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Titre : Microbiote pulmonaire et immunomodulation de la sensibilité néonatale au Virus Respiratoire Syncytial : 
vers le développement d’une approche thérapeutique basée sur des bactéries primo-colonisatrices du poumon. 

Mots clés : Période néonatale, VRS, Immunomodulation, Microbiote, Immunité innée, Poumon 

Résumé : La bronchiolite est la principale infection 
respiratoire chez le nourrisson causée par le virus 
respiratoire syncytial (VRS) et les formes sévères 
augmentent le risque de développer de l’asthme 
chez l’enfant. Cette sensibilité du nourrisson est 
intrinsèquement liée aux caractéristiques de la 
muqueuse pulmonaire en période néonatale qui 
dépendent de la mise en place de l’immunité et de la 
colonisation du poumon par un microbiote bactérien. 

Notre hypothèse est que les bactéries commensales 
primo-colonisatrices, qui sont les premiers micro-
organismes à « conquérir » le tractus respiratoire, 
participeraient à la maturation des défenses 
immunitaires de la muqueuse pulmonaire, et donc à 
la sensibilité du nouveau-né à des pathologies 
pulmonaires.  

La manipulation de ces souches (isolées par notre 
partenaire à MICALIS) en période néonatale 
permettrait d’orienter la réponse immunitaire vers 
une immunité protectrice contre l’infection VRS. 

Les résultats obtenus ont montré qu’il est possible 
de limiter l’invasion virale et de réduire la sévérité 
de la pathologie grâce à l’utilisation de bactéries 
primo-colonisatrices de la flore commensale 
pulmonaire, capables d’interférer avec les 
mécanismes d’infection du virus. 

Ce projet apporte ainsi les premiers éléments de la 
preuve de concept vers une nouvelle alternative 
thérapeutique contre la bronchiolite par la 
modulation du microbiote pulmonaire. 

 

 

Title : Pulmonary microbiota and immunomodulation of the neonatal susceptibility to Respiratory Syncytial 
Virus infection: towards the development of a therapeutic approach based on commensal lung bacteria. 

Keywords : Neonate, RSV, Immunomodulation, Microbiota, Innate immunity, Lung 

Abstract : Respiratory syncytial virus (RSV) is the 
commonest viral agent causing acute lower 
respiratory infection in infants, a disease usually 
named bronchiolitis. Severe forms of the disease 
increase the risk of developing asthma later in 
childhood. This susceptibility in infants is intrinsically 
linked to the characteristics of the pulmonary mucosa 
during the neonatal period, which depend on both 
the establishment of immunity and the colonization 
of the lungs by a bacterial microbiota. 

Our hypothesis is that the primo-colonizing 
commensal lung bacteria, which are the first 
microorganisms to colonize the respiratory tract, 
contribute to the maturation of immune defenses in 
the pulmonary mucosa, and consequently, to 
individual's susceptibility to respiratory diseases. 

Manipulating these bacterial strains (isolated by 
our partner of MICALIS Unit) during the neonatal 
period could help shape the imune responses 
toward protective immunity against RSV infection. 

The results obtained showed that it is possible to 
limit viral invasion and reduce disease severity 
through the use of pioneer commensal bacteria of 
the pulmonary microbiota, capable of interfering 
with viral infection mechanisms. 

This project ultimately provides the first evidence 
of concept for a new therapeutic alternative against 
bronchiolitis through modulation of the pulmonary 
microbiota. 
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A. INTRODUCTION 

 

1- Le Virus Respiratoire Syncytial 

1-1 Epidémiologie 

Le Virus Respiratoire Syncytial (VRS) est un virus ubiquitaire et endémique qui circule sous 

forme d’épidémies hivernales dans l’hémisphère Nord alors que dans l’hémisphère Sud, le nombre 

d’infection est plus important pendant la saison des pluies. Deux études, conduites au niveau 

mondial en 2010 et 2017, estiment à 33,2 millions le nombre de bronchiolites causées par le VRS et 

à 3,2 millions le nombre d’hospitalisations chez les enfants de moins de 5 ans (Nair et al. 2010; Shi 

et al. 2017). En France, les données de l’Agence Nationale de Sécurité et du Médicament (ANSM) 

estiment à 30% le nombre de nourrissons infectés chaque hiver, ce qui représente environ 480 000 

cas par an. Parmi ce nombre d’individus infectés, 2 à 3% seraient hospitalisés pour bronchiolites 

sévères (Stockman et al. 2012)1. Des facteurs de risque tels que la prématurité, le faible poids de 

naissance, le tabagisme passif, les pathologies cardiaques et pulmonaires ainsi que des 

polymorphismes génétiques associées au système immunitaire ont été identifiés dans la survenue 

de bronchiolites sévères. Cependant, la présence d’un facteur de risque n’a été identifiée que chez 

4% des enfants hospitalisés pour une infection avec le VRS (Stockman et al. 2012). Ainsi, à l’âge de 

deux ans, il est considéré que tous les enfants ont été infectés au moins une fois par le VRS. Les 

réinfections sont fréquentes tout au long de la vie avec une expression clinique variable selon l’âge.  

1-2 Description du VRS 

Le VRS est un Mononegavirales appartenant à la famille des Pneumoviridae et au genre 

Orthopneumovirus, où l’on retrouve le VRS bovin et le virus de la pneumonie murine (Amarasinghe 

et al. 2019). En culture cellulaire, les particules virales sont majoritairement produites sous forme de 

longs filaments (10 µm de long pour 60-200 nm de diamètre) mais également sous forme sphériques 

de 100 à 350 nm de diamètre (Jeffree et al. 2003). 

Le virion est constitué d’une enveloppe renfermant une nucléocapside. L’enveloppe virale, 

dérivée de la membrane plasmique de la cellule hôte, présente une organisation identique : une 

bicouche phospholipidique au sein de laquelle sont enchâssées trois protéines virales : la 

glycoprotéine G, la protéine de fusion F et la protéine SH pour « Small Hydrophobic ». La face interne 

de l’enveloppe est tapissée par la protéine M de matrice. La nucléocapside est un complexe 

ribonucléoprotéique (RNP) comprenant le génome viral, entouré par la nucléoprotéine N, le tout 

étant associé à la phosphoprotéine P et à l’ARN polymérase ARN dépendante L (Figure 1A). Le 

génome du VRS est un ARN monocaténaire non segmenté de polarité négative d’environ 15 kb 

constitué de 10 gènes codant pour 11 protéines (Figure 1B). Parmi ces protéines, deux sont non-

structurales (NS1 et NS2) et neuf sont structurales (N, P, M, SH, G, F, M2-1, M2-2 et L). 

 

 
1 https://ansm.sante.fr/dossiers-thematiques/le-virus-respiratoire-syncytial-vrs 

https://ansm.sante.fr/dossiers-thematiques/le-virus-respiratoire-syncytial-vrs
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Figure 1 : Représentation schématique de la particule virale du VRS (A) et de l’organisation de son 

génome (B). La particule virale, enveloppée, renferme la nucléocapside. Sa face interne est tapissée par la 

protéine M et la face externe est recouverte par les protéines F (sous une conformation pré-fusion et/ou sous 

une conformation post-fusion) et G. Son génome est un constitué par un brin d’ARN comportant 10 gènes 

codant pour 11 protéines : le gène M2 code pour les protéines M2-1 et M2-2 (Eléouët 2020). 

 

Il existe deux sous-types de VRS : le VRS/A et le VRS/B. Cette distinction repose sur la variabilité 

de séquence de la glycoprotéine de surface G (moins de 53% d’identité). Les deux sérotypes co-

circulent pendant les épidémies, le sous-groupe A étant plus prévalent et plus pathogène que le 

sous-groupe B. 

1-3 Mécanismes d’infection 

1-3-1 Entrée du virus dans l’organisme 

1-3-1-1 Transmission : voie respiratoire 

Le VRS est capable d’infecter les voies aériennes supérieures de tous les individus avec une 

contagiosité majeure. La dose infectante étant de 100 à 600 particules virales en cas de contact par 

voie nasale avec un taux d’attaque2 en milieu familial de 62% chez les nourrissons de moins d’un an. 

La transmission est interhumaine et se fait par inhalation de gouttelettes émises lors de la toux, des 

éternuements ou de la parole d'une personne infectée. Elle peut aussi survenir par contact des 

 
2 Taux d’attaque (TA) : indicateur épidémiologique de mesure de l’intensité d’une épidémie permettant d’établir des 

comparaisons entre différents lieux et avec les épidémies précédentes. Le TA, exprimé en pourcentage est calculé selon la 

formule : Nombre de cas pendant une période / population exposée pendant la même période x 100 

(https://medicalguidelines.msf.org/fr) 
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muqueuses respiratoires avec les sécrétions d'une personne contaminée, déposées sur les mains ou 

sur des objets contaminés 3. 

Après une période d’incubation de deux à huit jours, la réplication du virus débute dans les 

cellules ciliées de l’épithélium nasal puis se propage aux voies aériennes inférieures, en infectant les 

cellules ciliées des bronchioles et les pneumocytes de type I au niveau des alvéoles (Zhang et al. 

2002). 

L’expression clinique de l’infection, en lien direct avec les zones infectées, varie selon l’âge des 

individus. L’infection présente une diffusion limitée, sous forme de rhinopharyngite chez les adultes 

sains alors que chez les enfants, la diffusion est plus étendue (rhinopharyngite, laryngite, bronchite). 

De plus, chez les nourrissons, il y a une diffusion possible vers les bronchioles, à l’origine de 

bronchiolites et de pneumonies. 

La Haute Autorité de Santé 4 définit la bronchiolite comme :  

- un premier épisode épidémique chez un nourrisson de plus d’un mois et de moins de deux 

ans, 

- quarante-huit à soixante-douze heures après un épisode de rhinorrhée peu ou pas fébrile, 

- associant une toux, une dyspnée obstructive avec polypnée à prédominance expiratoire, un 

tirage, une distension thoracique, un sifflement (râle sibilant audible à distance) et/ou des râles 

sibilants et/ou des râles sous-crépitants à prédominance expiratoire 

- l’état général est conservé, la fièvre, inconstante, est modérée et les troubles digestifs sont 

fréquents.  

1-3-1-2 Cible primaire : cellules épithéliales des voies respiratoires supérieures 

Une fois au contact de l’épithélium, le VRS va infecter préférentiellement les cellules épithéliales 

ciliées mais également les pneumocytes de type I (Johnson et al. 2007). Chez l’enfant, il a été montré 

l’infection par le VRS d’une sous-population de lymphocyte B régulateurs (Lc B reg) (Zhivaki et al. 

2017). Une étude récente réalisée chez la souris a mis en évidence la présence du VRS, à trois jours 

post-infection, dans des macrophages, des lymphocytes B (Lc B) ainsi que dans une sous-population 

de cellules dendritiques (CD103+ CD11b+) (Fonceca et al. 2023). Dans ces dernières, le signal a pu 

être mesuré jusqu’à vingt et un jours post-infection (Fonceca et al. 2023). Par ailleurs, il a été montré, 

in vitro et in vivo, que l’infection des cellules immunitaires (monocytes, cellules dendritiques et 

macrophages alvéolaires – MA-) conduit à une production très faible de particules virales (Arnold et 

al. 1995; de Graaff et al. 2005; Franke-Ullmann et al. 1995; Schwarze et al. 2004). Bien que plusieurs 

types cellulaires puissent être infectés par le VRS, la susceptibilité des différents épithéliums 

respiratoires à l’infection n’est pas équivalente. En effet, si des cellules nasales et bronchiques 

humaines adultes présentent un pourcentage identique de cellules positives au VRS après vingt-

quatre heures d’infection à la même MOI5, des différences ont été observées dans leur capacité à 

libérer des particules virales infectieuses (Becker et al. 1992). A une MOI de 0.1, les cellules 

bronchiques primaires ont une production virale dix fois inférieure à celle des cellules nasales 

primaires. A cette même MOI, les MA ont une production virale treize, quarante-six et cent fois 

 
3 https://www.inrs.fr/publications/bdd/eficatt/fiche.html?refINRS=EFICATT_Infections%20%C3%A0%20VRS 
4 https://www.hassante.fr/upload/docs/application/pdf/201911/hascnpp__bronchiolite_argumentaire_2019_vd.pdf 
5 Multiplicity of infection (MOI) : rapport entre l’agent infectieux et la cellule cible (Nang et al. 2023) 

https://www.inrs.fr/publications/bdd/eficatt/fiche.html?refINRS=EFICATT_Infections%20%C3%A0%20VRS
https://www.hassante.fr/upload/docs/application/pdf/201911/hascnpp__bronchiolite_argumentaire_2019_vd.pdf
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inférieure, respectivement, à celle des cellules bronchiques, des cellules nasales ou à la lignée BEAS-

2B6 (Becker et al. 1992). Contrairement aux cellules épithéliales, l’infection des MA reste limitée aux 

cellules initialement infectées, car la proportion de cellules positives au virus est constante tout au 

long de la culture in vitro (Becker et al. 1992). Ces données suggèrent que la réplication virale et la 

propagation par réinfection sont limitées dans ces cellules immunitaires comparées aux cellules 

épithéliales primaires ou immortalisées.  

 

Le cycle viral est exclusivement cytoplasmique et se décompose en cinq étapes (Figure 2) : 

1) l’attachement de la particule virale à un récepteur cellulaire, 

2) la fusion de l’enveloppe virale à la membrane plasmique permettant l’entrée de la 

nucléocapside dans la cellule hôte, 

3) la production de protéines virales et la réplication du génome, 

4) l’assemblage des virions à la membrane plasmique, 

5) le bourgeonnement des particules virales néoformées. 

 

1-3-2 Attachement et entrée dans la cellule 

1-3-2-1 Identification de récepteurs spécifique du VRS 

Actuellement, il n’y a pas de consensus sur l’identification d’un récepteur spécifique utilisé par 

le VRS pour infecter les cellules de l’hôte. Les différentes études s’intéressant à cette question ont 

permis d’identifier plusieurs candidats pour l’entrée et la pathogenèse du VRS (Tableau 1), 

notamment le récepteur de la chimiokine CX3C 1 (CX3CR1) (Tripp et al. 2001), la nucléoline (Tayyari 

et al. 2011), le facteur de croissance épidermique (EGFR) (Currier et al. 2016), le récepteur du facteur 

de croissance insulinomimétique-1 (IGF1R) (Griffiths et al. 2020), les protéoglycanes à héparane 

sulfate (HSPG) (Feldman et al. 1999) et la molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) (Behera et 

al. 2001). Alors que la protéine G du VRS se lie à CX3CR1 et aux HSPG, la protéine F du VRS peut 

interagir avec la nucléoline, l’EGFR, l’IGF1R et l’ICAM-1. Parmi ces récepteurs, CX3CR1 est le candidat 

le plus probable, car son profil d'expression correspond au tropisme du VRS et l'interaction entre 

CX3CR1 et le motif CX3C de la protéine G du VRS contribue à la suppression de l'interféron de type 

I (IFN-I) et conduit à une réponse immunitaire polarisée de type Th27, ce qui a été observé dans de 

nombreuses études (Isaacs 1989; Pinto et al. 2006; Cormier et al. 2014; Caballero et al. 2015; Hijano 

et al. 2019), bien que d'autres protéines virales participent également à ces processus. 

Les HSPG sont les principaux récepteurs permettant l’entrée du VRS dans des lignées cellulaires 

immortalisées in vitro, mais ils pourraient ne pas être des récepteurs nécessaires dans l'épithélium 

humain in vivo, étant donné leur expression basale dans ces cellules. Les récepteurs se liant à la 

protéine F facilitent principalement l'infection des cellules hôtes en médiant l'attachement, la fusion 

et la macropinocytose. Il existe un certain chevauchement fonctionnel entre les protéines G et F.  

 
6 BEAS-2B : cellules épithéliales isolées d’un épithélium bronchique humain non cancéreux (https://www.atcc.org) 
7 Réponse immunitaire de type Th2, renvoie à la différenciation des lymphocytes T CD4+ (lymphocyte T helper) qui 

se caractérise par un profil spécifique de production de cytokines adaptées à leur fonction. La réponse Th2 s’oppose aux 

réponses Th1, Th17, Th9 et T régulateurs (https://doi.org/10.1051/medsci/20122812003) 
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Tableau 1 : Récepteurs potentiels pour l’entrée du VRS dans les cellules cibles 

Récepteurs 

potentiels 
Liaison à Fonctions Références 

CX3CR1 protéine G 

- attachement des virions 

- inhibe la production 

d’IFN-I 

- favorise réponse de 

type Th2 

(Imai et al. 1997; Tripp et al. 2001; 

Harcourt et al. 2006; Chirkova et al. 2013; 

2015; Jeong et al. 2015; Johnson et al. 

2015; Zhivaki et al. 2017; Anderson et al. 

2020; Green et al. 2021) 

Nucléoline protéine F - internalisation virale 
(Tayyari et al. 2011; Hegele 2012; Griffiths 

et al. 2020; Mastrangelo et al. 2021) 

EGFR protéine F 

- induit la 

macropinocytose du 

VRS 

- facilite la fusion des 

membranes 

- augmente la production 

de mucus 

(Currier et al. 2016; Lingemann et al. 2019) 

IGFR1 protéine F 

- favorise la translocation 

de la nucléoline à la 

membrane cellulaire 

(Griffiths et al. 2020) 

HSPGs protéine G - attachement des virions 

(Krusat et Streckert 1997; Bourgeois et al. 

1998; Feldman et al. 1999; Hallak et al. 

2000; Feldman et al. 2000) 

ICAM-1 protéine F 

- favorise l’adhésion des 

Polynucléaires 

Neutrophiles (PNN) et 

Eosinophiles (PNE) aux 

voies aériennes 

(Patel et al. 1995; Arnold et Konig 1996; 

Chini et al. 1998; Wang et al. 2000; Behera 

et al. 2001) 

 

Dans une revue récente, les auteurs ont distingué les structures moléculaires correspondant à 

des facteurs de l’hôte facilitant l’infection par le VRS de celles pouvant être assimilées à des 

récepteurs (Feng et al. 2022). En effet, à l’exception de la nucléoline (Tayyari et al. 2011), aucune des 

structures citées précédemment ne possède les critères de définition d’un récepteur. A savoir, une 

inhibition de l’infection après incubation des cellules avec un anticorps dirigé contre le récepteur, un 

phénomène de compétition lorsque le virus est pré-incubé avec une forme soluble du récepteur 

avant d’être inoculé à des cellules, une inhibition de l’infection par abolition de l’expression du 

récepteur en utilisant un ARN interférent ou encore l’induction de l’infection par expression du 

récepteur à la surface de cellules non permissives (Osiowy et Anderson 1995)8. Dans le cas de la 

 
8 https://samicrobiology.wordpress.com/wp-content/uploads/2018/08/modern-viro1ogy.pdf 

https://samicrobiology.wordpress.com/wp-content/uploads/2018/08/modern-viro1ogy.pdf
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nucléoline, des cellules issues de l’insecte Spodoptera frugiperda, ne possédant aucune structure de 

reconnaissance pour le VRS, ont été rendues permissives à l’infection après transfection de la forme 

humaine de la nucléoline (Osiowy et Anderson 1995). Chez l’Homme, la nucléoline est exprimée dans 

toutes les cellules de l’organisme donc son identification comme récepteur spécifique du VRS n’est 

pas cohérente avec le tropisme du virus. C’est pourquoi l’intervention d’un co-récepteur, exprimé 

spécifiquement sur les cellules de l’épithélium respiratoire, semble nécessaire pour l’infection. 

1-3-2-2 Mécanismes d’entrées dans les cellules épithéliales 

La reconnaissance entre le virion et son récepteur conduit à l’internalisation du génome viral 

dans la cellule hôte, soit par fusion directe entre l’enveloppe virale et la membrane plasmique, soit 

par l’entrée de la particule virale grâce aux voies d’endocytoses, dépendantes de la clathrine ou de 

la cavéoline, ou encore par macropinocytose (Cadena-Cruz et al. 2023). Ce deuxième mode d’entrée, 

initié par l’interaction entre la protéine F et son récepteur, avec le changement de conformation de 

la protéine F de pré à post-fusion, est suivi par la fusion entre l’enveloppe virale et la vésicule 

d’endocytose, sans acidification du pH ou intervention des lysosomes (Srinivasakumar et al. 1991). 

La nucléocapside libérée est composée de l’ARN polymérase L, de l’ARN viral associé à la protéine N 

et des protéines P et M2-1. Ces dernières sont des cofacteurs essentiels pour les étapes de 

transcription et de réplication qui vont débuter directement dans le cytoplasme de la cellule hôte. 

1-3-3 Réplication virale 

1-3-3-1 Cycle de réplication du VRS dans les cellules infectées 

Pour la transcription, la polymérase se fixe à l’extrémité de 3’ de l’ARN et progresse vers 

l’extrémité 5’ (Figure 2). Chaque gène est encadré par une séquence promotrice et une séquence de 

fin de transcription, la polymérase va donc se fixer sur la séquence d’initiation, produire l’ARN 

messager (ARNm) du gène et se détacher au niveau de la séquence de fin de transcription. Ainsi la 

transcription est réalisée de manière séquentielle et il a été décrit dans la famille des Mononegavirales 

une capacité de la polymérase à se détacher du génome et à progresser vers l’avant ou vers l’arrière. 

Ce phénomène aboutit à un gradient 3’-5’ de transcription des ARNm des différents gènes, c’est-à-

dire que la quantité de copies d’ARNm produites va diminuer selon l’ordre des gènes sur le génome. 

Ainsi les gènes placés en 3’, NS1 et NS2, puis N, vont être produits rapidement et en quantité plus 

importante que les autres gènes. Les protéines NS1 et NS2 ont la capacité d’interférer avec les 

réponses immunitaires innées de la cellule hôte, en bloquant la signalisation de la voie interféron et 

en inhibant l’apoptose de la cellule infectée. Ainsi la production précoce et en grande quantité de 

ces deux protéines virales représente un mécanisme d’échappement à la réponse immunitaire de la 

cellule hôte (Decool et al. 2021).  

La réplication du génome est initiée par la fixation de l’ARN polymérase à l’extrémité 3’ du 

génome et va progresser, de manière continue, jusqu’à l’extrémité 5’, pour produire un brin d’ARN 

positif (anti-génome). Cet ARN est immédiatement encapsidé par la protéine N et pourra servir de 

matrice pour la fabrication de nouveaux génomes ARN négatif (Decool et al. 2021). 
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Figure 2 : Cycle de réplication du VRS. Après fixation des particules virales à la surface de la cellule cible via 

les glycoprotéines F et G, la protéine de fusion F déclenche la fusion des membranes virale et cellulaire, 

permettant l'entrée de la nucléocapside virale dans le cytoplasme. Les protéines du complexe polymérase, ainsi 

que le génome viral ARN, se regroupent au sein de structures appelées corps d’inclusion cytoplasmiques, où 

a lieu la transcription des gènes viraux et la réplication du génome. Les ARN messagers viraux rejoignent le 

cytoplasme pour permettre la synthèse des protéines virales. En fin de cycle, le génome subit une amplification 

par réplication avant d’être à nouveau encapsidé, formant ainsi de nouvelles particules virales qui 

bourgeonneront à la membrane plasmique (Decool et al. 2021). 

