaquettes par le tirofiban inhibe de maniere trés

significative I’agrégation plaquettaire induite par les 3 souches de S. aureus testées (p<0.05).
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Mesure de I’expression de la P-selectine

La mesure de I’expression de la P-selectine a été réalisee seulement pour les souches P6142 et

P2188.
MFI P-sélectine (U ;A)
o . Ticagrelor Aspirine 2mM) + N

Non traite Aspirine 2mM) (10uM) Ticagrelor (10uM) Tirofiban (5uM)
P6142 137 +/- 0.37 0.98 +/- 0.28 0.87 +/- 0.29 0.94 +/- 0.17 1.1+/-0.37
(n=6) ' ' p=0.0016 (t-test) | p=0.0027 (t-test) p=0.011 (t-test) p=0.0011 (t-test)
P2188 1,66 +/-0.15 1.45 +/- 0.16 1.17 +/- 0.13 1.2 +/-0.07 1.3 +/-0.06
(n=6) ' ' p=0.0274 (t-test) | p<0.0001 (t-test) p=0.0004 (t-test) p=0.0017 (t-test)

Tableau 5 : Valeurs de MFI de la P-selectine pour les souches de S. aureus avec et sans
les différents traitements antiplaquettaires.

Le pré-traitement par aspirine induit une réduction significative de I’expression de la P-selectine

par les plaquettes pour les 2 souches (p<0.05).

Comme le montre la Figure 16A, la réduction la plus significative de I’expression de la P-
selectine est obtenue lorsque les plaquettes sont prétraitées par ticagrelor quelle que soit la

souche testée (p<0.05).

A nouveau, la combinaison aspirine + ticagrelor ne potentialise pas 1’effet du ticagrelor seul
(p>0.05, t-test) mais permet de potentialiser 1égérement 1’effet de 1’aspirine seul (p<0.05, t-
test). Comme attendu, le pré-traitement par tirofiban n’induit pas une inhibition totale de
I’expression de la P-selectine, toutefois il réduit significativement I’activation plaquettaire

induite par S. aureus (p<0.05, t-test).

L’étude phénotypique confirme les tests fonctionnels. Le profil de réponse aux traitements
est comparable a celui de I’agrégation plaquettaire. Ces résultats suggérent que les
antiplaquettaires, et notamment le ticagrelor, diminuent I’agrégation induite par le
Staphylocoque a travers une diminution de I’activation plaquettaire induite par le contact

avec la bactérie.
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Figure 16 : Evaluation de I’effet du traitement in vitro des plaquettes par différents
antiplaquettaires sur ’agrégation et I’activation plaquettaire induite par les différentes

souches de S. aureus SA P6142 et P2188 (A) et P6141 (B) (n=10) ns si p>0.05, $ si p<0.05, ** si
p<0.005, *** si p<0.0005
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b) Streptococcus sanguinis

Agrégation plaguettaire (Annexe 3)

Pourcentage d'agrégation
Aspirine 2mM) +
Non traité Aspirine (2mM) Ticagrelor (10pM) Ticagrelor Tirofiban (5uM)
(10uM)
39.2+/-95 20.9+/-14.1 0.24 +/-0.23
(Fr: 8_613033 58.6 +/- 8.1 0=0.0039 0 6‘25% J(’Méxon) 0=0.0039 0=0.0020
- (Wilcoxon) =5 (Wilcoxon) (Wilcoxon)
P2760 6284/-73 7p9=5/0012305 19.4 +/- 27.6 25+/-1.9 0.75 +/- 0.5
(n=10) (Wilcoxon) p=0.0039 (Wilcoxon) | p<0.0001 (t-test) | p<0.0001 (t-test)
P2754 | o) o 24 '?0%-0%'6 37 +1-22.4 8.4 +/- 6.6 0.7 +-07
(n=10) ' ' (\F;\;il c oxon) p=0.0020 (Wilcoxon) | p<0.0001 (t-test) | p<0.0001 (t-test)

Tableau 6 : Pourcentages d’agrégation induit par les souches de S. sanguinis avec et sans
les différents traitements antiplaquettaires.