 

Grâce à des techniques de microscopie, il a été montré une colocalisation de différentes 

protéines virales (L, N, P, M2-1, M2-2, NS2 et M) ainsi que de l’ARN viral au niveau de structures 

cytoplasmiques dépourvues de membranes. Ces structures de formes sphériques, appelées corps 

d’inclusion, sont le lieu de la transcription et de la réplication. Les corps d’inclusion contiennent 

également des protéines appartenant à la cellule hôte, telles que les protéines chaperonnes HSP 90 

et HSP 70 impliquées dans la stabilisation du complexe polymérase (Munday et al. 2015) mais aussi 

des protéines telles que MDA5 et MAVS (Lifland et al. 2012), impliquées dans l’induction de la voie 

interféron. Ainsi, la séquestration de ces éléments de signalisation constitue un mécanisme viral 

d’interférence avec la réponse de l’hôte. 

1-3-3-2 Production et relargage de nouveaux virions 

Les génomes viraux, à ARN négatifs, encapsidés par la nucléoprotéine (nucléocapside), ainsi 

que les protéines virales néosynthétisées, vont rejoindre la membrane plasmique pour permettre 

l’assemblage de nouveaux virions et leur bourgeonnement sous forme de longs filaments, à la 

surface de la cellule infectée. 

Dans des lignées cellulaires, l’infection par le VRS produit des syncytia, qui ne sont pas observés 

dans les cellules épithéliales différenciées et polarisées. Dans le cas du VRS, d’autres modes de 

transmission du virus ont été récemment décrits, notamment par contact direct entre cellules 

adjacentes via des filopodes. Ces structures cytoplasmiques permettraient le transfert direct des 
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corps d’inclusion ou du génome viral d’une cellule à une autre, évitant ainsi la détection du virus par 

les récepteurs cellulaires et l’initiation d’une réponse immunitaire de l’hôte (Zhang et al. 2024). 

1-4 Prise en charge thérapeutique 

Dans la majorité des cas, l’infection par le VRS connait une résolution spontanée après une à 

deux semaines. Le traitement est symptomatique avec l’utilisation d’analgésique et d’antipyrétique, 

à des fins de réduction de la douleur et de la fièvre. Il existe deux antiviraux commercialisés : le 

Palivizumab et le Nirsevimab, destinés aux populations pédiatriques, afin de prévenir les formes 

graves d’infection par le VRS. 

Le Palivizumab a obtenu l’autorisation de mise sur le marché (AMM) en aout 1999. Il est 

uniquement administré en établissement de santé, à une fréquence d’une fois par mois durant toute 

la saison d’épidémie à VRS, chez des enfants nés à trente-cinq semaines de gestation ou moins, âgés 

de moins de six mois au début de l’épidémie saisonnière ou chez des enfants de moins de deux ans 

ayant reçu un traitement pour dysplasie bronchopulmonaire au cours des six derniers mois. L’étude 

IMpact-RSV, portant sur les résultats de la prophylaxie associée au Palivizumab, a montré une 

réduction statistiquement significative du nombre et de la durée d’hospitalisation ainsi qu’une 

diminution de la durée d’oxygénation supplémentaire requise dans le groupe traité comparé au 

groupe placebo (« Palivizumab, a Humanized Respiratory Syncytial Virus Monoclonal Antibody, 

Reduces Hospitalization From Respiratory Syncytial Virus Infection in High-Risk Infants » 1998). 

Cependant, en raison de l’efficacité partielle de ce traitement onéreux, nécessitant des injections 

répétées, l’utilisation du Palivizumab n’a pas pu être généralisée à toute la population pédiatrique 

mais restreinte aux enfants présentant des facteurs de risque. Or, comme précisé en début de 

chapitre, les cas d’infections sévères n’étant pas corrélés à l’existence de facteurs de risque, cette 

stratégie a été peu efficace pour réduire les cas de bronchiolites dans la population générale. 

Le Nirsevimab, autorisé depuis octobre 2022, montre une efficacité jusqu’à cinq mois après 

l’injection. De ce fait, une seule injection est nécessaire par saison épidémique, pouvant être réalisée 

par les médecins, les sages-femmes et les infirmiers, sur prescription médicale. Suite à 

l’augmentation du nombre d’infection causée par le VRS sur la saison 2022-2023 (Figure 3), une 

campagne nationale d’immunisation a été mise en place, destinée à tous les nourrissons nés depuis 

le 6 février 2023 ainsi qu’à tous les nouveau-nés, dès leur naissance et avant leur sortie de maternité. 

Le suivi de l’efficacité de l’administration préventive du Nirsevimab a été réalisé grâce au réseau de 

surveillance PICURe (Pediatric Intensive Care Unit Registry) qui a recensé les cas graves de 

bronchiolites à VRS chez les enfants de moins de deux ans, dans les services volontaires de 

réanimations pédiatrique ou néonatale, dans chaque région de France. Les données recueillies 

auprès de deux cent quatre-vingt-huit nourrissons sur la période du 15 septembre 2023 au 31 janvier 

2024 montrent des résultats positifs de l’administration préventive du Nirsevimab avec une baisse 

significative du nombre de nourrissons hospitalisés (Brault et al. 2024) associée à une efficacité du 

traitement estimée entre 76% et 81% pour les nourrissons admis en service de réanimation (Paireau 

et al. 2024). 
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Figure 3 : Représentation graphique du nombre de passages et d’hospitalisations pour bronchiolite en 

France chez les enfants de moins de deux ans pour les saisons épidémiques entre 2018 et 2023. La saison 

2020-2021 (courbe en gris) est caractérisée par une épidémie tardive et de faible intensité, en raison de la 

perturbation de la circulation du VRS due aux mesures de gestion de la COVID-19 (confinement, gestes 

barrières, distanciation sociale). À l’inverse, les saisons 2021-2022 (courbe en bleu) et 2022-2023 (courbe en 

rouge) sont marquées par des épidémies précoces et d’intensité élevée 

(https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/maladies-et-infections-

respiratoires/bronchiolite/documents/bulletin-national/bulletin-epidemiologique-bronchiolite.-bilan-de-la-

surveillance-2022-2023). 

 

Près de soixante ans après l’échec marquant du premier essai de vaccination contre le VRS, le 

développement d’un vaccin demeure une priorité de santé publique établie par l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS). En 2023, deux vaccins : Arexvy® et Abrysvo® ont reçu l’AMM. 

L’administration d’Arexvy®, vaccin associant l’antigène RSVPreF3 (protéine F recombinante sous 

forme préfusion) à l’adjuvant AS01E, qui favorise le recrutement et l’activation des cellules 

présentatrices d’antigènes, est recommandée chez les personnes âgées de soixante-quinze ans et 

plus, ainsi que chez celles de soixante-cinq ans et plus atteintes de pathologies respiratoires 

chroniques ou cardiovasculaires. Le vaccin Abrysvo®, développé par Pfizer, est un vaccin bivalent 

recombinant, formulé à base d'antigène F sous forme préfusion, ciblant les VRS des sous-groupes A 

et B. Son autorisation prévoit deux indications : la protection active des personnes âgées de plus de 

soixante ans et l’immunisation passive des nouveau-nés, par transfert transplacentaire des anticorps 

maternels après vaccination de la femme enceinte entre trente-deux et trente-six semaines 

d’aménorrhée, offrant une protection aux nourrissons sur une période de six mois (Figure 4). Bien 

que ces avancés récentes sont encourageantes, le développement d’un vaccin à destination de la 

population pédiatrique demeure un véritable challenge. En effet, en décembre 2024, la FDA (Food 

and drug administration) a suspendu tous les essais cliniques de vaccination chez les enfants en 

raison d’une suspicion de manque de sécurité concernant les vaccins à ARNm développés par 

Moderna : « mRNA-1345 » et « mRNA-1365 » protégeant respectivement contre le VRS seul et le 

https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/maladies-et-infections-respiratoires/bronchiolite/documents/bulletin-national/bulletin-epidemiologique-bronchiolite.-bilan-de-la-surveillance-2022-2023
https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/maladies-et-infections-respiratoires/bronchiolite/documents/bulletin-national/bulletin-epidemiologique-bronchiolite.-bilan-de-la-surveillance-2022-2023
https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/maladies-et-infections-respiratoires/bronchiolite/documents/bulletin-national/bulletin-epidemiologique-bronchiolite.-bilan-de-la-surveillance-2022-2023
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VRS associé au métapneumovirus humain (hMPV). Dans son article paru le 13 décembre 2024 dans 

la revue Science9, Jon Cohen rapporte que cette alerte fait suite à l’apparition de symptômes sévères 

ou très sévères lors de l’infection naturelle par le VRS ou d’autres virus respiratoires post-vaccination. 

Bien que les chiffres soient faibles (cinq enfants sur quarante ayant reçu mRNA-1345 contre un enfant 

sur vingt dans le groupe contrôle et trois enfants sur vingt-sept ayant reçu mRNA-1365 contre aucun 

dans le groupe contrôle), la ressemblance avec l’échec vaccinal survenu dans les années soixante 

nécessite la plus grande prudence. En effet, cet essai vaccinal avait conduit au développement d’une 

pathologie sévère chez 80% des enfants vaccinés suite à l’infection naturelle avec le VRS. Ainsi, par 

mesure de précaution, tous les essais de vaccin protéique F ou à ARNm, parfaitement sûrs chez les 

adultes, sont interdits chez les enfants. Seuls les essais vaccinaux à base de virus vivants atténués 

peuvent continuer à être évalués. La maîtrise de la génétique inverse, en délétant des gènes codant 

pour des protéines essentielles au cycle de réplication viral, a permis de générer plusieurs virus 

atténués candidats pour les essais vaccinaux contre le hMPV (Buchholz et al. 2006) ou contre le VRS 

(Cunningham et al. 2022).  

 

 

 
9 https://www.science.org/content/article/safety-signal-moderna-s-rsv-vaccine-studies-halts-trials-other-vaccines-

childhood 

https://www.science.org/content/article/safety-signal-moderna-s-rsv-vaccine-studies-halts-trials-other-vaccines-childhood
https://www.science.org/content/article/safety-signal-moderna-s-rsv-vaccine-studies-halts-trials-other-vaccines-childhood
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Figure 4 : Représentation schématique des différents vaccins et anticorps monoclonaux en 

développement contre le VRS. Elle met en évidence les stratégies explorées à l’échelle mondiale pour lutter 

contre les infections avec le VRS10. 

 

1-5 Modèles expérimentaux pour étudier l’infection par le VRS  

Le développement de produits immunoprophylactiques contre le VRS, avec la mise sur le 

marché en 2023 de deux vaccins à destination des personnes âgées et des femmes enceintes et un 

effort continu pour le développement de vaccins à destination de la population pédiatrique, 

s’accompagne d’une augmentation de la demande d’expériences précliniques et une pression accrue 

sur les modèles animaux. Néanmoins, le domaine de la recherche sur le VRS pâti de l'absence de 

modèles animaux reproduisant la pathologie sévère lors d’une infection expérimentale et permettant 

d’évaluer la sureté des candidats vaccins pour la population pédiatrique. Bien que de nombreux 

candidats ont montré une efficacité au cours des études précliniques, peu ont progressé jusqu'aux 

essais cliniques ou n’ont obtenu qu’un succès limité. Cela s'explique, au moins en partie, par l'absence 

de modèles animaux reproduisant pleinement la pathogenèse de l'infection par le VRS chez l'humain 

(Figure 5). Ce paragraphe s’intéresse à la description des symptômes de la maladie, de la réplication 

virale et des lésions pathologiques dans différents modèles animaux. Il convient de distinguer les 

modèles permettant d’étudier le VRS ou des Pneumovirus non humain dans leur hôte naturel, des 

modèles de petits ou gros animaux permettant l’étude du VRS humain (VRSh) (espèces modèles). 

 

Figure 5 : Principaux modèles animaux d’études précliniques de l’infection par le VRSh et leurs 

recommandations d’usage. Aucun modèle animal ne permet de reproduire la pathologie humaine ainsi que 

la réponse aux traitements, le choix du modèle va dépendre de l’hypothèse de recherche ainsi que des 

avantages et des inconvénients spécifiques à chaque espèce (Altamirano-Lagos et al. 2019). 

 

 
10 https://www.path.org/our-impact/resources/rsv-vaccine-and-mab-snapshot/ 

https://www.path.org/our-impact/resources/rsv-vaccine-and-mab-snapshot/
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1-5-1 Modèle d’étude chez l’hôte naturel  

Le risque d'infection grave par le VRS chez les adultes en bonne santé est minimal permettant 

l'utilisation de modèle d'infection contrôlée chez l’Homme, conformément à des normes 

réglementaires rigoureuses. Ces infections ciblent de jeunes adultes en bonne santé, généralement 

âgés de dix-huit à quarante-cinq ans, pour élucider la pathogenèse et évaluer les vaccins (Lee et al. 

2004; Dayananda et al. 2024). Différents virus d’épreuve sont utilisés : la souche de VRS sauvage 

Memphis 37 (type VRS-A) est couramment utilisée, notamment pour évaluer l’efficacité du vaccin 

ABRYSVO de Pfizer (Schmoele-Thoma et al. 2022). Une autre option prometteuse est la souche virale 

RSV-NICA (Respiratory Syncytial Virus-Nasobronchial Infective Challenge Agent) récemment 

développé par SGS Belgium NV (Verstraelen et al. 2024). 

Les données présentées par Robert Lambkin-Williams et al. ont montré que 77 % des adultes 

en bonne santé inoculés avec 103,0 à 10⁵,⁴ unités formant des plages (PFU) de virus présentent une 

excrétion virale d’une durée moyenne de 7,4 jours (± 2,5 j), après une période d'incubation moyenne 

de 3,1 jours (± 1,5 j) et avec une charge virale nasale maximale moyenne d'environ 10⁴,⁵ PFU/mL 

(Verstraelen et al. 2024). De plus, une corrélation positive significative a été observée entre les 

charges virales et les concentrations intranasales de cytokines pro-inflammatoires, notamment 

l’interleukine (IL) 6 et l’IL-8 (DeVincenzo et al. 2010). Néanmoins, ces infections expérimentales 

présentent des limitations : la population étudiée est composée d'adultes en bonne santé et non 

d’individus à haut risque, les conditions d'infection contrôlée ne reflètent pas les scénarios d'infection 

naturelle et il est impossible de collecter des échantillons invasifs dans les modèles humains. 

En complément des modèles animaux d'infection par le VRSh, les études sur les Pneumovirus 

non humains dans leur hôte naturel ont offert une perspective plus large : le virus respiratoire 

syncytial bovin (VRSb) et le virus de la pneumonie murine (PVM) étant couramment étudiés. Les 

veaux sont naturellement sensibles au VRSb, et les symptômes ainsi que les manifestations 

pathologiques qui suivent l'infection ressemblent étroitement à ceux observés chez les humains 

infectés par le VRSh (West, Petrie, Konoby, et al. 1999). Notamment, la vaccination avec un VRSb 

inactivé peut entraîner une maladie exacerbée par le vaccin, similaire à celle observée avec le VRSh 

(West, Petrie, Haines, et al. 1999; Antonis et al. 2003). En effet, l’étude d’Antonis et al. montre que 

l’infection naturelle avec le VRS bovin suite à la vaccination avec une souche de VRSb inactivée au 

formol entraine une réponse immunitaire inflammatoire de type 2, caractérisée par une infiltration 

cellulaire pulmonaire composée de PNE, associée à des titres sériques élevés d’Immunoglobuline (Ig) 

E. Cette réponse immunopathologique étant comparable aux complications engendrées par 

l’infection naturelle par le VRS après la vaccination chez l’enfant. En raison de la forte similarité 

génétique et antigénique entre le VRSb et le VRSh, le modèle de veaux infectés par le VRSb peut 

être utilisé pour l'évaluation préclinique des candidats vaccins contre le VRSh.  

De même, les souris Balb/c sont naturellement sensibles au PVM, un pathogène courant chez 

les souris de laboratoire. L'infection par le PVM chez ces souris entraîne des modifications 

pathologiques telles que l'alvéolite et la nécrose de l'épithélium bronchique. En outre, la vaccination 

avec du PVM inactivé au formol aggrave la maladie, provoquant une réponse immunitaire biaisée 

vers un profil Th2 et une augmentation des PNE dans les poumons. (Percopo et al. 2009). 
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1-5-2 Modèle d’étude chez les gros animaux  

Principalement dans le but de tester l'efficacité et la sécurité des vaccins, plusieurs espèces de 

primates non humains (PNH) ont été utilisées comme modèles animaux pour l'infection par le VRSh, 

notamment les chimpanzés (Simoes et al. 1999), les singes verts d'Afrique, les macaques (Simoes et 

al. 1999; De Swart et al. 2002; Patton et al. 2015) et les singes nocturnes (Prince et al. 1979). Ces 

espèces partagent plusieurs similitudes anatomiques et physiologiques avec les humains mais seuls 

les chimpanzés sont entièrement permissifs à l'infection par le VRSh (Belshe et al. 1977; Crowe et al. 

1993; Teng et al. 2000) qui est caractérisée par le développement de symptômes limités aux voies 

respiratoires supérieures. L’utilisation des PNH comme modèles animaux d'infection reste difficile en 

raison de contraintes économiques, techniques et éthiques. Ainsi, le recours aux ovins, et plus 

particulièrement aux agneaux a permis d’approfondir l’étude de l’infection par le VRSh. 

Les agneaux nouveau-nés peuvent être infectés par de fortes doses de diverses souches de 

VRSh, notamment les souches Long, A2 et M37, les ovins étant plus sensibles à la souche M37 (Olivier 

et al. 2009; Derscheid et al. 2013). La dose infectieuse utilisée dans les études sur le VRSh chez les 

moutons dépasse généralement 10⁷ PFU, provoquant des symptômes tels que fièvre, réduction de 

l'activité, toux, sifflements respiratoires et effort respiratoire accru dans les deux à six jours suivant 

l'infection (Larios Mora et al. 2015). Les observations pathologiques chez les agneaux infectés par le 

VRSh incluent une bronchite, une bronchiolite, des lésions des cellules épithéliales des bronchioles, 

la formation de cellules syncytiales, ainsi que l'accumulation de débris cellulaires, de mucine, de PNN 

et de macrophages dans les voies respiratoires (Larios Mora et al. 2015; Lehmkuhl et Cutlip 1979; 

Derscheid et al. 2013 ; 2014). 

1-5-3 Modèle d’étude chez les petits animaux  

Parmi les petits animaux, le modèle murin est le plus couramment utilisé pour les études 

portant sur les mécanismes immunitaires de l’infection, en raison de leur similarité immunologique 

avec les humains. De plus, la disponibilité en réactifs, en lignées génétiquement modifiées, ainsi que 

des coûts réduits pour l'élevage et l'hébergement des animaux expliquent l’usage prédominant de 

ce modèle. 

 

Figure 6 : Représentation schématique de l’utilisation prédominante du modèle murin parmi les 

modèles d’étude d’infection par le VRS chez les petits animaux. Au sein du modèle murin, le modèle 

néonatal est très peu représenté, la majorité des animaux utilisés étant des adultes (Cormier et al. 2010). 
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Il est important de noter que la majorité des études ont été réalisées sur des modèles murins 

adultes (Figure 6), à l'origine de divergences entre les données humaines et celles du modèle animal. 

L‘utilisation d’un modèle murin néonatal apparait plus pertinent pour se rapprocher des 

caractéristiques de l’infection chez le nourrisson humain. En effet, lors de l’infection avec le VRSh 

chez la souris adulte, la charge virale atteint son pic au quatrième jour, puis diminue progressivement 

jusqu'au huitième jour. Une inflammation péribronchovasculaire est détectée dès le troisième jour 

post-infection (jpi) et atteint son maximum au sixième jour, avec une implication marquée de l'espace 

alvéolaire (Graham et al. 1988). Les infiltrats inflammatoires sont principalement composés de 

lymphocytes (Lc) et de monocytes/macrophages (Graham et al. 1988). Les Lc Natural-Killer (NK) sont 

la première sous-population de lymphocytes à pénétrer dans les poumons lors d'une infection avec 

le VRS et sont responsables des niveaux élevés d'IFN-γ observés précocement dans l'infection. Par 

la suite, les Lc T CD4+ et CD8+ sont recrutés, accompagnés par la libération de cytokines de type 1 

(IL-12 et IFN-γ) et de faibles niveaux de cytokines de type 2 (IL-4, -5 et -13). Les Lc T CD8+, associés 

à l'IFN-γ (Openshaw 2001) sont les principaux effecteurs responsables de l'élimination du virus, mais 

provoquent également des dommages aux tissus de l'hôte et sont responsables de la pathologie 

associée. En comparaison, l’infection chez le souriceau (avant sept jours de vie) permet de reproduire 

les caractéristiques immunologiques de l’infection chez les enfants, telles qu’un faible recrutement 

en cellules dendritiques CD) (Remot et al. 2016; Ruckwardt et al. 2014), un défaut de production 

d’IFN-I et d’activation des gènes stimulés par les IFN (ou ISG) (Drajac et al. 2021). Ces données 

concordent avec les taux faibles d’IFN-I mesurés dans des prélèvement d’aspirations nasales issus 

d’enfants infectés par le VRS (Hall et al. 1978). Bien que de nombreuses réponses immunologiques 

sont comparables entre le modèle murin et l’Homme, certaines différences imputables au modèle 

doivent être prises en compte, comme par exemple le lieu de réplication du VRS, l’histopathologie 

pulmonaire et la symptomatologie. En effet, chez la souris le VRSh se réplique peu et infecte les 

pneumocytes alvéolaires. De plus, peu de PNN sont recrutés et les animaux infectés ne présentent 

pas de signes cliniques respiratoires. Le Tableau 2 ci-dessous synthétise les principales 

caractéristiques immunologiques suite à l’infection par le VRSh dans le modèle murin adulte et 

néonatal comparé à l’infection chez l’enfant. 
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Tableau 2 : Caractéristiques selon l’âge de la réponse immunitaire au VRS. (Cormier et al. 2010) 
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2- Les déterminants de la sensibilité de la muqueuse pulmonaire néonatale 

2-1 Le compartiment tissulaire et sa composante épithéliale en période néonatale 

Le poumon représente la partie terminale de l’appareil respiratoire et permet les échanges 

gazeux entre l’air et le sang. Ces échanges permettent d’une part d’éliminer le dioxyde de carbone 

produit par le métabolisme cellulaire et d’autre part d’absorber l’oxygène de l’air ambiant, nécessaire 

pour les réactions d’oxydation. Ces réactions produisent l’énergie permettant le fonctionnement de 

l’organisme. Ces échanges gazeux se produisent au niveau des alvéoles pulmonaires, qui sont les 

structures terminales de l’arbre respiratoire. L’air ambiant va ainsi être acheminé, depuis l’extérieur, 

par un réseau de canaux conducteurs, jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Les voies aériennes 

comprennent une partie supérieure et inférieure selon leur localisation en extra ou intrathoracique. 

 

Figure 7 : Organisation anatomique du système respiratoire. Les voies aériennes supérieures comprennent 

la cavité nasale, le pharynx, le larynx et la partie extrathoracique de la trachée. Les voies aériennes inférieures 

sont constituées par la partie intrathoracique de la trachée qui se poursuit par l’arbre bronchique. Chaque 

structure se distingue par des caractéristiques anatomiques et fonctionnelles (figure adaptée de « Anatomy 

and Physiology College, 2013 »). 

 

2-1-1 Organisation anatomique de l’arbre respiratoire 

2-1-1-1 Les voies respiratoires supérieures 

Les voies respiratoires supérieures comprennent les cavités nasales, la bouche, le pharynx et le 

larynx (Figure 7). Ces différentes structures vont assurer la filtration, le réchauffement et 

l’humidification de l’air, qui est ainsi transporté vers les voies respiratoires inférieures. 