Le pré-traitement par aspirine induit une diminution de 1’agrégation plaquettaire modérée
mais significative (p<0.05), toutefois plus marquée pour la souche SS P2760 par rapport aux

autres souches.

Le pré-traitement par ticagrelor induit quant a lui la réduction de I’agrégation plaquettaire la
moins significative par rapport aux autres traitements mais cette réduction reste significative
par rapport a I’agrégation induite par S. sanguinis (p<0.05). Comme observé avec 1’aspirine, la

diminution de 1’agrégation est plus importante pour la souche SS P2760.

Comme le montre la Figure 17, I’inhibition la plus significative est obtenue pour les 3 souches

lorsque les plaquettes sont prétraitées avec 1’association aspirine + ticagrelor (p<0.05).

Comme attendu, le pré-traitement des plaquettes par le tirofiban inhibe de maniere trés
significative et totale 1’agrégation plaquettaire induite par les 3 souches de S. sanguinis
(p<0.05).

Le profil global de réponse au traitement observé pour les 3 souches est comparable.
Cependant, comme le montrent les valeurs des écart-types, les résultats pour les 3

traitements, et particulierement pour le pré-traitement par ticagrelor seul et aspirine
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seule, sont contrastés avec une variabilité inter-patient au sein de chaque souche treés
importante pour la réponse a ces traitements. 1l est également important de souligner que
la souche SS P2760 semble se détacher des 2 autres souches testées car elle montre un
profil de sensibilité a I’ensemble des traitements bien plus important que les 2 autres
souches. Il existe donc également une variabilité inter-souche sur la sensibilité aux

antiplaquettaires.

Mesure de I’expression de la P-selectine

La mesure de I’expression de la P-selectine n’a été réalisée que pour la souche SS P8633 afin

d’illustrer le profil d’activation plaquettaire pour S. sanguinis.

MFI P-sélectine (U ; A)

Ticagrelor Aspirine 2mM) +

Non traité Aspirine (2mM) (10pM) Ticagrelor (10pM)

Tirofiban (5uM)

(n=10)

P8633 2.00 +/-0.58 1.86 +/- 0.38 1.69 +/- 0.28 2.81 +/-2.17
2.17 +/- 0.52 0=0.3586 0L (toet) | 50,0006 (tt2t) 0=0.2619
(Wilcoxon) =5 =5 (Wilcoxon)

Tableau 7 : Valeurs de MFI de la P-selectine pour S. sanguinis avec et sans les différents
traitements antiplaquettaires.

Le pré-traitement par aspirine n’induit presque aucune réduction de 1’expression de la P-
selectine et il n’existe pas de différence significative par rapport a I’expression de la P-selectine

avant traitement (p>0.05).

Le pré-traitement par ticagrelor induit une réduction significative de 1’expression de la P-
selectine par les plaquettes plus importante que 1’aspirine et significative mais qui reste modérée

(p<0.05).

Comme le montre la Figure 17A, la réduction la plus significative de 1’expression de la P-
selectine est obtenue lorsque les plaquettes sont prétraitées par la combinaison aspirine +

ticagrelor (p<0.05).

De maniére similaire a ce qui avait été observé pour S. aureus, le pré-traitement par tirofiban

n’induit aucune d’inhibition de I’expression de la P-selectine (p>0.05).
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Figure 17 : Evaluation de I’effet du traitement in vitro des plaquettes par différents
antiplaquettaires sur I’agrégation et ’activation plaquettaire induite par la souche S.
sanguinis P8633 (A) (n=10), et sur I’agrégation plaquettaire induite par les souches P2754
(B) et P2760 (C) nssi p>0.05, $ si p<0.05, ** si p<0.005, *** si p<0.0005

Les résultats de cytométrie de flux ont donc confirmé ceux des tests fonctionnels pour S.
sanguinis puisque le traitement par I’association aspirine + ticagrelor induisant la
réduction la plus significative de I’expression de la P-selectine est le méme que celui qui
permet d’obtenir la diminution la plus significative d’agrégation plaquettaire induite par
la bactérie. Le traitement par ticagrelor seul semble ici toutefois plus efficace que

I’aspirine seule pour réduire I’expression de la P-selectine (p=0.0093, Wilcoxon).
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V- Discussion

Nos résultats montrent que les espéces bactériennes testées induisent une agrégation et
activation plaquettaires variables en fonction de ’espéce mais aussi en fonction des souches
pour S. aureus. Nous démontrons qu’il existe une réponse différente aux traitements
antiplaquettaires en fonction des especes bactériennes. En effet, le ticagrelor est le traitement le
plus efficace pour réduire 1’activation et I’agrégation plaquettaires induites par S. aureus. En
revanche, I’association aspirine + ticagrelor est la plus efficace pour diminuer 1’activation et

I’agrégation plaquettaires induites par S. sanguinis.

Bien que des études ont déja démontré 1’hétérogénéité des souches de S. aureus (39,40),
a notre connaissance, aucune étude n’a comparé in vitro le pouvoir pro-agrégant de difféerentes
souches de cette bactérie. Nos résultats montrent une variabilité entre les souches dans leur
capacité pro-agrégante au sein de la méme espéce bactérienne. Les souches utilisées dans notre
étude etaient presque toutes Meti-Sensibles, a I’exception d’une, et quatre d’entre elles étaient
isolées a partir de prélevements de patients ayant présenté une EI. Nous n’avons pas pu relier
la capacité pro-agrégante des souches testées aux manifestations cliniques des patients.
Cependant, notre effectif est restreint et il existe de plus une hétérogénéité dans la prise en
charge des patients avec parfois une errance au diagnostic et/ou une antibiothérapie
systématique avec 1’hospitalisation dans le service de cardiologie qui peut expliquer les
variations dans les tailles des végetations. Neanmoins, nous pouvons émettre I’hypothése que
cette capacité variable a induire I’agrégation plaquettaire des différentes souches de S. aureus
est probablement a relier au niveau d’expression des MSCRAMMS qui, liées au fibrinogene,
vont interagir avec I’intégrine allbp3. Cette interaction génére un « outside » signal capable de
déclencher ’activation puis 1’agrégation plaquettaire (48). Le taux de CIfA a la surface de S.
aureus est un parametre crucial pour que 1’activation plaquettaire puisse se produire (40). Enfin,
il a été démontré que des souches déficientes en CIfA dans des modeles d’EI chez le rat
présentaient des végetations de plus petite taille (55). Par ailleurs, il existe d’autres mécanismes
d’interactions plaquettes-S. aureus directs capables d’induire une activation et une agrégation
plaquettaires. En effet, I’iron-regulate surface determinant B (IsdB) exprimé par S. aureus est
capable de se fixer directement sur I’intégrine allbB3. Une variation d’expression par les
différentes souches testées de IsdB pourrait également expliquer les différents profils

d’agrégation que nous avons observés.
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Cette hétérogénéité de réponse des souches de S. aureus que nous avons observée s’inscrit plus
largement dans 1’hétérogénéité de virulence des souches de S. aureus. Dans une étude récente,
Chabert et al. ont également demontré cette hétérogenéité des différentes souches de S. aureus
testées sur I’activation plaquettaire (147). L hétérogénéité de la virulence des souches de S.
aureus a été clairement démontrée sur des modéles animaux. Ainsi, la capacité de différentes
souches de S. aureus a induire des EI et des sepsis Iéthaux sur des lapins a été corrélée a
I’expression de facteurs de virulence sécrétés dont les superantigénes et les cytolysines (dont
fait partie 1’alpha-toxine) (182).