Les cavités nasales, également appelées fosses nasales, sont des structures internes situées à 

l’arrière du nez. Leurs parois internes sont recouvertes d’une muqueuse ciliée humide, richement 
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vascularisée et contenant de nombreuses cellules caliciformes sécrétrices de mucus. Les cavités 

nasales communiquent vers l’arrière avec le pharynx, assurant la continuité des voies respiratoires. 

Le pharynx est considéré comme le carrefour aérodigestif car il relie les fosses nasales, la cavité 

buccale, l’œsophage et le larynx. Il est constitué de trois portions : le nasopharynx, dans le 

prolongement des fosses nasales, tapissé de tissus lymphoïdes (amygdales pharyngiennes), 

l’oropharynx, faisant saillie dans la cavité buccale également entouré de tissus lymphoïdes 

(amygdales palatines). La dernière portion ou laryngopharynx assure la déglutition et donne 

naissance, en avant aux voies aériennes (larynx et trachée) et en arrière aux voies digestives 

(œsophage). 

Le larynx, première structure spécialisée dans la fonction de respiration, est un conduit ostéo-

cartilagineux assurant le passage de l’air du pharynx à la trachée, la fermeture des voies aériennes 

lors de la déglutition mais aussi la phonation par vibration des cordes vocales sous l’impulsion de 

l’air inspiré. 

2-1-1-2 Les voies respiratoires inférieures 

A l’étage intrathoracique, la trachée et les bronches sont spécialisées dans la conduction de 

l’air et les poumons dans la réalisation des échanges gazeux (Figure 8). Comme pour le larynx, on 

retrouve la présence d’anneaux cartilagineux incomplets sous forme de fer à cheval, empilés et unis 

entre eux par du tissu conjonctif fibro-élastique. Dans sa partie postérieure, un muscle lisse ou muscle 

trachéal relie les extrémités postérieures des anneaux cartilagineux. Ce muscle permet de faire varier 

le diamètre de la lumière trachéale. 

 

Figure 8 : Organisation anatomique de l’arbre trachéo-bronchique. L’arbre trachéo-bronchique comprend 

l’ensemble des structures assurant le transport de l’air inspiré entre le larynx et les alvéoles pulmonaires. Il est 

constitué de conduits ou bronche, se divisant successivement : une bronche mère donne naissance à deux 

bronches filles dont une est orientée dans le prolongement de la bronche mère, l’autre étant orientée dans 

une direction orthogonale. La distinction entre bronches et bronchioles repose sur la présence de cartilage, 

présent depuis la trachée jusqu’aux bronches alors que les bronchioles en sont dépourvues (Extrait de « 

Biologie et physiopathologie humaine, Nathan Technique, 2008 »). 
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L’organisation de l’arbre trachéo-bronchique repose sur la division dichotomique des conduits, 

ainsi la trachée donne naissance à deux bronches principales (1ère génération de division) destinées 

aux poumons droit et gauche, puis chaque bronche primaire va se diviser au sein de chaque poumon. 

Au fur et à mesure des générations de divisions, les diamètres des conduits vont diminuer mais la 

somme des sections de deux bronches filles est supérieure à la section de la bronche mère, 

augmentant ainsi la surface de conduction. L’arbre bronchique humain totalise vingt-trois 

générations de divisions dont la dernière est constituée par les alvéoles pulmonaires. Le poumon 

humain compte cent millions d’alvéoles à la naissance et environ trois cent millions à l’âge de trois à 

quatre ans. Passé cet âge, le nombre d’alvéoles est stable, c’est leur surface qui augmente de taille 

pour aboutir à une surface d’échange de 90 m2. Les poumons vont inhaler en moyenne trois cent 

millions de litres d’air au cours d’une vie, ce qui en fait un lieu de contact majeur avec le milieu 

extérieur. 

2-1-2 Développement du tissu 

Cette organisation complexe va nécessiter différentes phases de développement, débutant au 

cours de la vie intra-utérine et se poursuivant plusieurs années après la naissance. Ces différentes 

phases sont identifiées en fonction de critères morphologiques et reposent sur deux mécanismes 

différents : la ramification et la septation, qui vont se répéter successivement au cours du 

développement pour aboutir à un organe fonctionnel. On distingue cinq stades, communs à 

l’Homme et à la souris, lors du développement de l’arbre respiratoire qui sont identifiés 

histologiquement (Figure 9) :  

 Stade embryonnaire : formation des bronches souches à partir d’une invagination de la partie 

antérieure de l’intestin primitif, entre la 4ème et 7ème semaine post-conception (spc) chez l’Homme ; 

 Stade pseudoglandulaire : formation de la totalité des voies aériennes de conduction 

jusqu’aux bronchioles terminales (5ème à 17ème spc) ; 

 Stade canaliculaire : observation possible au microscope des futures régions d’échanges 

gazeux avec apparition des zones possédant une barrière air-sang (ou alvéolo-capillaire) (17ème à 

27ème spc) ; 

 Stade sacculaire : trois nouvelles générations de subdivisions vont donner naissance dans 

chaque acinus aux canaux et sacs alvéolaires (27ème à 36ème spc) ; 

 Stade alvéolaire : cette phase de développement a lieu essentiellement après la naissance et 

va se poursuivre pendant plusieurs années. Elle est caractérisée par la formation de septa, permettant 

d’augmenter progressivement le nombre d’alvéoles, augmentant ainsi la surface d’échanges (36ème 

spc à deux ans et jusqu’à dix-huit à vingt-deux-22 ans). 
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Figure 9 : Chronologie du développement du poumon chez l’Homme et la souris. Les différentes étapes 

du développement du poumon se chevauchent dans le temps car la plupart des processus débute de façon 

centrale et progressent vers la périphérie. Le démarrage et la fin de l’étape de microvascularisation sont 

incertains ainsi que la fin de la phase d’alvéolarisation. pcw : post conception week in Human, E : embryonic 

day in mice (figure adaptée à partir de (Schittny 2017)). 

2-1-3 Epithélium respiratoire 

L’arbre trachéo-bronchique est recouvert d’une muqueuse au contact de la lumière, dont la 

composition histologique va évoluer avec la diminution du diamètre du conduit. Cette muqueuse 

repose sur un chorion très vascularisé où l’on retrouve des glandes mixtes (séro-muqueuses), des 

infiltrats lymphoïdes variables, le réseau lymphatique et les éléments d’innervation. Au niveau de la 

trachée et des bronches principales, l’épithélium est prismatique, pseudostratifié, cilié (Figure 10B) 

et riche en cellules caliciformes sécrétrices de mucus. A ce niveau, le système muco-ciliaire permet 

de piéger et d’évacuer les particules de l’air (Figure 10A). 



 - 33 - 

 

Figure 10 : Représentation schématique de l’organisation générale de la muqueuse respiratoire et du 

système muco-ciliaire. (A) La muqueuse respiratoire est constituée d’un épithélium polarisé pseudostratifié 

qui repose sur une membrane basale. Sa composition va évoluer le long de l’arbre trachéo-bronchique. Il est 

principalement constitué de cellules caliciformes, sécrétrices de mucus et de cellules ciliées (B), assurant 

l’élimination vers le pharynx des particules piégées dans le mucus. Les cellules basales assurent le 

renouvellement de l’épithélium et les cellules Club, de formes cuboïdes avec un dôme apical contenant de 

nombreuses granulation hétérogènes produisent une grande variété de protéines (A : créé avec Biorender, B : 

Louisa Howard, domaine public). 

 

Au niveau du réseau bronchique, l’épithélium respiratoire va se modifier avec la diminution de 

diamètre des conduits, les cellules caliciformes seront moins nombreuses et les ilots lymphoïdes 

disparaissent. Au niveau du chorion on note une diminution du nombre de glandes séro-muqueuses. 

A l’étage bronchiolaire, on observe une transition progressive des structures histologiques. 

L’épithélium respiratoire s’amincit de prismatique pseudostratifié à prismatique bistratifié puis 

prismatique simple et enfin cubique simple. On ne trouve plus de cellules caliciformes ou de cellules 

ciliées qui sont remplacées par les cellules club ou cellules en dôme (anciennement appelées cellules 

de Clara). Ces cellules à pôle apical bombé assurent la production et l’élimination du surfactant 

pulmonaire. Le dernier niveau correspond aux alvéoles pulmonaires, constituées d’un épithélium 

pavimenteux simple au contact direct des capillaires. 

L’épithélium alvéolaire se compose de deux types cellulaires : les pneumocytes de type I, 

cellules plates très étendues recouvrant 95% de la surface des sacs alvéolaires et les pneumocytes 

de type II, regroupés par deux ou trois aux angles de raccordement de plusieurs alvéoles (Figure 

11). Ces derniers ont une fonction sécrétrice (surfactant pulmonaire) et présentent un pôle apical 

recouvert de microvillosités. 
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Figure 11 : Représentation schématique des alvéoles pulmonaires. La paroi alvéolaire est constituée d’un 

épithélium pavimenteux simple composé de deux types de pneumocytes : soit des cellules plates très étendue 

(type I), soit des cellules globuleuses avec un pôle apical présentant des microvillosités (type II) à l’origine de 

la secretion du surfactant. Les macrophages alvéolaires, assurant un rôle de défense, patrouillent d’une alvéole 

à l’autre grâce aux pores de Kohn. Le contact direct entre l’épithélium alvéolaire et les capillaires sanguins 

permet les échanges gazeux avec le sang (figure créée avec Biorender). 

 

 

Conclusion 

A la naissance le poumon contient toutes les structures anatomiques et cellulaires pour assurer 

l’hémostase, il est donc physiologiquement fonctionnel. Cependant il existe des différences avec le 

poumon adulte pouvant expliquer la plus grande fragilité du poumon néonatal. Le développement 

des alvéoles étant incomplet, la surface disponible pour les échanges gazeux est inférieure à celle du 

poumon adulte. Afin de compenser ce phénomène, la fréquence respiratoire est augmentée afin de 

permettre une oxygénation suffisante. Ainsi, chez les enfants âgés de moins d’un an, trente à 

quarante cycles de respiration par minute sont nécessaires contre douze à vingt pour les enfants de 

plus de douze ans (Biarent D. Bingham R., Réanimation Avancée Néonatale et Pédiatrique. ERC. 

2009). En conséquence, le poumon du nouveau-né va être deux fois plus exposé à l’environnement 

extérieur, par une inhalation plus importante de microorganismes et de particules, comparé aux 

individus adultes. Ceci se traduit par une plus forte incidence des infections respiratoires hautes et 

basses : deux cent quarante pour mille chez les enfants de moins de an contre trente-quatre pour 

mille chez les individus de plus de quinze ans (Brouard et al. 2020). 

Si l’âge apparaît comme un facteur important dans la survenue d’une infection respiratoire, 

d’autres mécanismes physiologiques, comme le système immunitaire sont à prendre en 

considération. Face à une agression pathogène, la finalité du système immunitaire est d’éliminer 

l’agent infectieux tout en limitant les dommages collatéraux pour l’hôte. Le système immunitaire de 

l’adulte, mieux caractérisé et plus efficace, mobilise rapidement des réponses pro-inflammatoires qui 

permettent le contrôle de la majorité des infections. En revanche, celui du nouveau-né a évolué pour 

relever les défis spécifiques liés à la transition entre un environnement stérile in utero et un monde 

extérieur riche en micro-organismes. Cette adaptation conditionne ses réponses immunitaires 

précoces et contribue à sa vulnérabilité accrue face aux infections respiratoires. 
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2-2 Le compartiment respiratoire et sa composante immunologique en période néonatale 

In utero, le fœtus se développe dans un environnement stérile et protégé des agents 

pathogènes grâce à l’immunité maternelle. Des mécanismes de tolérance, maternelle et fœtale, 

empêchent le rejet du fœtus semi-allogénique par les cellules immunitaires maternelles (pour revue 

Warning, McCracken, et Morris 2011). Après la naissance, le nouveau-né est progressivement 

colonisé par des microorganismes, ce qui expose son système immunitaire aux agents pathogènes 

potentiels tout en favorisant le développement du système immunitaire des muqueuses (pour revue 

Renz, Brandtzaeg, et Hornef 2011). Ainsi, cette phase de transition est à l’origine de l’orientation 

spontanée des réponses immunitaires pulmonaires vers des réponses anti-inflammatoires de type 

Th2. Cette orientation va contribuer à la réduction du risque de réponses inflammatoires délétères 

contre les nombreux micro-organismes commensaux rencontrés après la naissance (Forsthuber et 

al. 1996; Adkins et Du 1998). Toutefois, cette prédominance des réponses de type Th2 peut entraîner 

un retard dans la réponse à certains véritables agents pathogènes, ce qui a conduit à considérer le 

système immunitaire néonatal comme étant moins efficace par rapport à celui de l’adulte. Les 

paragraphes ci-dessous s’intéressent aux particularités de la composition en cellules immunitaires 

de la muqueuse pulmonaire néonatale à l’état basal, conduisant à l’orientation Th2 de la réponse 

immunitaire. 

 

Figure 12 : Représentation schématique de la fréquence relative des principales cellules immunitaires et 

leurs sous-types dans la muqueuse pulmonaire néonatale murine à l’homéostasie. Les macrophages 

constituent la population myéloïde dominante, comprenant les MA localisés dans la lumière des alvéoles 

pulmonaires et les macrophages interstitiels (MI) situés dans le parenchyme. Les CD et les monocytes, bien 

que moins abondants, jouent un rôle essentiel dans la présentation antigénique et l’initiation des réponses 

adaptatives. Parmi les granulocytes, les PNN sont rares en l’absence d’inflammation, tandis que les PNE et 

basophiles (PNB) sont présents à de faibles fréquences. 



 - 36 - 

Les cellules lymphoïdes sont majoritairement représentées par les cellules lymphoïdes innées 

(ILC), incluant les sous-populations de Lc NK et d’ILC2, ainsi que par les Lc T, et dans une moindre 

mesure, les Lc B. Cette composition globale reflète la prédominance des effecteurs de l’immunité 

innée et la faible proportion de lymphocytes adaptatifs matures dans le poumon néonatal, en 

contraste avec le poumon adulte (Sedney et Harvill 2023). 

La compréhension limitée du système immunitaire du nouveau-né s'explique en grande partie 

par l'absence de modèles animaux appropriés pour étudier la réponse néonatale à l'infection. 

L’immunologie s’est largement appuyée sur le modèle murin, en raison de son faible coût, de sa 

reproductibilité et de la vaste gamme d’outils immunologiques disponibles. Ainsi, les données 

obtenues dans le modèle murin montrent que la muqueuse pulmonaire néonatale contient peu de 

cellules effectrices appartenant au système immunitaire adaptatif et une majorité de cellules de 

l’immunité innée (Figure 12). De plus, des cellules à l’interface entre immunité innée et adaptative 

sont également présentes, telles que les cellules dendritiques et les lymphocytes innés. 

2-2-1 Immunité innée pulmonaire : première ligne de défense à la naissance 

2-2-1-1 Macrophage alvéolaire : régulateur immunitaire clé de l’homéostasie pulmonaire 

Dans le poumon, la défense immunitaire mucosale repose principalement sur des cellules 

appartenant au système immunitaire inné et plus particulièrement sur les macrophages. Deux types 

de macrophages sont présents : les macrophages interstitiels (MI) et les macrophages alvéolaires 

(MA) (Evren et al., 2020 ; Kopf et al., 2015). Ces cellules apparaissent à différents stades du 

développement embryonnaire et fœtal (Figure 13) : 

- Macrophages issus du sac vitellin (dès le jour embryonnaire dix - E10), qui restent dans 

l’interstitium et ne prolifèrent que peu. Après la naissance, ces cellules sont continuellement 

renouvelées par des monocytes circulants dérivés de la moelle osseuse. 

- Monocytes dérivés du foie fœtal (dès E12), qui prolifèrent activement pour devenir les MA à 

la naissance. 

- Monocytes dérivés de la moelle osseuse, recrutés après la naissance pour maintenir les 

populations de MI tout au long de la vie. 
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Figure 13 : Localisation de l’hématopoïèse pendant le développement embryonnaire. À la naissance, les 

macrophages tissulaires proviennent de trois sources distinctes qui colonisent les tissus en développement de 

manière séquentielle au cours de la période prénatale. Après la naissance, le maintien et le renouvellement des 

macrophages tissulaires est assuré par des monocytes dérivés de la moelle osseuse (Henneke et al., s. d.). 

 

Les études réalisées dans le modèle murin n’ont pas permis de détecter de MA 

phénotypiquement matures avant la naissance mais la possibilité d’observer des cellules F4/80 high 

CD11b low (macrophages primitifs) au jour embryonnaire 12.5 (E12.5), puis des cellules Ly6C high 

CD11b high (monocytes primitifs) au jour E16.5. Les premiers signes de différenciation de ces cellules 

primitives en macrophages alvéolaires apparaissent au jour E18.5, correspondant au stade sacculaire 

et sont liés à la présence de GM-CSF (granulocyte–macrophage colony-stimulating factor). Chez la 

souris adulte, il a été montré que les monocytes circulants contribuent peu au pool de MA (Guilliams 

et al. 2013). 

Les MA jouent un rôle central dans la protection immédiate du poumon néonatal contre les 

infections et présentent un comportement territorial unique : chaque MA surveillant en moyenne 

trois alvéoles (Neupane et al., 2020). Les signaux guidant la fonction et la distribution des MA dans 

un organe qui quadruple de volume au cours des trois premières semaines de vie (chez la souris) 

restent en grande partie mal compris. Cependant, le positionnement des pré-MA dans les alvéoles 

et leur différenciation en MA dépend du GM-CSF produit par les cellules épithéliales alvéolaires (Kopf 

et al., 2015). Le GM-CSF, via sa liaison à son récepteur, active le facteur de transcription PPAR-γ, qui 

contrôle le programme de maturation et de maintien des MA (Schneider et al., 2014). Les MA 

conservent leur capacité d’auto-renouvellement tout au long de la vie postnatale (Epelman et al., 

2014). Toutefois, ils peuvent être remplacés par des monocytes circulants en cas de destruction 

massive de la population de MA, par exemple à la suite d’une infection ou d’une irradiation 

pulmonaire (Machiels et al., 2017). 

La capacité du micro-environnement pulmonaire à orienter la différenciation des macrophages 

est mise en évidence par la capacité de macrophages ectopiques transférés par voie intratrachéale à 

adopter un phénotype de MA (Lavin et al., 2014 ; van de Laar et al., 2016). Cette observation reflète 

la grande plasticité des MA leur conférant la capacité de s’adapter et de répondre en fonction des 

modifications de leur environnement. Deux phénotypes sont classiquement décrits en fonction de 

l’environnement cytokinique déclenchant leur activation : M1 et M2 correspondant respectivement 

à un phénotype inflammatoire et à un phénotype de réparation tissulaire.  
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A l’homéostasie, les MA éliminent les débris et maintiennent un environnement tolérant. Lors 

d'une infection, ils sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFα, l’IL-1β ou l’IL-6 et 

contribuent à l'élimination des pathogènes ; après l'infection, ils participent à la résolution de 

l'inflammation (Hussell et Bell 2014). Les cellules en culture ont été utilisées pour comparer les 

fonctions antimicrobiennes des MA néonataux et adultes. La stimulation des MA de rongeurs ou 

d'ovins par du lipopolysaccharide (LPS) entraîne une augmentation similaire, voire supérieure, de la 

production de TNFα et des chimiokines CXC par les cellules néonatales par rapport aux cellules 

adultes (P. T. Lee, Holt, et McWilliam 2000; Empey, Hollifield, et Garvy 2007; Fach et al. 2010). 

Cependant dans un modèle murin d'infection in vivo par pneumocystis les MA néonataux ont montré 

un retard dans l'expression des marqueurs d'activation par rapport aux cellules adultes (Empey et al. 

2004). De même, lors d'une infection néonatale par le VRS chez la souris, l'activation des MA est 

réduite et retardée par rapport à une infection adulte (Empey et al. 2012), mais l'administration 

intranasale d'IFNγ permet de promouvoir la maturation des MA (Empey et al. 2012). Peu 

d'informations sont disponibles sur les réponses des MA chez les nourrissons humains. Néanmoins, 

il a été montré que des MA isolés à partir de liquide broncho-alvéolaire (LBA) d’enfants de moins de 

deux ans produisent moins d'IL-1 et de TNFα, après stimulation par du LPS, que les mêmes cellules 

isolées chez des enfants âgés de deux à dix-sept ans (Grigg et al. 1999). 

Les données relatives aux fonctions des MA en période néonatale montrent des différences 

avec celles observées chez les MA adultes dont le sens varie entre les études in vitro et in vivo, 

suggérant une influence de l’environnement pulmonaire sur les fonctions des MA. 

2-2-2 Entre immunité innée et adaptative 

2-2-2-1 Les cellules dendritiques  

Les CD sont des cellules présentatrices d’antigènes capables d’induire l’activation des Lc T suite 

à la phagocytose des agents pathogènes. Il existe deux grandes catégories de CD : les plasmacytoïdes 

(CDp) et les conventionnelles (CDc). Les CDp sont spécialisées dans la sécrétion des IFN-I, tandis que 

les CDc (subdivisées en groupes 1 et 2) se spécialisent dans la présentation des antigènes pour activer 

les réponses Th1, Th2 et Th17. Bien que la plupart des CD appartiennent à ces catégories, il existe 

des sous-types supplémentaires, spécifiques à la période du développement embryonnaire ou chez 

les nouveau-nés. 

Des analyses de séquençage de cellules isolées ont été réalisées chez des souriceaux C57Bl/6 

à divers stades de développement : E18,5 pour jour embryonnaire 18,5 et P1, P7 et P21 pour les jours 

postnataux 1, 7 et 21. Les résultats de cette étude ont révélé que les poumons des souriceaux 

contiennent des CDc1 et des CDc2, les CDc1 étant le sous type le plus abondant de P1 à P7. Des 

études précédentes avaient déjà établis que les CDc1 sont le sous-type prédominant en période 

néonatale et qu’à l’inverse les CDc2 sont présentes en majorité dans les poumons de souris adultes 

(Ruckwardt et al. 2014; Sun et al. 2003; Dakic et al. 2004) . A partir de P21, les CDc1 et les CDc2 sont 

présentes en quantité égales. En plus de ces deux sous-types classiquement décrits, un sous-type 

supplémentaire a été mis en évidence : les mig-DC (pour migratory Dendritic Cells) en lien avec 

l’expression de CCR7, un récepteur permettant la migration des CD vers les ganglions lymphatiques. 

Les mig-DC ne sont pas détectées avant la naissance, mais sont présentes en grand nombre à P7 
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avant de diminuer à P21. Cela suggère l’existence d’un sous-type migratoire unique de CD dans les 

poumons de souris néonatales (Domingo-Gonzalez et al. 2020).  

Les expressions d’Itgae (CDc1) et de Cd209a (CDc2) par les CD néonatales suggère qu’elles 

peuvent stimuler les Lc T dès la naissance pour générer une réponse immunitaire efficace (Domingo-

Gonzalez et al. 2020). Bien que les CD néonatales ont la capacité de présenter les antigènes avec la 

même efficacité que les CD adultes, les molécules de co-stimulation CD28, CD80 et CD86 sont moins 

exprimées, ce qui entraîne une incapacité à stimuler la prolifération des Lc T CD8+ et une réponse 

limitée de ces cellules (Ruckwardt et al. 2018; 2014; Torres et al. 2016). 

Enfin, la production de cytokine par les CD néonatales est influencée par leur environnement. 

Ainsi la présence de cellules produisant de l’IL-10 va entraver la capacité des CD à produire de l’IL-

12 (Figure 15), nécessaire pour la mise en place de la réponse Th1 (Sun et al. 2005). Le changement 

dans la capacité à produire de l'IL-12 et à générer une réponse Th1 se produit à P6 chez la souris, 

lorsque les populations de CDs augmentent et que les sous-types s’éloignent du modèle néonatal 

pour s’approcher de celui des adultes. Cela provoque un changement de la réponse en faveur d’une 

réponse immunitaire de type Th1 (Lee et al. 2008). 

2-2-2-2 Les lymphocytes innés 

Les cellules lymphoïdes innées (ILC pour Innate Lymphoid Cells), présentes dans les tissus, sont 

des Lc effecteurs de la réponse immunitaire innée. Ils jouent un rôle important dans la production 

rapide de cytokines et se distinguent des Lc T et B par l’absence de récepteurs à l’antigène générés 

par recombinaison génique (TCR et BCR). Les ILC sont divisées en trois groupes, en fonction des 

facteurs de transcription exprimés et des cytokines qu'ils produisent (Figure 14). Le groupe 1 des 

ILC (ILC1 et Lc NK) se caractérise principalement par la production d'IFNγ et de TNFα et l’expression 

du facteur de transcription T-bet, alors que le groupe 2 des ILC (ILC2) se caractérise par la production 

d'IL-5 et d’IL-13 et l’expression de GATA-3. Enfin le groupe 3 des ILC (ILC3) se caractérise par la 

production d'IL-22 et d'IL-17A et expriment RORγt (pour revue Colonna 2018). 
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Figure 14 : Homologies fonctionnelles entre les ILC et les sous-types de Lc T Helper. Issus de progéniteurs 

lymphoïdes communs, les ILC se distinguent des Lc B et T par l’absence de récepteurs spécifiques à l’antigène. 

Ils comprennent les Lc NK, de nature cytotoxique, ainsi que trois sous-groupes non cytotoxiques, les ILC1, ILC2 

et ILC3, définis par leurs cytokines et leurs facteurs de transcription caractéristiques. Situés principalement aux 

surfaces muqueuses, les ILC assurent une production rapide de cytokines immunorégulatrices et participent 

ainsi à la première ligne de défense contre les infections. Une fois activés, les lymphocytes T CD4⁺ entrent en 

prolifération et se différencient en cellules effectrices : les sous-types Th1, Th2, Th17 et Th22 se distinguent en 

fonction de leur profil de production de cytokines et de leurs fonctions 

(https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/global/forms/cytokine-network-posters.html). 

 

Les ILC2 sont le sous-type prédominant dans les poumons, où ils contribuent au maintien de 

l'homéostasie pulmonaire pendant la période néonatale mais aussi à la pathogenèse des maladies 

respiratoires comme l'asthme, la maladie pulmonaire obstructive chronique et lors d’infections 

virales (Monticelli et al. 2011; Donovan et al. 2019). Il a été démontré récemment que les ILC2 sont 

présents dans les poumons de souris peu de temps après la naissance et que leur nombre atteint un 

pic au cours des deux premières semaines de vie puis diminue à l'âge adulte (Domingo-Gonzalez et 

al. 2020). Deux études (Saluzzo et al. 2017; de Kleer et al. 2016) suggèrent que la première respiration 

induit la libération spontanée d'IL-33, qui se fixe sur son récepteur ST2 (Monticelli et al. 2011), 

exprimé sur plusieurs types cellulaires dont les ILC2, entrainant leur activation et prolifération dans 

la muqueuse pulmonaire du nouveau-né (Figure 15). Chez des souris néonatales déficientes en IL-

33, les ILC2 sont toujours présentes, mais elles ne sont pas activées (Steer et al. 2020). En effet, une 

étude (Loering et al. 2021) a montré que les nouveau-nés ont un nombre plus élevé d'ILC résidents 

dans les poumons comparés aux adultes, avec une expression accrue des marqueurs associés aux 

ILC2 : ST2, ICOS et CD90.2. Des différences spécifiques au sexe ont également été observées, les 

femelles ayant plus d'ILC pulmonaires que les mâles, avec une expression plus élevée d'ICOS mais 

une expression plus faible de KLRG1. Le fond génétique des lignées de souris a également un impact 

sur le nombre d'ILC pulmonaires, les souris BALB/c ayant plus d'ILC2 que les souris C57BL/6J (Loering 

et al. 2021). Cette dernière observation est cohérente avec l’orientation privilégiée de la réponse 

immunitaire de type 2 connue chez les souris BALB/c comparées aux souris C57Bl/6 (Mills et al. 2000). 
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Plus récemment, des données similaires ont été obtenues chez l’Homme, en analysant les 

différences de composition cellulaire entre le sang de cordon et le sang d’adultes. Les auteurs ont 

pu montrer que les ILC étaient plus abondants dans le sang de cordon, alors que d’autres sous-

populations telles que les Lc T CD4+, les Lc T CD8+ et les Lc NKT sont moins abondantes comparées 

aux données issues de sang d’individus adultes (Swieboda et al. 2024). Ces données suggèrent un 

rôle des ILC dans les réponses immunitaires en période néonatale. 

2-2-3 Immunité adaptative du poumon néonatal : réponse spécialisée et 

conséquences immunologiques 

2-2-3-1 Caractéristiques et dynamique des lymphocytes B pulmonaires chez le nouveau-né 

Les Lc B sont des cellules spécialisées dans la production d’anticorps mais peuvent également 

exercer des fonctions d’initiation de la réponse immunitaire par la présentation antigénique ou des 

fonctions régulatrices. Produits en continu dans la moelle osseuse, les Lc B émergent sous forme de 

précurseurs immatures. Tout au long de leur développement, ils acquièrent progressivement des 

propriétés spécifiques : d’abord la capacité à tolérer les composants du « soi », puis celle de devenir 

des cellules matures, aptes à produire un anticorps dirigé contre un antigène donné. À l’état naïf, ces 

lymphocytes co-expriment à leur surface les immunoglobulines IgM et IgD, qui forment leur 

récepteur à l’antigène (BcR). Ils peuvent ensuite s’engager dans différentes voies de différenciation, 

aboutissant à la formation de sous-populations spécialisées. L’analyse de l’expression de divers 

marqueurs de surface permet d’identifier plusieurs sous-populations de Lc B, chacune jouant un rôle 

spécifique dans la réponse immunitaire. 

Les souriceaux présentent un nombre inférieur de Lc B par rapport aux adultes. De plus, la 

composition des sous-types de Lc B diffère considérablement de celle des adultes avec la présence 

d’un sous-type particulier chez les souriceaux, les Lc B reg néonataux caractérisés par leur production 

d'IL-10 (Sun et al. 2005) (Figure 15). Ces Lc colonisent les poumons au cours de la première semaine 

de vie, puis leur proportion décroit pour n’être présents qu’en faible nombre dans les poumons 

adultes. La production d'IL-10 a de nombreux effets sur le système immunitaire néonatal, notamment 

une migration désorganisée des PNN, une activation des Lc T, des macrophages et des CDs vers un 

profil Th2, ayant pour conséquence de limiter la réponse immunitaire néonatale aux agents 

pathogènes (Laubreton et al. 2020; Torres et al. 2016; Andrade et al. 2013; Sun et al. 2005). Par 

exemple, l’étude de Laubreton et al, a mis en évidence que des MA néonataux exposés in vitro au 

VRS sont capables de produire des IFN-I et que ce processus est inhibé par l’IL-10 produite par les 

Lc B reg (Laubreton et al. 2020). L’analyse d’échantillons d’aspiration nasopharyngée d’enfants 

infectés par le VRS met en évidence une corrélation entre la fréquence des Lc B reg infectés et la 

sévérité de la maladie, suggérant l’implication directe de ces cellules dans l’inhibition de la réponse 

Th1 et, par conséquent, dans la pathogénicité de l’infection à VRS (Zhivaki et al. 2017). Le rôle de ces 

cellules régulatrices a été étudié au niveau de la muqueuse intestinale grâce à l’analyse du répertoire 

exprimé par les Lc B reg intestinaux. En effet, leurs récepteurs montrent une réactivité envers des 

bactéries appartenant à six phyla différents colonisant les nouveau-nés. Ces observations suggèrent 

que les Lc B reg participeraient au processus de colonisation précoce au niveau de la muqueuse 

intestinale (Gu et al. 2024). 
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2-2-3-2 Les lymphocytes T : adaptation à la muqueuse pulmonaire néonatale 

Les Lc T sont des cellules clés du système immunitaire adaptatif, jouant un rôle central dans la 

reconnaissance et l’élimination des agents pathogènes. Issus de précurseurs hématopoïétiques de la 

moelle osseuse, ils migrent vers le thymus, où ils subissent une maturation complexe leur permettant 

d’acquérir le récepteur de reconnaissances des antigènes (TCR) ainsi que divers marqueurs de surface 

définissant différentes sous populations fonctionnelles matures. Selon leur spécialisation, ils peuvent 

exercer des fonctions cytotoxiques (Lc T CD8+), favoriser la réponse immunitaire par la sécrétion de 

cytokines, ou encore réguler l’activité des autres cellules immunitaires (Lc T CD4+). Les Lc T ayant des 

fonctions spécifiques sont classés en différents sous-groupes et sont à l’origine de réponses 

distinctes. La plupart des Lc T néonataux sont activés pour générer des réponses de type Th2, 

caractérisées par la production d'IL-4 et d'IL-13. Ces cytokines induisent une orientation des 

macrophages vers un profil M2 et inhibent la production d'IFNγ. 

Chez l’Homme, des données issues d’analyses de LBA d’enfants montrent une relative rareté 

des Lc T CD4+ (dos Santos et al. 2013; Ratjen et al. 1995), ainsi qu’une abondance moindre des Lc T 

mémoires dans les poumons des nourrissons comparés aux adultes (Thome et al. 2016). De plus, les 

Lc T régulateurs (Lc T reg) sont relativement abondants (Thome et al. 2016; Kollmann et al. 2017), et 

une augmentation transitoire de ces cellules, associée à la colonisation microbienne, protège contre 

l'hyperréactivité aux allergènes (Gollwitzer et al. 2014). Par ailleurs, d’autres études ont montré que 

les Lc T reg issus de tissus pédiatriques ont une capacité suppressive plus élevée que celle des adultes 

(Thome et al. 2016; Kollmann et al. 2017). 

 

Figure 15 : Représentation schématique des mécanismes contribuant à la polarisation Th2 de 

l’environnement pulmonaire néonatal. La présence de Lc B reg producteurs d’IL-10 entrave la capacité des 

macrophages et des CD à produire de l’IL-12, nécessaire à la mise en place de la réponse Th1. La muqueuse 

pulmonaire néonatale est riche en Lc T reg et en ILC2. La prolifération des ILC2 est favorisée par la présence 

d’IL-33 provenant des cellules épithéliales de la muqueuse pulmonaire (flèches rouges = production diminuée, 

flèches bleues = production accrue) (Sedney et Harvill 2023). 
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2-2-4 Au-delà d’une simple barrière : le rôle immunitaire de l’épithélium respiratoire 

Les voies respiratoires sont intégralement recouvertes d’un épithélium, en contact direct avec 

l’environnement extérieur. Il est constitué de cellules jointives, capables de détecter et réagir en 

réponse à l’exposition à des composants allergènes, toxiques ou infectieux via un ensemble de 

récepteur extra et intra-cellulaires. Ainsi, en plus d’un rôle passif de barrière, l’épithélium peut être 

considéré comme un acteur contribuant activement aux réponses immunitaires. 

L’épithélium des voies respiratoires supérieures, qui comprend la cavité nasale, le pharynx et 

le larynx, est généralement en contact avec un grand nombre de micro-organismes, principalement 

commensaux (Frank et al. 2010). La signalisation, induite par la reconnaissance de motifs partagés 

par les microorganismes, dans ces épithéliums entraine la production de mucus (Bautista et al. 2009) 

ainsi que de substances antimicrobiennes (Figure 16), comme les défensines, qui jouent un rôle clé 

dans les mécanismes de défense aussi bien en cas de maladies qu’en situation d’allergie (Ryu et al. 

2013). 

 

Figure 16 : Les mécanismes de défense des cellules épithéliales. L’épithélium pulmonaire est constitué 

d’une couche unique de cellules jointives recouvert par une couche de mucus et exprimant des récepteurs de 

surface permettant la reconnaissance des microorganismes. La liaison des ligands à leur récepteur entraine 

une cascade d’activation de protéines intracellulaires qui conduit à l’activation de différents gènes. L’expression 

de ces gènes entraine la production de médiateurs inflammatoire, chimiotactique et de substances 

antimicrobiennes ayant une action directe ou indirecte en permettant le recrutement de cellules immunitaires. 

(SLPI : Secretory Leucocyte Proteinase Inhibitor, SP-A et SP-D : Surfactant Protein A et D, CAP-18 : cathelicidin 

antimicrobial protein-18). Adapté de (Bals et Hiemstra 2004). 

 

Les peptides antimicrobiens (PAM) vont aussi avoir une action directe sur les agents 

pathogènes. Par exemple, la détection d’ARN double brins viraux (rhinovirus) ou synthétiques 

(poly(I;C)) entraine la production de cytokines mais aussi des β-défensines 2 et 3 par les cellules 

épithéliales (Duits et al. 2003). L’attraction électrostatique entre les charges positives des β-

défensines et les charges négatives des membranes va permettre l’association de ces peptides avec 

la membrane du pathogène. L’action antimicrobienne résulte d’un mécanisme de déstabilisation des 

membranes, soit par agrégation à la surface de la membrane (Hoover et al. 2000), soit par la 

formation de pores (Lehrer et al. 1989). Les β-défensines ont pu être isolées à des concentrations 

identiques, de l’ordre de quelques ng/mL dans des LBA réalisés chez des volontaires sains ou chez 
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des patients atteints soit de mucoviscidose soit de maladies inflammatoires pulmonaires. La β-

défensine 1 a été retrouvée dans les trois groupes analysés alors que la β-défensine 2 n’était présente 

que chez les patients atteints de mucoviscidose ou de maladies inflammatoires pulmonaires, 

suggérant une induction de l’expression des β-défensines 2 en réponse à l’inflammation alors que 

les β-défensines 1, d’expression constitutive, assureraient un mécanisme de défense permanent 

(Singh et al. 1998). 

Cette capacité de l’épithélium à assurer une protection contre les agents pathogènes par la 

présence de mucus et la production de PAM est retrouvée dans tout le tractus respiratoire, excepté 

au niveau des alvéoles pulmonaires. Dans cette partie terminale, les pneumocytes de type I et II et 

les MA qui y patrouillent vont assurer la production de cytokines et chimiokines en réponse aux 

différents stress associés à l’environnement alvéolaire. 

2-2-5 Les cellules recrutées en réponse à l’inflammation pulmonaire en période 

néonatale  

2.2.5.1 Les polynucléaires neutrophiles, entre défense et pathogénicité 

Les PNN sont des cellules immunitaires qui réagissent rapidement aux agents pathogènes, en 

particulier dans les poumons, par leur activité de phagocytose, par la production de substances 

antimicrobiennes (espèces réactives de l’oxygène ou ROS), par l’activité enzymatique de leurs 

granules intracytoplasmiques et par des pièges extracellulaires (NETs) capables de capturer et de 

neutraliser les agents pathogènes, mais pouvant également endommager les cellules hôtes. Les PNN 

ne font pas partie à proprement parler des cellules immunitaires de la muqueuse pulmonaire mais 

se tiennent en grande proximité. Il s’agit de cellules circulantes, retenues dans la microvascularisation 

pulmonaire, formant un réservoir défini comme le "pool de neutrophiles marginés du poumon". La 

première observation de la séquestration des cellules immunitaires dans la microvascularisation 

pulmonaire a été rapportée en 1910 par F.W. Andrewes lors d'une série de conférences organisées 

pour le Royal College of Physicians à Londres (Andrewes 1910) puis l'utilisation de techniques de 

radiomarquage et de transfert adoptif a permis d'identifier un pool de PNN marginés dans le lit 

capillaire des poumons, qui s'est avéré être en équilibre dynamique avec le pool circulant (Hogg et 

al. 1992; Doerschuk et al. 1987; Martin et al. 1982; Schwab et al. 2003). 

Les PNN se développent à partir de précurseurs dans la moelle osseuse avant de migrer vers 

la périphérie. Leur courte durée de vie dans les organes périphériques nécessite un renouvellement 

constant (Evrard et al. 2018) et l'homéostasie des PNN est maintenue par un équilibre précis entre la 

granulopoïèse, le stockage et la libération dans la moelle osseuse, ainsi que la migration vers les 

compartiments vasculaires et les tissus périphériques. Les PNN apparaissent pour la première fois 

dans la moelle osseuse claviculaire humaine entre dix et onze semaines post-conception (Slayton et 

al. 1998). À la fin du premier trimestre, des précurseurs de PNN peuvent être détectés dans le sang 

périphérique, tandis que les cellules matures apparaissent entre quatorze et seize semaines de 

gestation (Laver et al. 1990; Remington and Klein’s Infectious Diseases of the Fetus and Newborn Infant 

2024). Les PNN se répartissent en trois groupes ou réservoirs distincts, connus sous les noms de 

réservoirs prolifératif, circulant et marginal (Erdman et al. 1982). Le nombre de PNN dans chaque 

réservoir est influencé par l’état de santé de l’individu et par l’état de différenciation de la cellule. 

L’homéostasie entre ces réservoirs est étroitement régulée par les cellules dendritiques 
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conventionnelles, via la production contrôlée de G-CSF, CXCL1, CCL2 et CXCL10, qui influenceraient 

leur migration depuis la moelle osseuse vers leur site de recrutement et leur survie locale dans les 

organes périphériques (Jiao et al. 2014). 

Le nombre de PNN dans le sang périphérique chez les nouveau-nés à terme est très similaire 

à celui des enfants plus âgés et des adultes (Mouzinho et al. 1994) ainsi que leur expression 

membranaire des récepteurs à la fraction constante des immunoglobulines (FcγRII et FcγRIII) (Carr 

et Davies 1990) et leur contenu en protéines enzymatiques dans les granules cytoplasmiques, comme 

la myélopéroxydase (MPO) (Levy et al. 1999) Chez les adultes, une infection pulmonaire entraîne un 

recrutement rapide des PNN via une migration des cellules, dépendante de la L-sélectine (Rebuck et 

al. 1995). De nombreuses études ont observé que les PNN néonataux ont une capacité de 

chimiotactisme inférieure à celle des PNN adultes, caractérisée par une vitesse de migration (test in 

vitro) réduite de moitié (Wolach et al. 1998; Boner et al. 1982; Pahwa et al. 1977). Le chimiotactisme 

implique la capacité des cellules à détecter un signal inflammatoire et à adhérer à l’endothélium via 

des récepteurs d’adhésion pour rejoindre le site d’inflammation. L'explication de cette différence 

fonctionnelle réside dans l'expression et la dynamique réduites de deux familles de molécules 

d'adhésion de la membrane cellulaire, les intégrines β2 et les sélectines, ainsi que dans des 

différences du cytosquelette des PNN des nouveau-nés. Plusieurs études ont montré que les PNN 

des nouveau-nés à terme expriment moins de la moitié du nombre de récepteurs à la L-sélectine à 

leur surface par rapport aux PNN adultes (Mariscalco et al. 1998; Török et al. 1993; Rebuck et al. 

1995). Des études plus récentes suggèrent que cette réduction du recrutement des PNN pourrait 

être influencée par la production d'IL-10 par les Lc B et les CD. Il est important de noter qu’en 

l'absence de TLR2 et d'IL-10, les PNN néonataux sont capables de migrer vers les poumons infectés 

et de contrôler l'infection (Andrade et al. 2013). Cela suggère que les PNN néonataux possèdent 

intrinsèquement la capacité de migrer vers les tissus infectés et de stimuler des réponses 

immunitaires appropriées, mais que la régulation anti-inflammatoire du système immunitaire 

néonatal module cette capacité.  

Bien que l'activité des PNN soit généralement associée à une réponse protectrice, elle peut 

également causer des dommages aux tissus, mettant en danger la santé des nouveau-nés. Les 

activités antimicrobiennes des PNN peuvent causer de graves dommages dans les poumons 

néonataux et aggraver les infections. Cela s’explique par la capacité des NETs à induire une 

inflammation non spécifique, permettant aux agents pathogènes d’échapper à la réponse 

immunitaire et de provoquer des pathologies pulmonaires et systémiques sévères (Colón et al. 2019; 

de Araujo et al. 2022; Denorme et al. 2023). Il a également été observé que la NETose peut être 

régulée par les cytokines. Par exemple, la présence d'IFN-delta limite la NETose et conduit à de 

meilleures survies chez les souriceaux nouveau-nés exposés au Pneumovirus murin (causant une 

forme murine de bronchiolite) (Sebina et al. 2022). La production de ROS par les PNN a également 

été impliquée dans les lésions pulmonaires aiguës chez les ratons nouveau-nés (Auten et al. 2001; 

2002). Ainsi, si les PNN néonataux possèdent un potentiel fonctionnel comparable à celui des PNN 

adultes, leur activité doit être finement ajustée dans le contexte particulier du nouveau-né afin de 

limiter les lésions tissulaires. Cette nécessité de modulation pourrait offrir un avantage à certains 

pathogènes et soulève encore la question du caractère protecteur ou délétère des PNN dans la 

réponse inflammatoire pulmonaire du nouveau-né. 
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2-2-5-2 Les MDSC, une population transitoire caractéristique de la période néonatale 

Les cellules suppressives dérivées de la lignée myéloïde (MDSC) forment une population 

hétérogène de cellules d’origine granulocytaire (G-MDC) ou monocytaire (M-MDSC), capables 

d’inhiber les réponses immunitaires innées et adaptatives (Gervassi et al. 2014). Les MDSC de type 

granulocytaire sont particulièrement abondantes chez les femmes enceintes et dans le sang de 

cordon, mais leur fréquence diminue rapidement après la naissance. En effet, elles s'accumulent 

durant la grossesse, dans l'organisme maternel et fœtal, et contribuent à la tolérance materno-fœtale 

(Dietz et al. 2021; Köstlin et al. 2016; 2014; Köstlin-Gille et al. 2019; Rieber et al. 2013). Les MDSC du 

sang de cordon inhibent les réponses des Lc T CD4+ et CD8+ ainsi que des Lc NK, ce qui suggère un 

rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie immunitaire au début de la vie (Gervassi et al. 2014; 

Köstlin et al. 2014; Rieber et al. 2013). Elles exercent leur action immunosuppressive par la production 

de molécules telles que l’arginase-1, les ROS et la synthase inductible de l’oxyde nitrique (iNOS). Ces 

molécules inhibent la prolifération et l’activité cytotoxique des Lc T, favorisent la prolifération des Lc 

T reg et empêchent l’activation des Lc NK (pour revue Gantt et al. 2014). Chez les nouveau-nés, les 

MDSC influencent les fonctions des Lc T et des monocytes (Dietz et al. 2019; Köstlin et al. 2017) et 

semblent jouer un rôle dans le contrôle de l'inflammation en cas d’entérocolite nécrosante chez les 

nouveau-nés (He et al. 2018). Actuellement, il n’existe pas de preuve de leur présence dans le 

compartiment pulmonaire à l’homéostasie mais elles seraient recrutées lors d’une inflammation en 

contexte infectieux (Zhang et al. 2012; Bline et al. 2023; Bedoya et al. 2019).  