De plus, Huseby et al. ont montreé le r6le essentiel de la -toxine de S. aureus dans son aptitude
a induire une EI (183). Ainsi, les souches connues pour produire cette toxine sont mieux 8 méme
de causer des végetations que les souches KO pour la B-toxine, et toutes les souches de S. aureus
existantes ne produisent pas la toxine (183). Enfin, la capacité réduite des souches mutantes
sar-/agr- de S. aureus a coloniser I’endothélium cardiaque a également été démontrée par

Cheung et al (184).

L’ensemble de ces données nous permet d’affirmer qu’il existe une hétérogéneité au sein méme
de I’espéce bactérienne de S. aureus et que ses souches n’ont ainsi pas la méme virulence et

propension a provoquer des infections majeures tels que le sepsis ou I’El.

Cependant, 1’objectif principal de notre étude était d’évaluer I’effet des différents
antiplaquettaires sur la capacité pro-agrégante des bacteéries testées. En effet, les végeétations au
décours des EI sont constituées principalement par des plaguettes, des bactéries et de la fibrine.

Ainsi, I’intérét d’un traitement par antiplaquettaire chez les patients nous semble justifié.

Les ¢études rapportées dans la littérature sur 1’effet des antiplaquettaires sur des modéles
animaux d’EI se sont principalement intéressées a I’effet de 1’aspirine. Nos résultats montrent
une diminution significative de ’activation et de 1’agrégation plaquettaires induites par les
souches de S. aureus si les plaquettes sont au préalable traitées in vitro par de ’aspirine et ce
quelle que soit la souche testée. Chabert et al. ont montré qu’un pré-traitement in vitro des
plaquettes par de 1’aspirine avant I’exposition a différentes souches de S. aureus induisait une
réduction de I’activation plaquettaire ainsi qu’une amélioration du compte plaquettaire en
protégeant les plaquettes de I’expression des marqueurs de mort cellulaire induite par S. aureus
avec I’aspirine (147). L’équipe de Nicolau et al. sur un mod¢le lapin d’EI a S. aureus a mis en

évidence I’efficacité de 1’aspirine a travers une réduction de la taille des végétations, avec un
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effet dose-dépendant (153). Cet effet serait 1ié a la fois a I’aspirine ainsi qu’a son métabolite,
I’acide salicylique. En effet, en plus de 1’acide acétylsalicylique qui inhibe la voie
cyclooxygénase (COX) plaquettaire, I’acide salicylique induit une diminution d’expression du
géne fnbA impliqué dans la liaison de S. aureus au fibrinogéne mais aussi de 1I’expression de
I’alpha-toxine (139). Enfin, I’aspirine réduirait également le niveau d’expression de CIfA, un
autre ligand de I’intégrine allbB3 (138). L’effet bénéfique de 1’aspirine que nous observons sur
la réduction de 1’agrégation plaquettaire induite par S. aureus est donc probablement lié aux
effets pléiotropiques de I’aspirine et de son métabolite a la fois sur S. aureus et sur les plaquettes

a travers I’inhibition de la voie de la cyclo-oxygénase.

A notre connaissance, il n’existe pas de travaux in vitro sur I’effet des inhibiteurs de
P2Y12. Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser le ticagrelor, qui est actuellement la
molécule de choix parmi les inhibiteurs de P2Y1> puisqu’il s’agit d’un traitement sans
métabolisation préalable. Nos résultats montrent que le traitement in vitro des plaquettes par le
ticagrelor avant 1’incubation avec les souches de S. aureus, presentant une capacité pro-
agrégante, diminue de maniere trés significative 1’agrégation induite par les souches de S.
aureus. Dans des modeles animaux d’EI, I’intérét de la ticlopidine puis du clopidogrel a été
évalué. Une réduction de la taille des végétations a été observée en réponse a la ticlopidine,
selon un mécanisme qui n’est pas dose-dépendant, mais aucun effet sur la densité bactérienne
ne fut décrit (154). Le ticagrelor inhibe 1’activation plaquettaire induite par I’ADP. L’inhibition
de I’agrégation plaquettaire que nous avons obtenue lorsque les plaquettes sont prétraitées in
vitro par cet inhibiteur de P2Y12 souligne I’importance de la voie de I’ADP lors du processus
d’activation plaquettaire induit par S. aureus. Une seule étude dans la littérature a démontré
I’intérét des inhibiteurs de P2Y12 dans un modéle d’infection a S. aureus Meti-R (149). Au

regard de ces premiers résultats, nous devrons étudier les mécanismes moléculaires mis en jeu.