Récemment, une étude réalisée chez la souris montre une augmentation des MDSC dans la 

rate des souriceaux à un jour de vie suivie d’une diminution rapide au septième jour de vie. De plus, 

une diminution de la quantité de MDSC, après mutation d’un facteur de transcription impliqué dans 

leur prolifération et leur activation, s’accompagne d’une altération de la composition du microbiote 

intestinal ainsi que de l’homéostasie des Lc T (Schwarz et al. 2023). Ces résultats suggèrent un rôle 

des MDSC dans la régulation de l’inflammation, influençant la mise en place du microbiote intestinal 

durant la période néonatale. Il est également envisageable qu’elles exercent un rôle similaire sur 

d’autres microbiotes, notamment le microbiote pulmonaire, bien qu’aucune étude n’ait à ce jour 

démontré ce lien. 

Conclusion : 

Les cellules constituant le système immunitaire pulmonaire apparaissent précocement au cours 

du développement, selon des processus migratoires complexes et dynamiques, entraînant des 

variations dans la quantité, la nature et la réactivité des différentes populations cellulaires. 

Initialement, la muqueuse pulmonaire est dominée par des cellules de la lignée myéloïde, avant que 

les populations lymphoïdes ne deviennent progressivement plus représentées. Le développement 

complet des cellules présentatrices d’antigènes n’est atteint que plusieurs semaines après la 

naissance. 

Ainsi, l’ensemble des types cellulaires présents dans la muqueuse pulmonaire adulte est déjà 

détectable à la naissance, mais dans des proportions différentes comme par exemple pour les CDc1 

et les ILC2. Certains types cellulaires sont toutefois spécifiques de la période néonatale, tels que les 

CD migratrices, les Lc B reg et les MDSC. Par ailleurs, la capacité de réponse des cellules immunitaires 

(MA, CD, PNN) diffère selon l’âge, avec une orientation néonatale privilégiant la tolérance, essentielle 

à la protection de la muqueuse pulmonaire au cours des premières étapes de la vie. 
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2-3 Apports du modèle néonatal murin à l’étude des défenses immunitaires antivirales 

L’étude de la réponse immunitaire suite à l’infection par le VRS est possible grâce à l’utilisation 

du modèle murin néonatal. Dans ce modèle, les souris infectées en période néonatale (≤7 jours de 

vie) et ré-exposées à l’âge adulte développent une forme « d'asthme » caractérisée par une 

hypersensibilité accrue des voies respiratoires, une hyperproduction de mucus, des réponses 

cytokiniques et cellulaires de type Th2, ainsi qu'un remodelage des voies respiratoires (Figure 17) 

(Culley et al. 2002; Becnel et al. 2005; You et al. 2006). 

 

Figure 17 : Influence de l’âge lors de la primo-infection par le VRS sur le type de réponse immunitaire. 

Représentation schématique illustrant l’influence de l’âge lors de la primo-infection par le VRS sur l’orientation 

de la réponse immunitaire. Chez les souriceaux infectés avant l’âge de sept jours, les cellules dendritiques 

produisent peu d’IL-12, cytokine clé dans l’induction des réponses Th1. Ce déficit favorise le développement 

de réponses immunitaires de type 2. Lors d’une réinfection à l’âge adulte, ce déséquilibre persiste et se traduit 

par une exacerbation des symptômes après exposition au virus ou à des allergènes, accompagnée d’une 

réponse cytokinique et cellulaire de type 2 amplifiée. Chez les souriceaux primo-infectés après sept jours de 

vie, la réponse immunitaire déclenchée suite à une réinfection à l’âge adulte présente un profil équilibré, 

associant des médiateurs et des cellules effectrices de type 1 et de type 2 (Cormier et al. 2010). 

 

Les données issues de ces modèles néonataux murins ressemblent étroitement à celles des 

études épidémiologiques humaines, qui montrent que l'âge de l'infection initiale est un facteur 

déterminant majeur de la persistance des dysfonctionnements pulmonaires jusqu'au début de l'âge 

adulte (Pala et al. 2002). Chez les souris, lorsque l'infection primaire par le VRS survient au cours de 

la première semaine de vie, une réinfection par le VRS ou une exposition ultérieure à des allergènes 

entraîne une immuno-pathophysiologie pulmonaire sévère, similaire à l'asthme (Culley et al. 2002; 

You et al. 2006). 

Cependant, lorsque l'infection primaire par le VRS survient chez des souriceaux sevrés ou des 

adultes, la pathophysiologie pulmonaire marquée ne persiste pas et est significativement moins 

grave après une réinfection par le VRS (Dakhama et al. 2005; Culley et al. 2002) ou une exposition à 

des allergènes (Becnel et al. 2005). Les données émergentes suggèrent que l'issue de la maladie liée 



 - 48 - 

au VRS, même chez la souris, est dictée par l'âge de l'infection initiale. Cela indique que la réponse 

immunologique anti-virale chez le nouveau-né pourrait être responsable de l'évolution de la maladie 

et souligne ainsi l'importance du modèle murin néonatal pour étudier la pathophysiologie retrouvée 

chez les nourrissons humains. 

3- Le microbiote : un élément clé dans la modulation des défenses immunitaires 

pulmonaires 

Les êtres vivants dans leur ensemble peuvent être considéré comme des « hybrides organisme-

microbe » appelés holobiontes. Pour l’homme, le microbiote dépasse de dix fois le nombre de 

cellules somatiques et germinales du corps humain et contient cent cinquante fois plus de gènes 

que ceux présents dans notre génome (Qin et al. 2010). Cette symbiose microbienne a résulté au fil 

de l’évolution d’une relation complexe entre eucaryotes et procaryotes, influencée par des pressions 

sélectives réciproques. En effet, le bénéfice est mutuel : l’hôte fourni une niche écologique sous forme 

d’environnement contrôlé et le microbiote, de par son métabolisme, apporte des éléments 

importants pour l’hôte. Parmi les différents microbiotes constitutifs d’un individu, le microbiote 

intestinal est le plus étudié et le mieux décrit. Les premières contributions connues du microbiote 

intestinal à la physiologie humaine sont la synthèse des vitamines B et K, et la capacité des bactéries 

intestinales à fermenter les fibres alimentaires, qui sont des glucides complexes non digestibles, pour 

produire des acides gras à chaînes courtes (AGCC) (pour revue LeBlanc et al. 2017). Cette interaction 

homme-microbe repose sur plusieurs niveaux d’intégration, incluant la symbiose, le commensalisme 

et le mutualisme. Ces interactions sont fragiles et nécessitent d’être finement régulées. Notre 

système immunitaire s'est alors développé avec la nécessité de tolérer ce microbiote tout en étant 

capable de reconnaître et d’éliminer les micro-organismes pathogènes (pour revue Round et 

Mazmanian 2009). 
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Figure 18 : Composition des différents microbiotes chez l’Homme à l’homéostasie. La charge bactérienne 

varie considérablement d’un microbiote à l’autre ; le poumon contient la plus faible densité bactérienne, tandis 

que l’intestin représente le principal réservoir de microorganismes. La quantité de bactéries varie en fonction 

de facteurs intrinsèques aux tissus (disponibilité en nutriment, présence d’oxygène) mais également de 

caractéristiques propres à l’hôte (alimentation, environnement) (Mathieu et al. 2021). 

 

3-1 Le microbiote associé aux voies respiratoires  

Le microbiote s’installe dans l’organisme dès la naissance en colonisant toutes les surfaces 

externes (peau) mais aussi toutes les muqueuses (intestinales, uro-génitales et respiratoires) (Figure 

18), qui sont les zones d’entrée privilégiées des agents pathogènes pour infecter l’organisme. Ainsi, 

la présence de ces micro-organismes à la surface des muqueuses va contribuer à leur protection par 

divers mécanismes. 

Historiquement, les poumons étaient considérés comme stériles, répondant au dogme médical 

« un poumon sain est un poumon stérile ». Ce dogme était fondé sur l'absence de détection de 

micro-organismes dans des prélèvements provenant des voies respiratoires profondes, analysés à 

l'aide de techniques microbiologiques classiques basées sur l'examen direct et la culture. L'arrivée 
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de technologies plus performantes a permis de démontrer que le signal microbien détecté dans les 

voies respiratoires inférieures relève de la présence d'un microbiote et pas d’une contamination. En 

2010, grâce à une étude de métagénomique, Hilty et al. ont pu montrer la présence de différentes 

communautés bactériennes dans les lavages broncho-alvéolaire de patients asthmatiques ou sains 

(Hilty et al. 2010). Depuis, la connaissance du microbiote pulmonaire a évolué mais reste limitée par 

la difficulté d’accès à l’organe. Ainsi, de nombreuses interrogations subsistent, notamment sur le rôle 

de ce microbiote, ses interactions avec l’hôte et les agents pathogènes environnementaux. 

Contrairement au microbiote pulmonaire, celui des voies respiratoires supérieures a fait l’objet 

d’études depuis de nombreuses années. En 1984 une étude s’est intéressée à la composition 

bactérienne de la cavité nasale de quatre-vingt-dix-sept jeunes hommes, candidats à la formation 

de pilote dans l’armée de l’air finlandaise. Le résultat des cultures aérobies a montré la présence 

d’une ou plusieurs espèces bactériennes dans les cent quatre-vingt-quatorze cavités nasales et la 

présence de bactéries anaérobies dans 76,5% des prélèvements. Les bactéries aérobies les plus 

fréquemment retrouvées étaient Staphylococcus epidermidis (79 %), les diphtéroïdes (41 %) et 

Staphylococcus aureus (34 %). Haemophilus influenzae a été identifié dans 5 % des cas et 

Streptococcus pneumoniae dans 0,5 %. La culture anaérobie a permis d’isoler Propionibacterium acnes 

dans 74,5 % des échantillons et Peptococcus magnus dans 3,5 %. 

Bien que des recherches aient longtemps été menées sur les bactéries pathogènes colonisant 

la cavité nasale, notamment Staphylococcus aureus ou Streptococcus pneumoniae, ce n’est qu’avec 

l’essor des approches de biologie moléculaire, dans les années 2000, que le concept de microbiote 

nasal a réellement émergé. Les techniques de culture classiques ne permettaient pas d’explorer la 

diversité des espèces microbiennes présentes, en particulier celles qui sont difficiles voire impossibles 

à cultiver. Le développement du séquençage de l’ARN ribosomal 16S a marqué un tournant décisif, 

en rendant possible l’analyse complète et non biaisée des communautés bactériennes colonisant les 

muqueuses nasales. L’une des premières études majeures utilisant cette approche, publiée par Frank 

et al. en 2010, a mis en évidence la complexité et la stabilité du microbiote nasal chez l’adulte sain, 

soulignant l’importance de certaines espèces commensales dans la régulation de pathogènes 

opportunistes (Frank et al. 2010). Par la suite, le microbiote nasal est devenu un champ d’étude à 

part entière, intégré dans de grands projets tels que le Human Microbiome Project, et associé à de 

nombreuses fonctions biologiques et pathologiques, notamment respiratoires, allergiques, et 

neurodégénératives. Ce champ de recherche en plein essor continue d’élargir notre compréhension 

des liens entre écosystèmes microbiens et santé humaine. 

3-2 Composition du microbiote des voies aériennes 

La composition du microbiote pulmonaire est influencée par un ensemble de facteurs propres 

à l’environnement pulmonaire et à sa physiologie (Figure 19). Contrairement aux intestins qui sont 

recouverts d’une épaisse couche de mucus protecteur, les voies respiratoires produisent relativement 

peu de mucus à l’homéostasie (Policard J, Galy P 1945). Une fine couche de surfactant riche en lipides 

et faiblement bactériostatique (Wu et al. 2003) tapisse les alvéoles, empêchant leur collapsus local. 

Le tractus respiratoire représente généralement un environnement pauvre en nutriments pour les 

microbes, comparé à l'environnement riche du tractus gastro-intestinal. Ainsi chez un sujet sain à 

l’âge adulte, le microbiote pulmonaire contient environ 105 bactéries par cm3 de LBA avec une 

prédominance du phylum des Bacteroidetes devant celui des Firmicutes (Morris et al. 2013). Cette 
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quantité de bactérie est considérée comme faible comparée au 1012 bactéries/g de contenu au 

niveau du colon, avec une répartition inversée des phyla prédominants (Firmicutes devant les 

Bacteroidetes) (Morris et al. 2013). Cependant, la mesure de l’indice de Shannon montre que le 

microbiote pulmonaire est associé à une plus forte diversité alpha égale à 3,3 versus 2,5 pour 

l’intestin, la diversité alpha correspondant à la richesse spécifique et représentant le nombre d’espèce 

que compte une communauté sans tenir compte de l’abondance relative de chacune des espèces 

(Kim et al. 2017). 

 

Figure 19 : Principales caractéristiques du microbiote pulmonaire sain. Le microbiote pulmonaire présente 

une faible densité bactérienne et une composition dominée par les Firmicutes, suivis des Bacteroidetes. Sa 

richesse varie selon les compartiments respiratoires, en lien avec un équilibre dynamique entre les processus 

d’immigration (micro-aspiration oropharyngée, inhalation, dispersion depuis les voies supérieures et 

élimination des microorganismes) et d’élimination (clairance mucociliaire, toux, phagocytose, réponses 

immunitaires locales). Il n’existe pas de microbiote pulmonaire “type”, mais des communautés transitoires 

influencées par les conditions locales et l’état de l’hôte (Mathieu et al. 2021). 

 

Au niveau du microbiote pulmonaire, les bactéries dominantes appartiennent aux genres 

Prevotella, Veillonella, Streptococcus, Neisseria, Fusobacterium et Haemophilus. La majeure partie de 

ces bactéries sont de types anaérobies (genre Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella et 

Veillonella). Bien que les bactéries soient majoritaires, le microbiote pulmonaire est également 

composé d’un mycobiote, essentiellement composé des genres Aspergillus, Cladosporium, ou 

Saccharomyces, d’un virome, majoritairement représenté par les bactériophages (Figure 21) mais 

aussi des Picornaviridae, Paramyxoviridae, Adenoviridae, Herpesviridae, Anelloviridae, 

Polyomaviridae, Influenzavirus, Coronavirus, Bocavirus et Papillomavirus (pour revue Wylie 2017). 

Enfin, cinq phyla d’archées ont été identifiés : Euryarcheota, Thaumarchaeota Diapherotrites, 

Woesarchaeota et Aenigmarchaeota (Koskinen et al. 2017). Ces partenaires ont été décrits depuis une 

petite dizaine d’années et peu de données sont disponibles. Le développement des techniques de 

métagénomiques globales dont le séquençage shotgun, permettant l’analyse de tous les fragments 

d’ADN présents dans un échantillon plutôt que l’amplification d’un seul fragment, comme le 16S 
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bactérien classiquement utilisé, devraient permettre d’étendre les connaissances sur ces 

microorganismes du microbiote. 

 

 

Figure 20 : Composition des microbiotes bactériens des voies aéro-digestives chez l’Homme sain. La 

composition du microbiote pulmonaire se rapproche davantage de celle du microbiote buccal que de celle du 

microbiote nasal, traduisant une influence prédominante des microorganismes de la bouche dans 

l’établissement du microbiote pulmonaire (Huffnagle et al. 2017). 

 

La charge microbienne totale et la composition relative de la communauté bactérienne 

pulmonaire sont déterminées par l'équilibre de trois facteurs : l'immigration microbienne, 

l'élimination microbienne et les taux de reproduction relatifs des membres de la communauté 

(Dickson et al. 2014). A l’état sain, la composition du microbiote pulmonaire est principalement 

déterminée par l’équilibre entre immigration et élimination (Figure 19), avec une contribution 

relativement faible des taux de reproduction de ses membres (Venkataraman et al. 2015; Dickson et 

al. 2015). Les principales voies d'immigration microbienne vers les poumons sont la micro-aspiration, 

l'inhalation de l'air et la dispersion directe le long des surfaces muqueuses. Parmi celles-ci, la micro-

aspiration est probablement la voie d'immigration dominante, comme l'indique la similarité de 

composition entre les microbiotes buccal et pulmonaire (Figure 20) (Bassis et al. 2015; Venkataraman 

et al. 2015).  

L'élimination des microbes des poumons est un processus actif et continu qui implique la toux 

associée à l’escalator mucociliaire propulsant constamment et régulièrement les microbes vers le 

haut, le long de la fine couche de mucus sécrétée à la base (Policard J, Galy P 1945). Les poumons et 

les voies respiratoires possèdent un arsenal diversifié de défenses immunitaires innées et adaptatives 

qui éliminent sélectivement le microbiote.  

Dans un poumon sain, on observe une grande variation régionale de nombreux facteurs 

environnementaux impactant la croissance bactérienne : la tension en oxygène, le pH, la perfusion 

sanguine relative, la ventilation alvéolaire relative, la température, la structure des cellules 

épithéliales, le dépôt de particules inhalées, ainsi que la concentration et le comportement des 

cellules immunitaires. 

Malgré ces importantes variations spatiales au niveau du poumon sain, la pression sélective 

locale sur la croissance bactérienne semble moins déterminante que l’équilibre entre immigration et 
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élimination pour la composition de la communauté microbienne (Dickson et al. 2015). Par contre, en 

situation pathologique, les facteurs locaux deviennent déterminants (Dickson et al. 2015) (Figure 

21). 

 

Figure 21 : Mécanismes influençant la composition du microbiote pulmonaire sain et pathologique. 

L’immigration, l’élimination et le taux de reproduction sont les trois facteurs qui influencent la composition du 

microbiote pulmonaire. Toutes modifications de l’un de ses facteurs entrainent une variation du microbiome. 

En condition saine les paramètres de croissance locale ne favorisent généralement pas une prolifération 

bactérienne importante. L’inflammation modifie les conditions locales de croissance en fournissant nutriments 

et niches favorables aux bactéries, stimule les cytokines et l’activation des ILC2, favorise l’hyperplasie des 

cellules caliciformes et la production de mucus, créant des environnements anaérobies propices à la 

colonisation bactérienne (Huffnagle et al. 2017). 

 

3-3 Cinétique de colonisation des voies respiratoires 

Des communautés microbiennes sont détectées dans la cavité buccale et le nasopharynx des 

nouveau-nés dans les cinq minutes suivant la naissance, et dans les poumons dès les premières 

vingt-quatre heures de vie (Dominguez-Bello et al. 2010; Pattaroni et al. 2018). Le développement 

du microbiote pulmonaire est rapide comparé à celui du microbiote intestinal. On considère qu’il 

faut deux à trois ans pour l’installation du microbiote intestinal alors que la maturité du microbiote 

pulmonaire est atteinte en à peine deux mois. Une étude récente de l'analyse d'échantillons 

d'aspirations trachéales d'une cohorte de quarante-huit nourrissons, réalisée par séquençage de 

l'ADN codant pour l'ARNr 16S des procaryotes, a permis d'identifier trois profils distincts de 

microbiote (PM) au cours des trois premiers jours de vie (Pattaroni et al. 2018) (Figure 22). Ces profils 

se différencient par leur composition bactérienne : le profil de microbiote 1 (PM1) présente une 

répartition équilibrée entre Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Porphyromonas, Veillonella et 

Fusobacterium, le PM2 est dominé par Ureaplasma, tandis que le PM3 est marqué par une 

prédominance de Staphylococcus (Pattaroni et al. 2018). Après sept semaines de vie, tous les 

nourrissons ont convergé vers le pulmotype diversifié (PM1), ce qui suggère une rapide 
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diversification des bactéries primo-colonisatrices. Pour comprendre les facteurs influençant la 

prédominance de ces différents profils, les auteurs ont analysé des paramètres tels que l’âge 

gestationnel, le mode de naissance et l’exposition aux antibiotiques. Ils ont observé que l’âge 

gestationnel joue un rôle clé: les nourrissons prématurés présentent principalement les profils PM2 

ou PM3, tandis que les nouveau-nés à terme montrent directement un pulmotype diversifié (PM1) 

(Figure 22) (Pattaroni et al. 2018). Le mode de naissance influence également la composition du 

microbiote chez les prématurés. Ainsi, les nourrissons nés par césarienne présentent 

systématiquement le PM3, alors que ceux nés par voie basse peuvent présenter soit le PM2, soit le 

PM3 (Pattaroni et al. 2018). 

 

Figure 22 : Distribution des microbiotes des voies aériennes en fonction de l’âge gestationnel et du 

mode de naissance. Trois profils de microbiote ont été identifiés à la naissance sur la base de leur composition. 

Chaque ligne correspond à un individu. Les enfants nés à terme (à droite) présentent un microbiote mixte 

(carrés verts), tandis que les enfants prématurés montrent un microbiote dominé par Staphylococcus lorsqu’ils 

sont nés par césarienne (carrés jaunes), et un microbiote dominé soit par Staphylococcus, soit par Ureaplasma 

lorsqu’ils sont nés par voie basse (carrés jaunes et roses).(Pattaroni et al. 2018). 

 

Cette cinétique de colonisation est cohérente avec celle observée au niveau du nasopharynx : 

une détection bactérienne dès le premier jour de vie, une rapide augmentation et diversification dans 

les premières semaines de vie et un impact du mode de naissance sur la cinétique de colonisation 

(Bosch et al. 2016). Les mêmes observations ont pu être réalisées chez des souriceaux BALB/c ou 

C57BL6 (Gollwitzer et al. 2014; Remot et al. 2016) permettant ainsi d’approfondir le rôle des 

interactions entre les bactéries primo-colonisatrices et leur hôte dans la maturation de la muqueuse 
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pulmonaire. En effet, l’étude réalisée dans le modèle BALB/c montre que pendant les deux premières 

semaines après la naissance, la charge bactérienne dans les poumons augmente, et la composition 

en phyla bactériens évolue : la prédominance initiale des Gammaprotéobactéries et des Firmicutes 

cède progressivement la place aux Bacteroidetes. Ces modifications du microbiote sont associées à 

une diminution de la réactivité aux allergènes domestiques et à l’apparition d’un sous-type de Lc T 

reg Helios⁻ (Gollwitzer et al. 2014). Dans le fond génétique C57BL/6, l’étude de Remot et al. a 

également mis en évidence une augmentation du nombre de bactéries dans le tissu pulmonaire 

entre trois et vingt et un jours de vie, par dénombrement des unités formant colonie (CFU) après 

mise en culture. Les souches primo-colonisatrices ainsi isolées ont ensuite été caractérisées en 

fonction de leurs propriétés immunostimulantes, révélant que certaines d’entre elles étaient capables 

d’aggraver ou, au contraire, d’atténuer l’inflammation pulmonaire dans un modèle murin 

d’exposition aux allergènes domestiques. (Remot et al. 2017). 

3-4 Le microbiote pulmonaire, 4 grandes fonctions 

3-4-1 Architecture du tissu 

Une étude réalisée chez la souris adulte a permis de mettre en évidence l’impact du microbiote 

sur le développement du tissu pulmonaire, grâce à des coupes histologiques de poumon, réalisées 

chez des animaux axéniques11 (sans microbiote) et conventionnels (Yun et al. 2014). Les poumons 

des souris axéniques présentent une architecture alvéolo-capillaire différente de celle des souris 

conventionnelles (Figure 23A). En effet, chez les souris axéniques les alvéoles sont moins 

nombreuses et de grande surface, avec des parois plus fines. Après une exposition intranasale de 

seize semaines avec deux souches de Lactobacillus, l’architecture des alvéoles pulmonaires des souris 

axéniques est modifiée pour ressembler davantage à celle des alvéoles pulmonaires des souris 

conventionnelles (Figure 23B). En effet, il a été observé une augmentation du nombre d’alvéoles 

avec une réduction de leur surface et un épaississement des parois alvéolaires. Cette étude fait donc 

un lien entre le microbiote pulmonaire et le développement de l’architecture du tissu et montre une 

possible réversibilité de ces effets par l’exposition à des bactéries (Yun et al. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
11 Axénisation : consiste en l’obtention d’animaux exempts de tout microorganisme détectable par les méthodes de 

détection mises en œuvre dans le laboratoire (https://www.taam.cnrs.fr/index.php/gestion-de-colonies-axeniques-et-

gnotoxeniques/) 
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Figure 23 : Représentation graphiques du nombre et de la taille des alvéoles pulmonaires en fonction 

de l’origine environnemental des souris. (A) Le nombre et la taille des alvéoles pulmonaires ont été évalués 

sur des coupes histologiques de poumons de souris axéniques, EOPS, conventionnelles ou issues de 

l’environnement extérieur. Les souris axéniques présentent des alvéoles beaucoup plus grandes et moins 

nombreuses que les autres groupes, suggérant que l’absence de microbiote influence l’architecture 

pulmonaire. (B) Ces deux paramètres sont réversibles après exposition intranasale pendant 16 semaines de 

deux souches de Lactobacilles aux souris axéniques (Yun et al. 2014). 

3-4-2 Rôle de barrière 

Le microbiote, par sa présence, empêche la colonisation par des microorganismes pathogènes. 

Cette fonction est bien décrite pour le microbiote intestinal (Travier et Lecuit 2022; Van der Leur et 

al. 1993). En effet, le traitement avec des antibiotiques s’accompagne d’une expansion importante 

d’Enterobacteriacea commensaux ou exogènes dans le système digestif chez la souris ou chez 

l’Homme (Van der Leur et al. 1993). Ces travaux ont fait émerger la notion de résistance à la 

colonisation par le microbiote, représenté dans cet exemple par la capacité intrinsèque du microbiote 

à inhiber la prolifération des Enterobacteriacea dans la lumière intestinale.  

Il existe différents mécanismes mis en jeu par le microbiote pour aboutir à cette résistance, 

regroupés en deux catégories : les mécanismes à mode d’action direct et ceux à mode d’action 

indirecte. Parmi les mécanismes directs on peut citer l’occupation de la niche écologique par le 

microbiote avec consommation des facteurs biotiques et abiotiques, la sécrétion de bactériocines 

par les bactéries du microbiote, la production d’AGCC capables de perturber l’équilibre acido-

basique intracellulaire des bactéries ou encore la libération de toxines par les souches équipées de 
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système de sécrétion. Tous ces mécanismes ont pour but d’inhiber la croissance de bactéries 

pathogènes opportunistes (Buffie et Pamer 2013). Les mécanismes indirects correspondent aux 

interactions entre le microbiote et le système immunitaire, avec dans un premier temps une 

implication du microbiote dans le développement et la maturation du système immunitaire puis un 

rôle dans la stimulation des défenses mais aussi dans la régulation de la réponse et le maintien de la 

tolérance (Buffie et Pamer 2013). 

Peu de données sont disponibles sur les mécanismes de résistance à la colonisation au niveau 

du microbiote pulmonaire. Quelques études se sont intéressées à cette question concernant le 

microbiote de la cavité nasale et les auteurs ont pu montrer que les souches commensales de 

Staphylocoques du microbiote nasal produisent des anti-microbiens qui réguleraient la colonisation 

par des bactéries pathogènes (Janek et al. 2016). De plus, une autre équipe a montré qu’une souche 

commensale de Staphylocoques, Staphylococcus lugdunensis, produit un peptide cyclique, la 

lugdunine, inhibant la colonisation de la muqueuse nasale par Staphylococcus aureus (pathogène 

opportuniste) ainsi qu’une corrélation négative entre la présence de Staphylococcus lugdunensis et 

le portage de Staphylococcus aureus (S. aureus) chez l’Homme (Zipperer et al. 2016). 

3-4-3 Participation aux réponses anti-infectieuses 

Associé à son action directe pour empêcher la colonisation par des microorganismes 

pathogènes, le microbiote a aussi un rôle dans le déclenchement des réponses immunitaires innées 

et adaptatives lors d’épisodes infectieux ou inflammatoires. 

Une étude de 2013 a montré que les souris élevées dans un environnement contrôlé (dites 

EOPS pour Exempt d’Organisme Pathogène Spécifique) sont plus sensibles à l’infection par le virus 

de la grippe que des souris élevées dans un environnement conventionnel (non EOPS) et 

naturellement porteuses de S. aureus dans leurs voies aériennes (Wang et al. 2013). La colonisation 

des voies aériennes des souris EOPS par S. aureus a permis de diminuer la létalité de l’infection par 

le virus de la grippe, en réduisant l’intensité de la pathologie inflammatoire associée à cette infection 

virale. Les auteurs ont montré que la colonisation par S. aureus avant l’infection grippale a permis le 

recrutement de monocytes périphériques CCR2+CD11b+ responsable de l’orientation des MA vers 

un profil M2, inhibant l’exacerbation de la réponse inflammatoire à l’origine de la létalité de cette 

infection. Ce modèle suggère l’implication directe de certaines bactéries constitutives du microbiote 

pulmonaire dans l’intensité de la réponse immunitaire générée lors d’une infection (Wang et al. 

2013).  

Dans un autre modèle murin, la déplétion du microbiote a altéré la réponse immunitaire innée 

précoce face à l’infection pulmonaire par Klebsiella pneumoniae, en réduisant son élimination par les 

MA. Cette déficience est corrigée par l’administration orale de ligands des récepteurs de type NLR 

(NOD1 et NOD2), mais non par des ligands des récepteurs TLR (Clarke, 2014). De plus, seuls les 

ligands NLR d’origine intestinale ont permis de restaurer les défenses pulmonaires de l’hôte. En 

utilisant des modèles de colonisation par des bactéries commensales chez des souris axéniques ou 

traitées par des antibiotiques, les auteurs ont identifié plusieurs espèces bactériennes fortement 

stimulatrices des récepteurs NLR, notamment S. aureus et Staphylococcus epidermidis dans les voies 

respiratoires supérieures, ainsi que Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecalis, Lactobacillus crispatus 

et Clostridium orbiscindens dans le microbiote intestinal. Ces souches favorisent la résistance aux 
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infections pulmonaires par l’activation de NOD2 et la production de GM-CSF. La production accrue 

de GM-CSF pulmonaire en réponse à l’infection est initiée par le microbiote via l’IL-17A (Brown et 

al., 2017).  

Ces travaux démontrent que les signaux microbiens d’origine pulmonaire ou intestinale jouent 

un rôle déterminant dans l’induction des défenses antibactériennes à distance, en particulier dans le 

poumon. Les auteurs ont également identifié les espèces bactériennes impliquées, ainsi que les 

cytokines et les types cellulaires mobilisés au cours de la réponse immunitaire innée pulmonaire. 

3-4-4 Education du système immunitaire inné et adaptatif 

Le rôle protecteur du microbiote va au-delà de l’effet de barrière et de déclenchement des 

réponses immunitaires lors d’infection. En effet, les micro-organismes qui colonisent rapidement la 

muqueuse pulmonaire contribuent à l'éducation et à la maturation du système immunitaire (Figure 

24). 

L’étude de Marquant et al. montre que des souris axéniques exposées à du LPS ont une 

réaction inflammatoire pulmonaire plus importante que des souris EOPS (Marquant et al. 2021). Dans 

la même étude, les MA issus de souris axéniques exposés à différents ligands de récepteurs de type 

« Toll Like » (TLR) ou au VRS présentent une réponse inflammatoire plus importante que ceux issus 

de souris EOPS, suggérant que le microbiote pulmonaire présent chez les souris EOPS est associé à 

une tolérance du système immunitaire inné vis-à-vis des stimuli exogènes (Marquant et al. 2021). 

L’étude de Gollwitzer et al., publiée en 2014 a montré que des souriceaux nouveau-nés exposés 

dès la naissance à un mélange de poussières et acariens développent une réponse immunitaire de 

type allergique exacerbée par rapport à des souriceaux juvéniles ou des souris adultes (Gollwitzer et 

al. 2014). Les auteurs ont pu montrer qu’entre ces différents âges, la charge bactérienne pulmonaire 

augmente et que la répartition entre les différents phyla est aussi modifiée, avec l’apparition de 

nouvelles espèces. Ils se sont également intéressés aux différentes populations de cellules 

immunitaires présentes et ont pu relever l’apparition d’une population de Lc T reg, dans les poumons 

des individus ayant un microbiote diversifié et présentant des symptômes allergiques moindres. Ces 

résultats ont pu être confirmés à l’aide d’un modèle de souris sans microbiote, qui présente une 

réponse allergique exacerbée y compris à l’âge adulte. Les mêmes résultats ont été obtenus après 

blocage du récepteur PD-L1 permettant le développement des Lc T reg, faisant le lien entre la 

colonisation par le microbiote, l’apparition d’une population de cellules immunitaires régulatrices et 

la capacité des animaux à élaborer une réponse immunitaire adaptée de type tolérogène (Gollwitzer 

et al. 2014). 
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Figure 24 : Représentation schématique de l’impact du microbiote pulmonaire sur l’homéostasie de la 

muqueuse pulmonaire. Le microbiote peut être détecté dans le tractus respiratoire fœtal dès les premiers 

stades de la vie. A mesure que l’hôte grandit, le microbiote et le système immunitaire inné évoluent et se 

perfectionnent. Le microbiote favorise la croissance des cellules myéloïdes dans la moelle osseuse, lesquelles 

se différencient pour produire des cellules immunitaires compétentes, pouvant migrer ou être recrutées vers 

les poumons, pouvant à leur tour réguler la composition du microbiote ainsi que participer aux réponses 

immunitaires innées et adaptatives au sein de la muqueuse pulmonaire. Le microbiote pulmonaire peut 

participer à l’immunité innée et adaptative en augmentant l’expression de PD-L1 et en diminuant celle de l’IL-

1α. Le microbiote pulmonaire peut également promouvoir l’activité antimicrobienne des macrophages via les 

espèces réactives de l’oxygène, induire la production de cytokines (TNF-α, IL-6, IL-10 et IL-17) par les cellules 

immunitaires, ou inhiber la signalisation du TLR4. Ainsi, les altérations du microbiote pulmonaire peuvent 

contribuer soit à l’activation, soit à la suppression des réponses immunitaires (Li et al. 2024). 

 

Conclusion :  

Les différentes études menées sur le microbiote pulmonaire démontrent son importance dans 

le maintien de la santé de l’hôte. Ce microbiote participe à la structuration de l'architecture des 

alvéoles pulmonaires, protège la muqueuse en favorisant la tolérance immunitaire et module les 

capacités de réponse des cellules immunitaires. Les premières bactéries apparaissent précocement, 

dès l’exposition de l’individu à l’environnement extérieur. Bien que la charge microbienne initiale soit 

faible, la diversité bactérienne s’accroît rapidement, sous l’influence directe des expositions 

environnementales relayées par le microbiote buccal. 

Contrairement au microbiote intestinal, connu pour sa grande stabilité, celui du poumon est 

soumis à une migration continue de micro-organismes, avec potentiellement de nouvelles espèces 

qui sont introduites ou éliminées, selon leur capacité à coloniser l’environnement pulmonaire. La 

pression de sélection est exercée par les facteurs abiotiques locaux, les mouvements muco-ciliaires 

ainsi que par le système immunitaire pulmonaire, lui-même sous influence de paramètres extérieurs 

au poumon tel que le microbiote intestinal. De plus en plus d’études s’intéressant à l’impact des 

pathologies respiratoires sur la composition du microbiote pulmonaire ont pu faire le lien entre 

dysbioses et maladie pulmonaire. Les résultats de ces études offrent de nouvelles perspectives 
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thérapeutiques en prévention ou en traitement, soit en ciblant directement le microbiote pulmonaire, 

soit indirectement via le microbiote intestinal. 

4- Conséquences des infections respiratoires sur le microbiote : un déséquilibre aux 

multiples facettes 

Le microbiote pulmonaire reflète étroitement l’état de santé des poumons. En effet, de 

nombreuses études montrent que la composition bactérienne et l’environnement pulmonaire 

subissent des modifications profondes lors de l’apparition de maladies respiratoires (Figure 25) (Chai 

et al. 2021; Alsayed et al. 2023; O’Dwyer et al. 2019; Wang et al. 2021; McCauley et al. 2019). Par 

ailleurs, il est désormais établi que les poumons et l’intestin sont en interaction permanente à travers 

un dialogue bidirectionnel, et qu’un déséquilibre du microbiote de l’un ou l’autre de ces 

compartiments (dysbiose) peut favoriser l’émergence et la progression de pathologies à distance 

(Sencio et al. 2021). Cette partie est consacrée aux données relatives aux perturbations des 

écosystèmes microbiens en contexte infectieux, dans les modèles animaux et chez l’Homme. 

 

 

Figure 25 : Synthèse des principales corrélations entre les variations de l’abondance relative des 

micro-organismes des microbiotes intestinaux et respiratoires chez l’enfant lors d’infections 

respiratoires, d’allergies ou d’asthme. (flèches rouges : augmentation, flèches bleues : diminution) (Ballarini 

et al. 2021). 
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4-1 Dysbiose des voies aériennes et vulnérabilité pulmonaire 

Dans les voies respiratoires, la dysbiose se manifeste principalement par une prédominance 

des familles bactériennes Moraxellaceae, Pasteurellaceae et Streptococcaceae, accompagnée d’une 

diminution notable des Staphylococcaceae. La composition du microbiote respiratoire est modulée 

par divers facteurs, parmi lesquels l’âge, les affections respiratoires et l’utilisation d’antimicrobiens 

sont les plus étudiés.  

4-1-1 Réduction des commensaux protecteurs 

Le microbiote des voies respiratoires est reconnu pour son rôle ambivalent dans les infections 

respiratoires virales, pouvant à la fois conférer une protection ou, au contraire, favoriser l’apparition 

des infections et de leurs complications. Les mécanismes sous-jacents sont activement étudiés. Un 

microbiote dominé par Dolosigranulum et Corynebacterium semble exercer un effet protecteur en 

début de vie, tandis qu’une forte abondance relative de Moraxella, Haemophilus et Streptococcus est 

associée à un risque accru d’infections respiratoires et de séquelles inflammatoires (Teo et al. 2015). 

Ce profil microbien pourrait être lié à des infections précoces plus sévères, à des maladies 

respiratoires avec sifflements et à un risque ultérieur de développement de l’asthme (Teo et al. 2015). 

L’étude de Bosch et al. a mis en évidence que les enfants ayant eu un nombre élevé d’infection 

respiratoire au cours de leur première année de vie présentent dès le premier mois une trajectoire 

de maturation microbienne anormale, comparativement aux enfants ayant eu moins de deux 

infections par an. Ces enfants ont une moindre stabilité de leur microbiote, une réduction prolongée 

de Corynebacterium et Dolosigranulum, ainsi qu’un enrichissement précoce en Moraxella (Bosch et 

al. 2017). 

De manière similaire, les travaux de Robinson et al. ont observé que les bactéries les plus 

fréquemment isolées chez les enfants présentant des sifflements respiratoires étaient Streptococcus 

pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae. Par ailleurs, les 

auteurs ont identifié un cluster dysbiotique dominé par Moraxella, associé à une réponse 

inflammatoire neutrophilique au niveau des voies respiratoires, tandis qu’un cluster dit « mixte », 

enrichi en Streptococcus, Prevotella, Neisseria et Porphyromonas, est associé à un infiltrat cellulaire 

dominé par les macrophages et les lymphocytes (Robinson et al. 2019). Une autre étude a comparé 

le microbiote respiratoire de patients infectés par le virus de la grippe à celui de sujets non infectés, 

mais démographiquement comparables (Leung et al. 2013). Cette étude a mis en évidence des 

altérations microbiennes associées à une diminution de l’activité mucociliaire et à une réduction de 

la production de métabolites immunomodulateurs. Ces modifications contribuent à une réponse 

immunitaire affaiblie chez les patients infectés, corrélée à une évolution clinique défavorable (Leung 

et al. 2013). 

4-1-2 Enrichissement en bactéries pathogènes ou inflammatoires 

Les infections virales peuvent favoriser un portage élevé dans les voies respiratoires 

supérieures de Streptococcus pneumoniae, dont la présence a été associée à des complications 

respiratoires dues à sa possible dissémination vers l'oreille moyenne ou les voies respiratoires 

inférieures. Par conséquent, l'interaction entre les virus respiratoires (VRS, rhinovirus et grippe) et le 

microbiote respiratoire au moment de l'infection peut moduler la réponse immunitaire, affectant 
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potentiellement le cours de la maladie (gravité, récidives et sur-infections bactériennes) et la santé 

respiratoire à long terme (Rosas-Salazar et al. 2016). La prédominance de certains genres ou espèces 

du microbiote des voies respiratoires est associée soit à une protection, soit à une morbidité plus 

élevée ou à un risque accru de complications respiratoires, (pour revue (Pichon et al. 2017). Les 

espèces associées à une protection contre les infections virales sévères des voies respiratoires 

incluent principalement Staphylococcus aureus, Lactobacillus helveticus et Lactobacillus rhamnosus, 

Veillonella, Escherichia coli et Prevotella spp., tandis que celles associées aux complications incluent 

Haemophilus spp (principalement Haemophilus influenzae), Streptococcus, Moraxella, Fusobacterium 

et Lachnospiraceae spp. Haemophilus influenzae est non seulement associé à des complications, mais 

aussi à un risque accru de nouvelles infections virales. Ce mécanisme semble lié à l'augmentation de 

l'expression d'ICAM-1, un récepteur membranaire des rhinovirus, par les cellules épithéliales 

bronchiques, favorisant l'adhérence virale et augmentant la virulence. Un microbiote nasopharyngé 

dominé par Haemophilus influenzae et Streptococcus pneumoniae chez des patients 

asymptomatiques est également associé à un risque accru d'infection par VRS et de maladies 

respiratoires sifflantes (Teo et al. 2015). La gravité et la morbidité de telles infections sont 

principalement dues à une réponse inflammatoire exagérée de l'hôte (augmentation des cytokines 

pro-inflammatoires dans les voies respiratoires et systémiques). Cela a été observé dans une étude 

de cohorte d’enfants de moins de deux ans, où la prédominance de Haemophilus et Streptococcus 

dans le microbiote respiratoire est associée à une surexpression des gènes codant pour les TLR ainsi 

que des gènes impliqués dans les réponses des neutrophiles pendant les infections VRS 

(de Steenhuijsen Piters et al. 2016). 

4-1-3 Conséquences cliniques et implications immunitaires 

D’une part, la composition du microbiote respiratoire au cours de la période néonatale et 

infantile influence l’évolution des infections des voies respiratoires supérieures (IVRS) vers les voies 

respiratoires inférieures, la sévérité des épisodes infectieux ainsi que le risque ultérieur de développer 

des pathologies respiratoires chroniques telles que les sifflements récurrents ou l’asthme. D’autre 

part, la fréquence et la répétition des IVRS altèrent durablement l’équilibre d’un microbiote 

nasopharyngé sain, contribuant à l’instauration de cycles répétitifs de déséquilibres (Teo et al. 2015). 

Par ailleurs, des signatures microbiennes spécifiques à certains virus respiratoires ont été identifiées, 

révélant des profils taxonomiques distincts lors des infections par le VRS ou les rhinovirus, les deux 

agents viraux les plus fréquemment impliqués. Il reste toutefois difficile de déterminer si ces 

altérations du microbiote précèdent l’infection virale ou en sont la conséquence. Plusieurs données 

expérimentales soutiennent l’hypothèse selon laquelle les infections virales induiraient des 

modifications du microbiote nasopharyngé, en augmentant notamment l’adhérence bactérienne et 

la colonisation secondaire (pour revue (Tregoning et Schwarze 2010; Rossi et al. 2020). 

4-2 Infections respiratoires et dysbiose intestinale  

4-2-1 Caractéristiques générales de la dysbiose intestinale 

Bien que les mécanismes sous-jacents à la dysbiose intestinale ne sont que partiellement 

élucidés, il est établi que celle-ci perturbe la tolérance immunitaire muqueuse. Dans un microbiote 

intestinal équilibré, les Firmicutes prédominent sur les Bacteroidetes, alors que l’inversion de ce 
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rapport est fréquemment observée en cas de dysbiose selon les études épidémiologiques. Ce 

changement relatif se traduit par une diminution de la production d’AGCC et une élévation de 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-8 et le TNFα (Claassen et al. 2013). Plusieurs 

pathologies, incluant la maladie de Crohn, les affections inflammatoires de l’intestin, l’athérosclérose, 

les maladies cardiovasculaires, la sclérose en plaques, la dermatite atopique, le psoriasis, ainsi que 

les maladies pulmonaires chroniques (notamment l’asthme associé à un risque accru d’infections 

respiratoires) et divers troubles métaboliques (état prédiabétique, résistance à l’insuline et obésité), 

ont ainsi été associées à ces altérations de la tolérance immunitaire (pour revue (Sekirov et al. 2010). 

Chez le jeune enfant, la dysbiose intestinale se manifeste par une réduction de la diversité 

microbienne individuelle, un retard dans la colonisation par les bactéries anaérobies strictes et une 

prolifération accrue de pathogènes opportunistes, notamment les entérobactéries et les 

entérocoques (Hill et al. 2017). Une étude conduite par Li et al. chez des enfants présentant des 

infections respiratoires récurrentes (IRR) a mis en évidence des altérations significatives dans la 

composition du microbiote intestinal, affectant six phylums (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Verrucomicrobia et Tenericutes) ainsi que quatre genres bactériens (Enterococcus, 

Faecalibacterium, Bifidobacterium et Eubacterium). Plus précisément, une abondance 

significativement plus élevée d’Enterococcus est observée chez les enfants atteints d’IRR, tandis que 

les genres Eubacterium, Faecalibacterium et Bifidobacterium sont significativement appauvris dans 

ce groupe (L. Li et al. 2019). 

Il a été montré que les infections virales respiratoires modifient le microbiote intestinal en 

réduisant sa diversité microbienne (Figure 25) et en altérant la production d’AGCC, ce qui peut 

favoriser la prolifération secondaire de pathogènes et l’inflammation (Sencio et al. 2020; Groves et 

al. 2018). Les cellules immunitaires, les cytokines et les métabolites microbiens peuvent ainsi transiter 

par les systèmes sanguin et lymphatique depuis le tissu lymphoïde associé à l’intestin (GALT) vers le 

tissu lymphoïde associé aux bronches (BALT), modulant les défenses de l’hôte contre les infections 

respiratoires (Hu et al. 2024; L. Li et al. 2019). Ainsi, la dysbiose intestinale peut aggraver la sévérité 

des infections respiratoires, tandis que les infections pulmonaires peuvent altérer la santé intestinale, 

soulignant le caractère bidirectionnel et dynamique de l’axe intestin–poumon. 

4-2-2 Effet à distance des dysbioses microbiennes : implication de l’axe intestin-

poumon 

L’axe intestin–poumon correspond à l’interaction entre le système gastro-intestinal et le 

système respiratoire (Figure 26). Cette interaction, principalement médiée par le microbiote 

intestinal, est réalisée par des voies directes et indirectes. Les voies directes incluent la déglutition 

de mucus et l’aspiration du contenu gastro-œsophagien, tandis que les voies indirectes impliquent 

la circulation de cellules immunitaires, de cytokines ou de métabolites et fragments bactériens par 

voie sanguine (pour revue El-Khoury et al. 2025; Bassis et al. 2015; Huang et al. 2018; Trompette et 

al. 2014). Parmi les métabolites bactériens, les AGCC, produits par le microbiote intestinal, occupent 

une place majeure. Ils favorisent l’hématopoïèse et influencent l’environnement immunitaire 

pulmonaire en stimulant la prolifération de précurseurs des macrophages et des CD (Trompette et 

al. 2014). En outre, les AGCC atténuent l’inflammation pulmonaire en réduisant les réponses Th2 et 

en stimulant l’activité des Lc T reg (Trompette et al. 2014). Le microbiote intestinal joue ainsi un rôle 
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critique dans l’équilibre entre la tolérance immunitaire vis-à-vis des micro-organismes commensaux 

et le maintien d’une réponse immunitaire efficace contre les agents pathogènes envahissants. 