De maniére surprenante, nos résultats ne montrent pas de bénéfice de I’association aspirine et
ticagrelor. Ces résultats sont contradictoires par rapport a ceux obtenus sur un modele d’EI chez
le lapin ou I’association aspirine + ticlopidine permet une réduction supérieure de la taille des

végétations (156).

Ainsi, nos résultats soulignent I’intérét des inhibiteurs de P>Y12 dans la prévention des processus

d’agrégation plaquettaire dus a S. aureus.
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Concernant Streptococcus sanguinis, nous avons démontré que les résultats
d’agrégation et d’activation plaquettaires obtenus sont comparables quelle que soit la souche
testée. Notre résultat est en contradiction avec ceux de Kerrigan et al qui distinguent plusieurs
groupes de Streptococcus sanguinis en fonction de leur capacité a induire une agrégation (95).
Notre faible effectif explique probablement que nous n’ayons pas retrouvé cette variabilité.
Herzberg et al. ont montré dés 1990 I’existence pour les streptocoques oraux du groupe viridans
d’une différence sur le phénotype d’adhésion/agrégation entre les souches (94). Cette méme
équipe avait montré sur un modele expérimental d’EIl sur des lapins, que les souches de
streptocoques induisant une agrégation plaquettaire in vitro (agg+) étaient associées a des
végétations significativement plus grosses, des manifestations cliniques plus séveres, des
lesions plus sévéres dans des organes majeurs et une augmentation de la mortalité, par rapport
aux souches n’induisant pas d’agrégation, de phénotype «agg- » (96). Toutefois, aucune
différence sur la densité de bactéries dans les végétations issues des différents phénotypes de
souches n’a été mis en évidence. Nous n’avons pas retrouvé ce phénoméne pour les souches de

S. sanguinis testees.

S. sanguinis présente de multiples récepteurs capables d‘induire une adhésion et une agrégation
plaquettaire directe notamment via le couple Gplb et son ligand SrpA (97). Cette activation
plaquettaire induite par S. sanguinis via la Gplb induit un relargage d’ATP et ADP ; S. sanguinis
possede une ectoATPase capable d’hydrolyser I’ATP plaquettaire en ADP et donc ainsi de
renforcer 1’activation puis 1’agrégation plaquettaire (98). En paralléle, cette voie d’activation

plaquettaire induit un relargage de Thromboxane A2 (TXAZ2).

A notre connaissance, aucune étude n’a étudié in vitro 1’effet des traitements antiplaquettaires
sur I’agrégation plaquettaire induite par S. sanguinis. Nos résultats démontrent que 1’association
aspirine et inhibiteur de P>Y1> permet de réduire le plus significativement 1’activation et
I’agrégation plaquettaire. La combinaison des deux antiplaquettaires permet d’inhiber ainsi les
deux principaux médiateurs, I’ ADP et le TXA2, produits lors de 1’activation plaquettaire directe

médiée par la Gplb.

Cependant, la réponse aux antiplaquettaires était tres hétérogéne en fonction des patients, mais
aussi en fonction des souches puisque nous avons mis en évidence une sensibilité aux
antiplaquettaires en général beaucoup plus importante pour la souche P2760 par rapport aux
deux autres. Il est a souligner que cette souche semble étre moins virulente car issue d’un

prélevement de pharynx et non d’une bactériémie comme ¢’était le cas pour la souche P8633,
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qui semble quant a elle la moins sensible aux différents traitements antiplaquettaires parmi les

souches de S. sanguinis testées.