 

 

Figure 26 : Représentation schématique des principales interactions composant l’axe intestin–poumon. 

La communication bidirectionnelle entre le tractus gastro-intestinal et les poumons fonctionne par des 

mécanismes directs tels que le reflux gastrointestinal (a) et la déglutition de mucus (b) et par des voies 

indirectes impliquant la circulation systémique de cytokines (c), de métabolites (d) et des cellules immunitaires 

(f). Les signaux inflammatoires d’origine intestinale (TNFα, IL-6) peuvent aggraver l’inflammation pulmonaire 

(c), tandis que les métabolites dérivés de l’intestin, dont les AGCC, soutiennent le développement de Lc T reg 

et modulent l’activité des macrophages (e), participant à l’homéostasie pulmonaire. De plus, des bactéries 

commensales peuvent être phagocytées par les CDs de la muqueuse intestinales. Après migration (f), les CDs 

peuvent stimuler les Lc T pulmonaires et ainsi influencer l’environnement immunitaire. En modulant l’immunité, 

ce dialogue inter-organes participe autant à l’homéostasie qu’aux processus pathologiques comme les 

infections ou les maladies inflammatoires (AGCC : acides gras à chaîne courte ; TNF-α : facteur de nécrose 

tumorale alpha ; IL : interleukine ; Treg : lymphocyte T régulateur) (adapté à partir de Haldar et al. 2023). 

 

Des études ont montré que les réponses antivirales des Lc T CD4⁺ et CD8⁺, ainsi que celles des 

Lc B, sont modulées par le microbiote intestinal. Un déséquilibre de ce dernier peut perturber la 

libération de cytokines et altérer la migration des CD chez des souris infectées par le virus de la 

grippe (Sencio et al. 2020). À l’aide d’un modèle murin d’infection par le virus de la grippe, Wang et 

al. ont montré que chez la souris, une infection par voie intranasale entraine des lésions intestinales 
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suite à l’activation de Lc T CD4+ pulmonaire. Ces Lc T surexprimant CCR9 migrent vers l’intestin grêle, 

où ils sécrètent de l’IFNγ perturbant l’homéostasie du microbiote intestinal. Ces effets peuvent 

prédisposer à des infections entériques secondaires (Wang et al. 2014). Ainsi, la dysbiose intestinale 

peut aggraver la sévérité des infections respiratoires, tandis que les infections pulmonaires peuvent 

altérer la santé intestinale, soulignant le caractère bidirectionnel et dynamique de l’axe intestin–

poumon. Bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas encore complètement élucidés, cet 

axe joue vraisemblablement un rôle central dans la présentation et l’évolution des maladies. Cela a 

suscité un intérêt croissant pour la compréhension des modifications du microbiote intestinal lors 

des infections virales respiratoires et leur potentiel en tant que cibles thérapeutiques (Groves et al. 

2018; 2020; Gu et al. 2020; Tao et al. 2020; Wu et al. 2021; Khan et al. 2021; Li et al. 2021; Yeoh et al. 

2021; Gaibani et al. 2021; Newsome et al. 2021; Cao et al. 2021; Hazan et al. 2022; Xu et al. 2022; 

Nagata et al. 2023; de Nies et al. 2023; Xu et al. 2021; Romani et al. 2022; Nashed et al. 2022; Suskun 

et al. 2022; Gutiérrez-Díaz et al. 2023; Qin et al. 2015; Gierse et al. 2021; Chen et al. 2023; Harding et 

al. 2020). 

Bien que les bactéries commensales jouent un rôle fondamental dans le maintien de 

l’homéostasie au niveau intestinal, leur implication dans les réponses immunitaires des autres 

surfaces muqueuses est moins bien caractérisée. Une étude récente s’est intéressée à la contribution 

du microbiote intestinal dans l’initiation de l’immunité adaptative à la suite d’une infection 

respiratoire par le virus de la grippe. Les auteurs ont mis en évidence qu’un microbiote intestinal 

intact est indispensable à l’induction de la réponse Th1, à l’activation des lymphocytes T cytotoxiques 

et à la production d’IgA en réponse à l’infection. Ainsi, certaines espèces bactériennes intestinales 

spécifiques se révèlent essentielles au bon fonctionnement de l’immunité pulmonaire. Leur effet 

protecteur s’exerce notamment par leur capacité à induire, dès l’état basal, une activation efficace de 

l’expression des cytokines pro–IL-1β et pro–IL-18 dans des modèles animaux (pour revue (Roquilly 

et al. 2019). 

4-3 Infection VRS et dysbiose  

Dans un modèle murin adulte infecté par le VRS, une modification de la diversité du microbiote 

intestinal a été observée, caractérisée par une augmentation des Bacteroidetes et une diminution des 

Firmicutes. L’élévation des Bacteroidetes était principalement liée aux Bacteroidaceae, tandis que la 

réduction des Firmicutes résultait d’une baisse des Lachnospiraceae et des Lactobacillaceae (Groves 

et al. 2018). Une étude plus récente a montré que la réponse immunitaire cellulaire induite par une 

infection pulmonaire avec le VRS ou le virus de la grippe entraîne une perte d’appétit, laquelle 

modifie secondairement le microbiote et le métabolome intestinaux. Les auteurs ont constaté que 

l’élimination des Lc T CD8+ prévient la diminution de la prise alimentaire et inverse les altérations du 

microbiote, probablement via la sécrétion de TNFα. En effet, la neutralisation de cette cytokine 

pendant l’infection avec le VRS limite la perte de poids et réduit la perturbation du microbiote 

(Groves et al. 2020). 

Ngo et al. ont récemment montré que la colonisation intestinale par une seule espèce 

bactérienne commune, les bactéries filamenteuses segmentées, peut reprogrammer les MA en 

renforçant leur prolifération, leur production de complément et leur capacité phagocytaire. Cette 

modulation se traduit par une meilleure protection contre les infections virales respiratoires (Ngo et 

al. 2024). 
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4-4 Le microbiote comme stratégie d’intervention : immunomodulation 

L’administration de microorganismes (probiotiques)12, de substances favorisant leur croissance 

(prébiotiques)13 ou de métabolites microbiens (postbiotiques)14 peut renforcer la protection de l’hôte 

lors d’infections respiratoires. Cette action repose sur la compétition directe avec les agents 

pathogènes, l’amélioration des fonctions de la barrière épithéliale ou encore la modulation de la 

réponse immunitaire (Trompette et al. 2018; Alexandre et al. 2014). 

De nombreuses études (Tableau 3) ont évalué les effets des probiotiques dans les infections 

virales respiratoires chez l’animal adulte ou juvénile. L’administration orale de souches, appartenant 

essentiellement aux genre Lactobacillus spp ou Bifidobacterium spp, avant une infection par le virus 

de la grippe ou le VRS permet d’améliorer la survie ou d’atténuer les symptômes de ces infections 

(Song et al. 2016; Nakayama et al. 2014; Arai et al. 2018; Kawahara et al. 2015; Mahooti et al. 2019). 

Sur le plan mécanistique, l’ingestion de probiotiques semble induire des réponses protectrices au 

niveau pulmonaire en activant les cellules immunitaires et en modulant le profil de production des 

cytokines et chimiokines, avec des effets fortement dépendants de la souche utilisée (Wang et al. 

2022). Ainsi, plusieurs travaux ont rapporté (1) une augmentation de l’activité des Lc NK (Goto et al. 

2013; Belkacem et al. 2017; Kawahara et al. 2015), (2) une diminution de l’infiltration par des cellules 

inflammatoires (Nakayama et al. 2014; Belkacem et al. 2017; Kawahara et al. 2015; Mahooti et al. 

2019; Song et al. 2016), (3) une diminution de l’IL-6 (Eguchi et al. 2019; Mahooti et al. 2019; Kawahara 

et al. 2015; Nakayama et al. 2014), (4) une augmentation des IFN-I (Goto et al. 2013; Eguchi et al. 

2019; Wang et al. 2022), de l’IL-1β (Belkacem et al. 2017; Goto et al. 2013; Wang et al. 2022) ainsi (5) 

qu’une élévation des titres d’IgG spécifiques du virus dans le LBA (Mahooti et al. 2019). 

L’administration par voie intranasale de Lactobacillus rhamnosus GG (Harata et al. 2010) est associée 

à une élévation de l’IL-1β, de MCP-1 et du TNFα alors que son administration par voie orale entraine 

une augmentation de l’IL-12 et de l’IFNγ (Song et al. 2016). Toutefois, les mécanismes d’action des 

probiotiques chez l’Homme restent à clarifier. Bien que leur profil de sécurité soit globalement 

considéré comme satisfaisant, leur utilisation pourrait exposer les individus vulnérables à un risque 

accru d’infection ou de complications. L’une des principales préoccupations concernant l’utilisation 

de probiotiques vivants est le risque de translocation des bactéries de l’intestin vers les ganglions 

drainants puis dans la circulation sanguine, entraînant une bactériémie. Ce risque concerne surtout 

les patients en état critique et les populations pédiatriques (Besselink et al. 2008; Land et al. 2005). 

Cette incertitude contribue à l’intérêt croissant porté aux micro-organismes non viables. Des modèles 

animaux ont d’ailleurs confirmé les effets protecteurs de probiotiques inactivés par la chaleur, bien 

que globalement moins marqués que ceux des souches vivantes (Goto et al. 2013). 

Le microbiote intestinal contribue également à la régulation des réponses immunitaires via la 

production d’AGCC. L’apport en fibres alimentaires fermentescibles (prébiotiques), qui stimule la 

diversité et l’activité de certaines bactéries symbiotiques, module la production de métabolites 

 
12 Probiotiques : « microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, confèrent un 

bénéfice pour la santé de l’hôte » 
13 Prébiotiques : « substrats qui sont sélectivement utilisés par les micro-organismes de l’hôte, conférant un bénéfice 

pour la santé » 
14 Postbiotiques : « Préparations de microorganismes inanimés (non-viables) et/ou de leurs composants qui 

confèrent un bénéfice pour la santé de l’hôte » 

(Jung et Mosca, 2024, groupe francophone d'hépatologie-gastroentérologie et nutrition pédiatriques.) 
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microbiens et influence la réponse de l’hôte aux infections. Ainsi, un régime enrichi en inuline 

fermentescible confère une protection contre le virus de la grippe par deux voies complémentaires : 

une stimulation de la production médullaire de macrophages de type M2, moins aptes à recruter les 

PNN dans les voies respiratoires, limitant ainsi les lésions tissulaires et une activation des 

lymphocytes T CD8+ par le butyrate, via le récepteur FFAR3 (Trompette et al. 2018). De manière 

similaire, un régime riche en pectine fermentescible protège contre le VRS en stimulant la réponse 

IFN-I dans les cellules épithéliales pulmonaires, mécanisme médié par l’acétate via GPR43, le 

récepteur aux AGCC (Antunes et al. 2019). L’acétate administré par voie intranasale renforce 

également les réponses dépendantes des IFN et réduit la charge virale pulmonaire au cours d’une 

infection par le rhinovirus (Antunes et al. 2023). 

Enfin, la désaminotyrosine, métabolite dérivé de la dégradation des flavonoïdes alimentaires 

par Clostridium orbiscindens, peut atteindre les poumons et renforcer l’immunité antivirale contre le 

virus de la grippe. Elle agit en activant la production des IFN-I par les MA (Steed et al. 2017). Un essai 

clinique a montré que l’administration de prébiotiques (galacto-oligosaccharides et polydextrose) 

chez le nouveau-né permet de prévenir les infections respiratoires virales plus efficacement que les 

probiotiques, probablement grâce à une stimulation directe de la croissance des bactéries 

bénéfiques déjà présentes (Luoto et al. 2014). 

 

Tableau 3 : Effets des stratégies microbiennes thérapeutiques dans les infections virales 

respiratoires 

Traitement 
Voie 

d’administration 

Modèle 

infectieux 

Effets observés sur les 

animaux traités 
Référence 

Probiotiques 

Lactobacillus rhamnosus  

M21 
Orale 

Adulte / 

Grippe 

+ survie 

- charge virale 

- inflammation 

+ IgA 

(Song et al. 2016) 

Lactobacillus gasseri  

SBT2055 
Orale 

Adulte / 

Grippe 

- charge virale 

-inflammation 

+ expression Mx1 Oas1 

+ IgA 

(Nakayama et al. 

2014) 

Bifidobacterium longum  

MM-2 
Orale 

Adulte / 

Grippe 

+ survie 

- charge virale 

- inflammation 

+ activation Lc NK 

(Kawahara et al. 

2015) 

Bifidobacterium bifidum Orale 
Adulte / 

Grippe 

+ survie 

- inflammation 

+ équilibre Th1/Th2 

(Mahooti et al. 

2019) 

Lactobacillus mucosae 

M104R01L3 
Orale Adulte / VRS 

- charge virale 

- inflammation 

+IFNβ TNFα 

(Wang et al. 2022) 

Lactobacillus mucosae 

DCC1HL5 
Orale Adulte / VRS 

- charge virale 

- inflammation 

+ IL-1β IL-10 

(Wang et al. 2022) 

Lactobacillus mucosae  

1,025 
Orale Adulte / VRS 

- charge virale 

+ AGCC 
(Wang et al. 2022) 



 - 68 - 

Lactobacillus acidophilus 

 L-92 
Orale 

Adulte / 

Grippe 

- charge virale 

+ eotaxin, M-CSF, IL1β 

RANTES, IFNα 

+ activation Lc NK 

(Goto et al. 2013) 

Lactobacillus paracasei  

CNCM I-1518 
Orale 

Adulte / 

Grippe 

+ survie 

- charge virale 

- inflammation 

+ IL1α IL1β Lc NK 

(Belkacem et al. 

2017) 

Lactobacillus rhamnosus 

CRL1505 
Orale Adulte / VRS 

- charge virale 

+ IFN-I et IFNɤ  

(Garcia-Castillo et 

al. 2020) 

Lactobacillus rhamnosus 

CRL1505 
Orale 

Néonatal / 

poly(I :C) 

- charge virale 

+ Lc T CD3+CD4+IFNg+ 
(Chiba et al. 2013) 

Lactobacillus rhamnosus 

CRL1505 
Nasale 

Néonatal / 

VRS 

- charge virale 

+ IFNɤ 

(Tomosada et al. 

2013) 

Lactobacillus rhamnosus 

CRL1506 
Nasale 

Néonatal / 

VRS 

- charge virale 

+ IFNα IFNβ IL-6 

(Tomosada et al. 

2013) 

Corynebacterium 

pseudodiphtheriticum  

090104 

Nasale 

Néonatal / 

VRS puis 

Streptococcus 

pneumoniae 

- charge virale 

+ Lc T CD3+CD4+IFNg+ 

+ Lc T CD3+CD4+IL-10+ 

+ MA CD11c+SiglecF+IFN-β+ 

(Kanmani et al. 

2017) 

Postbiotiques 

OM-85 Nasale Adulte / VRS 

- charge virale 

- inflammation 

+ équilibre Th1/Th2 

(Antunes et al. 

2022) 

AGCC Orale 
Adulte / 

Grippe 

+ MA de type M2 

+ activation Lc T CD8+ 

(Trompette et al. 

2018) 

AGCC (Acétate) Orale Adulte / VRS 

- charge virale 

- inflammation 

+ ISG + IFNb 

(Antunes et al. 

2019) 

Prébiotiques 

Désaminotyrosine Orale 
Adulte / 

Grippe 

- charge virale 

- inflammation 

+ IFN-I et ISG 

(Steed et al. 2017) 

Galacto-

oligosaccharides  

:polydextrose 

Orale 
Néonatal / 

IRV 

- incidence infections 

respiratoires virales (surtout 

rhinovirus) 

(Luoto et al. 2014) 
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B. OBJECTIFS DE LA THESE 

Au cours de ma thèse nous avons cherché à démontrer que la mise en place du microbiote 

pulmonaire dès la naissance influence l’orientation de la réponse immunitaire de l’hôte et contribue 

ainsi à la susceptibilité du jeune aux infections virales. Cette problématique a été abordée selon deux 

axes principaux : 

1) Évaluer l’impact de l’absence de microbiote sur la réponse à l’infection néonatale par le VRS. 

Pour cela, nous avons comparé l’évolution de la réplication du VRS et de la réponse 

inflammatoire pulmonaire chez des souriceaux axéniques et EOPS. L’hypothèse sous-jacente reposait 

sur la capacité du microbiote à moduler l’intensité de la réponse inflammatoire, tel que suggéré par 

des travaux antérieurs menés au sein de l’équipe (Marquant et al., 2021). Notre étude a nécessité la 

production d’animaux EOPS à partir de lignées axéniques, permettant ainsi de disposer de souriceaux 

de même fond génétique, différant uniquement par la présence ou l’absence de microbiote. 

L’ensemble de ces travaux a mis en évidence des différences dans la cinétique de réplication du virus 

et dans la nature de la réponse immunitaire innée induite par l’infection. 

2) Moduler expérimentalement l’immunité pulmonaire à l’aide de souches bactériennes isolées 

du microbiote respiratoire, dans le but d’induire une réponse protectrice vis-à-vis de l’infection par 

le VRS. 

Nous formulons l’hypothèse que la colonisation précoce du poumon par des bactéries 

commensales spécifiques constitue un signal essentiel orientant la maturation des défenses 

immunitaires pulmonaires au cours de la période néonatale. En effet, Gollwitzer et al ont montré que 

la charge bactérienne pulmonaire augmente et se diversifie au cours des deux premières semaines 

de vie et que ces modifications étaient associées à une réponse immunitaire plus tolérante aux 

allergènes (Gollwitzer et al. 2014), soulignant l'impact du microbiote sur l'orientation des réponses 

immunitaires. Par ailleurs, l’équipe de Muriel Thomas a démontré que l’administration, en période 

néonatale, de souches bactériennes primo-colonisatrices isolées de poumons permet de moduler la 

réponse inflammatoire lors de l’induction d’une pathologie asthmatique à l’âge adulte (Remot et al., 

2017). Dans la continuité de ces travaux, notre collaboration avec l’équipe de Muriel Thomas a permis 

d’étendre l’utilisation de ces souches primo-colonisatrices à un modèle d’infection néonatale murin, 

dans le but d’identifier des bactéries potentiellement bénéfiques capables de conférer une protection 

contre l’infection par le VRS. 
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C. RESULTATS EXPERIMENTAUX 

1- Impact de l’absence de microbiote sur les cinétiques de réplication du VRS et des 

réponses immunitaires pulmonaires chez des souriceaux 

1-1 Introduction 

Après la naissance, la colonisation progressive de l’organisme va jouer un rôle clé dans la 

maturation et l'éducation du système immunitaire de l'individu. La composition du microbiote des 

différentes muqueuses va se diversifier plus ou moins rapidement en fonction des sites anatomiques 

concordant avec la présence de certains types cellulaires de l’immunité ou avec leurs capacités de 

réponses (Gollwitzer et al. 2014; Remot et al. 2017; Pattaroni et al. 2018). 

L’infection par le VRS en période néonatale est caractérisée par une réponse immunitaire 

pulmonaire différente de celle observée chez les adultes, associée à une plus grande sensibilité de 

l’individu vis-à-vis de l’infection virale (Openshaw 2001; Remot et al. 2016; Ruckwardt et al. 2014; 

Drajac et al. 2021). Nous faisons l’hypothèse que le microbiote pulmonaire, en stimulant 

précocement les muqueuses, contribue à façonner le phénotype et la réactivité des cellules 

immunitaires résidentes du poumon. En effet, les signaux microbiens (PAMP) reconnus par les 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) tels que les TLR ou les NLR, constituent 

des stimuli essentiels pour la maturation fonctionnelle du système immunitaire. 

L’utilisation d’animaux dépourvus de microbiote constitue un outil pertinent pour étudier le 

lien entre la présence du microbiote et la qualité de la réponse immunitaire face à une infection 

virale. Des travaux antérieurs réalisés au sein de l’équipe ont montré que, chez la souris adulte, 

l’absence de microbiote s’accompagne d’une exacerbation précoce de la réponse inflammatoire 

pulmonaire provoquée par l’exposition au LPS (Marquant et al. 2021), suggérant un rôle clé du 

microbiote dans la régulation de la réactivité tissulaire. À l’inverse, d’autres études menées dans un 

contexte d’infection bactérienne ou virale ont mis en évidence une sensibilité accrue des animaux 

axéniques à l’infection (Dolowy et Muldoon 1964), ainsi qu’une réduction de la concentration des 

cytokines dans le LBA (Fox et al. 2012). Plus récemment, une étude de co-infection combinant un 

parasite (Heligmosomoides polygyrus) et le VRS a révélé l’implication conjointe du microbiote et de 

la voie des IFN-I dans les mécanismes de protection antivirale (McFarlane et al. 2017). L’ensemble de 

ces travaux a été réalisé avec des animaux adultes. A notre connaissance, l’influence du microbiote 

sur l’infection par le VRS en période périnatale n’a pas été rapportée. Dans ce contexte, nous avons 

entrepris d’étudier dans quelle mesure l’absence de microbiote modifie la dynamique de l’infection 

par le VRS et la réponse inflammatoire pulmonaire chez le souriceau axénique. 

Pour permettre une comparaison fiable, nous avons généré un groupe contrôle d’animaux 

EOPS du même fond génétique que les souris axéniques, en transférant ces dernières dans 

l’animalerie EOPS de l’IERP afin de permettre leur colonisation par le microbiote local. La réalisation 

de ce projet a reposé sur une étroite collaboration avec la plateforme Anaxem de Jouy-en-Josas, 

indispensable à la mise au point des infections expérimentales en isolateur sur des souriceaux âgés 

de six jours et au suivi rigoureux de la stérilité tout au long des expérimentations. Le développement 

de la lignée d’animaux contrôles a nécessité la participation de l’animalerie IERP de Jouy-en-Josas 

ainsi que la collaboration de Vinciane Saint-Criq (Équipe ProbiHôte, Institut MICALIS, INRAE). 
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1-2 Matériel et méthode 

1-2-1 Vérification de la colonisation des animaux par quantification des bactéries 

Les fèces ont été prélevés à 25 jours et à 2 ans après la colonisation passive d’animaux C57Bl/6 

transférés de l’animalerie Anaxem à l’animalerie IERP. Les quantités totales de bactéries présentes 

dans les fèces ont été déterminées par qPCR TaqMan, à l’aide d’une gamme étalon établie à partir 

d’ADN extrait de quantités connues d’E. coli. À partir des ADN extraits, un fragment de 145 pb situé 

entre les régions V8 et V9 du gène codant l’ARNr 16S a été amplifié par qPCR, en utilisant des 

amorces et une sonde spécifiques marquée par un fluorophore FAM et un quencher MGB (Bact1369F 

: 5’-CGGTGAATACGTTCCCGG-3’, Prok1492R:5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’, Sonde MGB 

TM1389F:6-FAM-MGB-CTTGTACACACCGCCCGTC). Les réactions ont été réalisées selon le protocole 

suivant : dénaturation initiale de l’ADN à 95 °C pendant 10 min, suivie de 40 cycles comprenant une 

étape de dénaturation à 95 °C pendant 15 s, puis une phase d’hybridation/élongation à 60 °C 

pendant 1 min. La gamme étalon a été construite en reliant les valeurs de cycle seuil (Ct) aux 

quantités connues de bactéries. La pente, l’ordonnée à l’origine et l’efficacité de la PCR ont ensuite 

été calculées, permettant d’estimer le nombre total de bactéries présentes dans chaque échantillon. 