Levison et al. en 1977 avaient étudi¢ I’effet de I’aspirine sur un modele lapin d’EI a
Streptococcus viridans et n’avaient pas montré de bénéfice du traitement sur 1’évolution de la
végétation (151). Veloso et al. ont toutefois étudié I’association aspirine + ticlopidine dans des
modeéles rat d’EI a Streptococcus gallolyticus et Enterococcus faecalis et cette association était
également plus efficace que chacun des traitements utilisés seuls pour réduire la taille des

végétations et prévenir la survenue de I’EI (157).

L'effet des antagonistes de la voie ADP n'a pas fait I'objet de nombreuses études. Notre étude
est donc la premiere du genre a s’intéresser a tous les agents antiplaquettaires disponibles ainsi

qu’aux différences entre espéces et entre souches.

Bien que notre étude préliminaire n'a pas elucidé les mécanismes moléculaires donnant I'effet
inhibiteur des antiplaquettaires sur I'agrégation plaquettaire induite par les bactéries, il s'agit, a
notre connaissance, de la premiére eétude a réveéler des différences importantes dans les réponses
a ces médicaments entre les especes mais aussi la souche bactérienne incriminée. Ces
différences pourraient, d'une part, expliquer les résultats contradictoires d'études ultérieures
prenant I'agrégation plaquettaire par les bactéries comme une notion fixe regroupant différentes
especes pour une méme mesure, d'autre part, ces résultats indiquent la nécessité de prendre en
considération la bactérie en question pour un traitement antiplaquettaire optimal. D'autres
études expérimentales et cliniques sont nécessaires pour élucider ces effets distincts des
antiplaquettaires dans la prise en charge des maladies liées a I'agrégation plaquettaire d'origine
bactérienne, permettant de prescrire un traitement antiplaquettaire qui dépend du patient ainsi

que de la souche bactérienne en question.

Les perspectives pour la suite de notre étude sont de réaliser un séquengage de I’ensemble de
ces souches pour trouver des différences qui pourraient expliquer I’hétérogénéité retrouvée
dans nos résultats, notamment au niveau de 1’expression des facteurs de virulence par les
bactéries. Le but final serait de pouvoir proposer une médecine personnalisée aux patients en

fonction des germes responsables de leur EI.
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VI- Conclusion

L’EI est une pathologie rare mais constituant un probléme de santé publique car associée a
une mortalité élevée, principalement liée aux complications emboliques et ce malgré les progres

de la prise en charge de cette affection.

Nous avons mis en évidence au cours de ce travail que les mécanismes d’interaction entre
plaquettes et bactéries sont nombreux et impliquent un nombre important de récepteurs
plaquettaires, aussi bien pour S. aureus que S. sanguinis, qui représentent actuellement les
germes les plus couramment responsables de la maladie. Ces interactions plaquettes-bactéries
aboutissent fréquemment a ’induction d’une activation plaquettaire suivie d’une agrégation, a
I’origine des complications emboliques. De plus, il a éte démontré que les bactéries capables
de provoquer cette agrégation plaquettaire in vitro sont associées a une plus grande virulence

au cours des pathologies dans lesquelles elles sont impliquées au niveau clinique.

Nos essais in vitro ont permis de montrer que les antiplaquettaires ont un effet favorable sur
la réduction de I’activation et de 1’agrégation plaquettaires induites par S. aureus et S. sanguinis.
De plus, nous avons mis en évidence une efficacité différente des traitements antiplaquettaires
en fonction des espéces bactériennes mais également entre les souches de S. sanguinis. Ces
résultats confortent ceux de la littérature, qui ont déja mis en évidence une efficacité des
antiplaquettaires dans des mod¢les animaux d’EI mais aussi au cours d’essais cliniques, et
apportent des données supplémentaires sur la spécificité de réponse en fonction des espéeces et

des souches bactériennes.

Notre étude permet d’envisager 1’utilisation d’autres molécules que 1’aspirine qui possédent
une efficacité in vitro supérieure a cette derniére, ainsi que I’adaptation du traitement de chaque
patient en fonction de ses propres caractéristiques et de celles du pathogéne incriminé dans leur

maladie. Ce travail devra toutefois étre approfondi avec des études expérimentales et cliniques.
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Annexe 2 : Graphe d’agrégation plaquettaire de S. aureus P6142

Conditions % Max Agrégation | Pente (% min)
TRAP 20 uM 78.03 100.68
NaCl 1.07 0.77

S. aureus 84.40 42.66

SA + Aspirine 32.33 7.93

SA + Ticagrelor 1.85 8.04

SA + Aspirine + Ticagrelor 8.07 10.22

SA +Tirofiban 5.87 50.94

Annexe 3 : Graphe d’agrégation plaquettaire de S. sanguinis P2760

5 I I \
e s
: T |
NN |
o T,
%WW’MW
Conditions % Max Agrégation | Pente (% min)
TRAP 20 uM 80,08 136,41
NaCl 3,75 9,59
S. sanguinis 55,56 52,7
SS + Aspirine 45,94 18,48
SS + Ticagrelor 55,69 31,21
SS + Aspirine + Ticagrelor 6,46 2,21
SS +Tirofiban 0,57 2,54
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Résumé

Les complications emboliques au décours de I’endocardite infectieuse (EI) sont lies a la
présence de végétations. Ces végétations sont principalement constituées de bactéries, de
fibrine et de cellules sanguines notamment des plaquettes. En raison du réle majeur des
plaquettes dans la genése des complications emboliques, I’administration d’antiplaquettaires au
décours de ces pathologies présente un intérét. Toutefois, il existe peu d’études in vitro qui se
sont intéressées a 1’effet des différentes classes d’antiplaquettaires en fonction des especes et

des souches bactériennes.

L’objectif de ce travail est de déterminer ’effet des antiplaquettaires sur 1’agrégation et
I’activation plaquettaire induite par les interactions Plaquettes-Bactéries, en fonction des
especes et des souches bactériennes de S. aureus et S. sanguinis en utilisant en paralléle une

approche fonctionnelle par agrégometrie et une approche phénotypique par cytométrie de flux.

Des plasmas riches en plaquettes (PRP) obtenus a partir de prélevements de 80 donneurs sains,
traités par différents antiplaquettaires : aspirine (2mM), ticagrelor (10uM) seuls ou en
association, et tirofiban (5M) ont été incubés en présence de 3 souches de S. aureus (109
CFU/ml) ou de S. sanguinis (3*10"9 CFU/ml). L’agrégation plaquettaire a été évaluée sur un
agrégometre de type APACT 4004 (LABiTec). L’analyse de I’activation plaquettaire, évaluée
par la mesure de I’expression de la P-Sélectine, a été réalisée sur un cytometre FC 500

(Beckman Coulter).

L’activation et ’agrégation plaquettaires sont variables en fonction des souches de S. aureus
testées. S. sanguinis induit une activation et agrégation plaquettaires comparables quelle que
soit la souche testée. La diminution de ’activation et de 1’agrégation plaquettaires est la plus
significative si les plaquettes sont prétraitées par du ticagrelor en présence de S. aureus

(p<0.05), et par I’association aspirine + ticagrelor en présence de S. sanguinis (p<0.05).

Nos résultats ont donc montre que I’agrégation plaquettaire induite par les bactéries est variable
en fonction de 1’espéce mais aussi en fonction des souches pour S. aureus. Il existe une réponse
différente aux traitements antiplaquettaires en fonction des especes. Des investigations
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats, et un séquencage des souches

doit étre réalisé pour comprendre les différences qui pourraient expliquer nos résultats.

Mots-clés : Antiplaquettaires — Plaquettes — Bactéries
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