Le nombre de bactérie total a été normalisé par le poids de fèces et exprimé en nombre de bactéries 

totales / g de fèces. 

1-2-2 Infections in vivo 

Les souriceaux C57BL/6 axéniques et EOPS ont été infectés à 6 jours de vie, en isolateur stérile 

(Anaxem, Jouy-en-Josas) et en animalerie A2 EOPS (IERP, Jouy-en-Josas) respectivement, par une 

souche de VRS recombinant exprimant la luciférase. L’infection a été réalisée par instillation 

intranasale de 10 µl de l’inoculum viral, représentant une charge virale entre 4,1.104 et 1,4.105 pfu 

(groupe VRS-Luc) ou de surnageant de culture Hep-2 non infecté (groupe Contrôle). A un, deux et 

quatre jours post-infection, les souriceaux ont été euthanasiés par injection intrapéritonéale d’une 

dose léthale d’anesthésiant pour réaliser des lavages broncho-alvéolaires et pour prélever les 

poumons et les fosses nasales. Les poumons ont été séparés en trois parties puis congelés dans 

l’azote liquide ainsi que les fosses nasales. 

1-2-3 Analyse des lavages broncho-alvéolaires 

Les échantillons, conservés sur glace, ont été centrifugés (2000 rpm, 10 min +4°C). Le volume 

de surnageant a été mesuré avant d’être congelé (-20°C) et les culots cellulaires ont été resuspendus 

dans 100 µl de PBS, une partie de l’échantillon a été introduite dans une cellule de Kovaslide 

(Dutscher) pour dénombrement au microscope et l’autre partie a été transférée dans une cytofunnel 

pour obtenir des spots de cellules sur lames de verre par cytocentrifugation (1000 rpm, 5 min). Après 

séchage à l’air libre, les lames ont été colorées au May-Grümwald-Giemsa puis les cellules ont été 

identifiées au microscope selon des critères morphologiques. Le compte de chaque sous population 

a été établi à partir de l’observation de 200 cellules pour chaque échantillon. 
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1-2-4 Quantification de la réplication virale par mesure de la bioluminescence in 

vitro 

Les cryotubes contenant les poumons et les fosses nasales ont été pesés individuellement 

avant et après l’échantillonnage des tissus. Les échantillons ont été transférés dans des tubes 

contenant 300 µl de tampon Passive Lysis Buffer avec DTT et des billes de céramique puis broyés au 

Precellys24 (6000 rpm, 15 sec d’agitation, 30 sec de pause, 15 sec d’agitation). Les lysats ont été 

clarifiés par centrifugation (11000 rpm, 10 min, +4°C) puis 50 µl ont été déposés dans une plaque 96 

puits noire. L’ajout de 50 µl de luciférine, substrat de la luciférase produite lors de la réplication du 

VRS-Luc, déclenche la réaction enzymatique aboutissant à la production de bioluminescence, captée 

par l’IVIS200 (Xenogen Biosciences). L’utilisation du logiciel Living Image (version 4.O Caliper Life 

Sciences) permet d’analyser le signal obtenu après capture des photons émis pendant un temps 

donné. La valeur obtenue est exprimée en radiance = photon/sec/cm2/sr et normalisée par quantité 

de protéines (photon/sec/cm2/sr/mg de protéines) dans l’échantillon ou au poids de l’échantillon 

(photon/sec/cm2/sr/g de tissus). 

1-2-5 Mesure de la charge virale (gène N) et de l’expression des gènes par RT-qPCR 

Les échantillons de poumons congelés ont été lysés dans le tampon RA1 du kit d’extraction 

des ARN totaux (NucleoSpin RNA, Macherey-Nagel) avec le Precellys24 (6000 rpm, 15 sec 

d’agitation). Après élution, les ARN totaux ont été dosés et rétrotranscrit en ADN complémentaire 

selon les instructions du kit « haute capacité de transcription inverse d’ADNc » (applied biosystems, 

Thermofisher scientific). Les PCR quantitatives ont été réalisées selon les recommandations du kit 

Master Mix SYBR Green (applied biosystems, Thermofisher scientific). Les amorces (Sigma-Aldrich), 

diluées au 1/10ème, ont permis l’amplification des gènes d’intérêt (listés ci-dessous) grâce au 

thermocycleur RealPlex (Eppendorf). Le signal a été analysé avec le logiciel Realplex pour déterminer 

les valeurs seuils (Ct). 

 

Nom du gène Amorces sens 5’-3’(100 µM) Amorces antisens (100 µM) 

GAPDH GGGGTCGTTGATGGCAACA AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

HPRT CAGGCCAGACTTTGTTGGAT TTGCGCTCATCTTAGGCTTT 

N (VRS A2) AGATCAACTTCTGTCATCCAGCAA  TTCTGCACATCATAATTAGGAGTATCAAT  

IFN 1 (IL-29) CAGGTTCAAATCTCTGTCAC  AACTCCAGTTTTTCAGCTTG 

IFNβ CCCTATGGAGATGACGGAGA CTGTCTGCTGGTGGAGTTCA 

ISG15 CCCCAGCATCTTCACCTTTA TGACTGTGAGAGCAAGCAGC 

IRF7 CTGGATGAAGAAGATGCACAG GAAGTTGGTCTTCCAGCCTC 

OAS CTTTGATGTCCTGGGTCATGT GCTCCGTGAAGCAGGTAGAG 

1-2-6 Cytométrie en flux 

Après prélèvement, les poumons sont placés dans un tube contenant du milieu RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich) et six billes CK28 de 2,8 mm (Ozyme). Les tissus sont ensuite dissociés 

mécaniquement à l’aide du Precellys24 (5000 rpm, 10 sec), puis les suspensions cellulaires obtenues 

sont filtrées successivement sur des tamis de 100 µm et 40 µm. Les cellules sont ensuite incubées 
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pendant 1 min à température ambiante avec un tampon de lyse des hématies ACK (Gibco, Thermo 

Fisher). Les suspensions cellulaires sont distribuées en plaque 96 puits et après un rinçage au PBS 

afin d’éliminer le sérum, elles sont incubées avec le colorant vital Zombie Aqua (BioLegend, dilution 

1/800) pendant 20 minutes à 4 °C dans l’obscurité. Les différentes sous-populations immunitaires 

ont ensuite été identifiées par marquage des récepteurs de surface des cellules à l’aide de 50 µl/puits 

de cocktails d’anticorps monoclonaux fluorescents (détaillés ci-dessous), en présence de Fc block 

(anti-CD16/32, SONY, dilution 1/100). Après 20 minutes d’incubation à 4 °C dans l’obscurité, les 

cellules ont été lavées et, si nécessaire, perméabilisées selon les instructions du kit 

fixation/perméabilisation Foxp3 (invitrogen) afin de permettre le marquage intranucléaire avec 50 

µl/puits d’anticorps, incubés 20 min, à 4 °C dans l’obscurité. Les échantillons ont été analysés à l’aide 

du cytomètre Fortessa LSR II (BD Biosciences) et du logiciel BD FACSDiva 8.0. 

 

Panel “Lignée lymphoïde” 

 

 

Panel “Lignée myéloïde” 
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Les combinaisons utilisées pour l’identification des populations cellulaires sont les suivantes : 

Lc T: CD45+ CD11b- CD11c- CD3+ 

Lc T helper: CD45+ CD11b- CD11c- CD3+CD4+ 

Lc T cytotoxique: CD45+ CD11b- CD11c- CD3+ CD8+ 

Lc B: CD45+ CD11b- CD11c- CD19+ B220+ 

Lc B reg: CD45+ CD11b- CD11c- CD19+ B220+ CD5+ 

Lc B matures: CD45+ CD11b- CD11c- CD19+ B220+ CD23+ 

MA: CD45+ CD19- CD3- CD11c+ SiglecF+ 

CD: CD45+ CD19- CD3- CD11c+ SiglecF- CMH-II+ 

PNN: CD45+ CD19- CD3- CD11b+ CD11c- Ly6G+ 

PNE: CD45+ CD19- CD3- CD11b+ CD11c- Ly6G- Ly6C- SiglecF+ 

Mc: CD45+ CD19- CD3- CD11b+ CD11c- Ly6G- SiglecF- Ly6C+/- 

 

1-3 Résultats 

1-3-1 Colonisation passive de souris axéniques adultes 

Les animaux axéniques utilisés pour l’étude de la réplication du VRS et de la réponse 

immunitaire associée appartiennent à la lignée C57BL/6N provenant à l’origine de chez Charles River. 

Le fond génétique des animaux étant un déterminant majeur de la sensibilité à l’infection et de la 

nature de la réponse immunitaire qui en découle, il était essentiel de contrôler ce paramètre afin 

d’assurer la comparabilité des données obtenues. Pour cette raison, nous avons choisi de travailler 

avec des souris C57BL/6 issues du même élevage que les animaux axéniques, mais colonisées par un 

microbiote. 

Ainsi, pour constituer le groupe contrôle, quatre femelles et deux mâles axéniques adultes ont 

été transférés de l’animalerie Anaxem vers l’animalerie IERP, puis placés au contact de congénères 

EOPS afin de permettre leur colonisation passive par le microbiote local (Figure 27). Les groupes 

sont nommés selon leur statut bactérien : axéniques (Ax), colonisés (Col) ou EOPS et selon l’origine 

de production des animaux : River (R) ou Janvier (J). Ainsi les animaux hébergés sur la plateforme 

Anaxem sont appelés Ax_R, les animaux hébergés à l’IERP sont appelés EOPS_J, les animaux 

axéniques transférés à l’IERP et colonisés sont appelés Col_R et leurs descendants, après vérification 

de leur statut sanitaire, sont appelés EOPS_R. 
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Figure 27 : Colonisation passive de souris axéniques adultes. Dans la cage 1, quatre femelles axéniques 

issues de la souche C57Bl/6 River ont été mises en cohabitation pendant 25 jours avec une femelle EOPS 

provenant de la souche C57Bl/6 Janvier. Dans la cage 2, deux mâles axéniques River ont été placés avec une 

femelle EOPS Janvier. Après confirmation de la colonisation et du statut sanitaire des animaux Col_R, des 

accouplements successifs ont permis d’établir la lignée C57Bl/6 EOPS_R. 

 

Après 25 jours de cohabitation, les analyses fécales ont montré que la charge bactérienne des 

animaux Col_R était comparable à celle des souris EOPS_J (Figure 28). Après confirmation de leur 

statut sanitaire, ces animaux ont servi à établir la souche EOPS_R. Les infections in vivo ont ensuite 

été conduites sur des souriceaux issus de la deuxième génération afin de garantir la stabilité du statut 

microbiologique. 
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Figure 28 : Installation d’un microbiote intestinal par colonisation passive de souris axéniques mises en 

cohabitation aves de souris EOPS. Les fèces ont été récupérés chez les animaux colonisés et chez les animaux 

colonisateurs des cages 1 et 2, après 25 jours de cohabitation, ainsi que chez un individu hébergé 

indépendamment (cage 3) dans la zone EOPS de l’animalerie IERP. Les quantités totales de bactéries présentes 

dans les fèces ont été déterminées par qPCR TaqMan, à l’aide d’une gamme étalon établie à partir d’ADN 

extrait de quantités connues d’E. coli. La courbe étalon a été obtenue en reliant les valeurs de cycle seuil (Ct, 

threshold cycle) aux quantités connues d’E. coli, permettant ainsi d’estimer les charges bactériennes dans les 

échantillons de fèces à partir des valeurs de Ct mesurées. Les quantités totales de bactéries ont ensuite été 

normalisées à la masse de tissu d’origine et exprimées en nombre de bactéries par gramme de tissu. 

 

1-3-2 Influence du microbiote sur la cinétique de réplication du VRS chez les 

souriceaux axéniques et EOPS 

Afin d’évaluer l’impact de l’absence de microbiote sur la réplication du VRS-Luciférase in vivo, 

des souriceaux axéniques (Ax_R) et des souriceaux contrôles (EOPS_R) ont été infectés à l’âge de 6 

jours. Les euthanasies ont été réalisées à 1, 2 et 4 jours post-infection. Les poumons et les fosses 

nasales ont alors été prélevés pour quantifier la réplication virale, à la fois par mesure de l’activité 

luciférase par bioluminescence dans les lysats tissulaires et par quantification du transcrit du gène N 

du VRS par RT-qPCR à partir des ARN extraits des poumons congelés. Chez les animaux EOPS_R, la 

détection de la bioluminescence et du transcrit N du VRS diminue significativement entre 1 et 4 jours 

post-infection, alors qu’aucune variation significative n’est observée chez les animaux axéniques. À 

noter que les deux groupes ont présenté, en moyenne, un niveau d’infection initial comparable (10⁷ 

p/s/cm²/mg de protéines), bien que celui-ci soit nettement plus variable chez les animaux dépourvus 

de microbiote (Figure 29). 
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Figure 29 : Quantification de la réplication virale dans les poumons des souriceaux axéniques et 

contrôles. Les souriceaux EOPS_R (en noir) ou Ax_R (en rouge) ont été infectés avec 10 µl de VRS-Luc par voie 

intranasale à 6 jours de vie. La réplication virale a été mesurée par quantification de la bioluminescence émise 

par les lysats de poumon et par la détection du gène N du VRS par RT-qPCR. La bioluminescence a été 

rapportée à la quantité de protéines de l’échantillon et la moyenne du signal issu des tissus d’animaux non 

infectés a été soustraite au signal provenant des poumons d’animaux infectés. Pour l’expression du gène N, 

c’est l’inverse de la valeur du Ct qui est représenté pour permettre une visualisation optimale des données. 

Trois expérimentations indépendantes ont été réalisées pour chaque souche de souriceaux et chaque temps a 

été réalisé deux fois pour les souriceaus EOPS_R et trois fois pour les souriceaux Ax_R. Les symboles différents 

illustrent la variabilité entre les expérimentations. Test statistique réalisé avec le logiciel GraphPad Prism 

V8.1.1(GraphPad Software, Inc.) : en cas de normalité dans la distribution des échantillons, le t-test a été utilisé, 

dans le cas contraire, la version non paramétrique a été appliquée (Mann-Whitney). * p<0,05 **p<0,01, *** 

p<0,001 et ****p<0,0001). 

1-3-3 Influence du microbiote sur la réponse inflammatoire pulmonaire au cours de 

l’infection par le VRS-Luc chez les souriceaux axéniques et EOPS 

La réponse inflammatoire pulmonaire a été évaluée quantitativement par la numération des 

cellules immunitaires présentes dans le LBA et qualitativement par l’identification microscopique des 

types cellulaires selon leur morphologie après une coloration de May-Grünwald-Giemsa (MGG). Une 

augmentation significative du nombre total de cellules immunitaires a été observée au jour 2 post-

infection chez les souriceaux EOPS_R (Figure 30A) et au jour 4 chez les souriceaux axéniques (Figure 
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30B) infectés par le VRS-Luc, dans deux des trois expérimentations indépendantes réalisées. Le pic 

de cellules observé à J2 post-infection chez les souriceaux EOPS_R correspond à un afflux de PNN 

alors que les PNE n’apparaissent qu’à partir du quatrième jour (Figure 30A). En revanche, il n’y a pas 

de recrutement de PNN chez les souriceaux axéniques mais plutôt un recrutement de PNE à partir 

du quatrième jour (résultats non significatifs) (Figure 30B). 

A 

B 

 

Figure 30 : Réponse inflammatoire pulmonaire des souriceaux axéniques et EOPS suite à l’infection par 

le VRS-Luc. Les souriceaux EOPS_R et Ax_R ont été infectés par voie intranasale à l’âge de 6 jours avec 10 µl 

de VRS-Luc. Après euthanasie, des lavages broncho-alvéolaires (LBA) ont été réalisés à différents temps post-

infection. Les échantillons ont été analysés par dénombrement au microscope des cellules immunitaires totales 

(A) puis qualitativement par identification morphologique des principaux sous-types cellulaires après 

coloration de May-Grünwald-Giemsa, sur un total de 200 cellules observées par échantillon (B). Pour les 

souriceaux EOPS_R, chaque temps a été réalisé deux fois sur un total de trois expérimentations indépendantes 

et les données ont été associées. Pour les souriceaux axéniques, les trois expérimentations indépendantes 

réalisées sont représentées. Le test statistique utilisé est : Mann-Whitney * p<0,05.  
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1-3-4 Influence du microbiote sur la réponse immunitaire innée pulmonaire au cours 

de l’infection par le VRS-Luc chez les souriceaux axéniques et EOPS 

L’analyse du profil d’expression génique révèle que la réponse immunitaire pulmonaire induite 

par l’infection par le VRS dépend étroitement de la présence du microbiote. Chez les souriceaux 

EOPS, la stimulation précoce des voies de l’immunité innée se traduit par une induction significative 

dès le jour 1 post-infection des transcrits des interférons-β et de type III, ainsi que des gènes induits 

par les interférons (ISG15, IRF7 et OAS). En revanche, chez les souriceaux axéniques, dépourvus de 

microbiote, cette activation est absente ou retardée, n’apparaissant qu’au jour 4 post-infection 

(Figure 31). 

 

 

Figure 31 : Profil d’expression des gènes de l’immunité innée des souriceaux EOPS et axéniques en 

réponse à l’infection par le VRS-Luc. Les souriceaux EOPS_R (en noir) et Ax_R (en rouge) ont été infectés par 

voie intranasale à l’âge de 6 jours avec 10 µl de VRS-Luc. Après euthanasie, les poumons ont été prélevés et 

congelés. L’expression des gènes des interférons (IFN) et des gènes stimulés par les interférons (ISG) a été 

quantifiée par RT-qPCR dans les poumons des souriceaux Ax_R et EOPS_R infectés. Les courbes de fluorescence 

ont été traitées à l’aide du logiciel Realplex (Eppendorf) afin de déterminer le cycle seuil (Ct, threshold cycle) 

pour chaque gène. Les valeurs obtenues ont été normalisées en fonction de l’expression moyenne de deux 

gènes de ménage : HPRT et GAPDH, selon la formule ΔCt = Ct gène d’intérêt – Ct moyen des gènes de ménage. 

L’expression relative de chaque gène a ensuite été calculée à l’aide de la méthode 2(-ΔCt). Les données obtenues 

sont homogènes entre les trois expérimentations indépendantes que ce soit pour les souriceaux EOPS_R ou 

Ax_R, permettant une représentation cumulée. Tests statistiques : test de comparaison multiple paramétrique 

(Anova) ou non paramétrique (Kruskal-Wallis) en fonction de la distribution des échantillons * p<0,05 ** p 

<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001. 

1-3-5 Influence du microbiote sur la composition en cellules immunitaires de la 

muqueuse pulmonaire néonatale 

Afin de mieux comprendre l’origine des différences observées dans l’induction de la réponse 

immunitaire innée, nous avons caractérisé les populations de cellules immunitaires présentes dans 

la muqueuse pulmonaire à l’état basal. Pour cela, les poumons de souriceaux axéniques et EOPS âgés 

de six jours, âge correspondant à celui utilisé pour les infections virales dans les expériences 

précédentes, ont été prélevés. Deux panels d’anticorps distincts ont été employés afin d’identifier le 
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plus grand nombre possible de sous-populations immunitaires : l’un ciblant la lignée myéloïde 

(Figure 32A), l’autre la lignée lymphoïde (Figure 32B). Parallèlement, le nombre total de cellules 

immunitaires a été déterminé pour chaque échantillon à l’aide de cellule de numération Kova Slide®. 

À l’état basal, les souriceaux EOPS_R présentent un nombre total de cellules immunitaires 

significativement plus élevé que les souriceaux Ax_R (Figure 32C). L’analyse par cytométrie en flux a 

révélé des différences de répartition cellulaire au sein des lignées myéloïde et lymphoïde entre les 

deux groupes. Chez les souriceaux Ax_R, la proportion de lymphocytes B parmi les cellules 

immunitaires est significativement plus élevée, avec en particulier une plus grande fréquence de 

lymphocytes B CD5⁺ (Lc B reg). Par ailleurs, une proportion accrue de monocytes Ly6C⁺ a été observée 

dans la lignée myéloïde. En revanche, chez les souriceaux EOPS_R, la muqueuse pulmonaire 

néonatale présente à l’état basal une proportion plus importante de PNN que celle des souriceaux 

Ax_R (Figure 32C). 
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Figure 32 : Différence de composition en cellules immunitaires de la muqueuse pulmonaire néonatale 

entre des souriceaux axéniques et EOPS à l’état basal. (A) Stratégie d’identification des populations de la 

lignée myéloïde, réalisée avec le logiciel FlowJo V10.4 (Tree Star Inc.). A partir des cellules isolées, les cellules 

immunitaires sont sélectionnées sur l’expression du CD45+ puis la lignée myéloïde par exclusion des cellules 
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CD3+ et CD19+. Au sein de la lignée myéloïde, les cellules exprimant fortement le CD11b sont séparées de 

celles l’exprimant plus faiblement mais exprimant le CD11c. Parmi ces dernières, les MA sont identifiés par 

l’expression de SiglecF et les CD par l’expression du CMH-II (IA-IE). Parmi les cellules exprimant fortement le 

CD11b, les PNN sont identifiés par leur expression de Ly6G. Les cellules négatives restantes contiennent la 

population des Mc, Ly6C+ et Ly6C-. Les PNE sont identifiés sur l’expression de SiglecF parmi les cellules CD11c- 

Ly6C-. (B) Stratégie d’identification des sous-populations de Lc, réalisée avec le logiciel FlowJo V10.4 (Tree Star 

Inc.). A partir des cellules isolées, les cellules immunitaires sont sélectionnées sur l’expression du CD45+ puis la 

lignée lymphoïde par exclusion des cellules CD11b+ et CD11c+. Au sein de la lignée lymphoïde, les cellules 

CD3+ sont séparées des cellules CD19+ B220+ ainsi que des cellules négatives, correspondant respectivement 

aux Lc T, aux Lc B et aux Lc non T et non B. Parmi les Lc T, deux sous-populations sont identifiées, les Lc CD4+ 

et les Lc CD8+ et parmi les Lc B, on peut distinguer les Lc B CD5+ (nB reg) des Lc B CD23+. (C) Les poumons 

ont été prélevés sur des souriceaux axéniques et EOPS à 6 jours de vie. Après dissociation mécanique des tissus 

avec le Precellys24, les cellules immunitaires ont été isolées, comptées et marquées avec de cocktails 

d’anticorps pour permettre l’identification des principales populations de la lignée myéloïde et lymphoïde à 

l’état basal. Test statistique utilisé : en cas de normalité dans la distribution des échantillons, le t-test a été 

utilisé, dans le cas contraire, la version non paramétrique a été appliquée (Mann-Whitney). * p<0,05, **p<0,01 

****p<0,0001. Les données sont issues de deux expérimentations indépendantes pour les échantillons issus de 

souriceaux axéniques et d’une seule expérimentation pour les souriceaux EOPS. 
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1-4 Conclusions 

L’utilisation du modèle souriceau axénique a permis de démontrer que la présence du 

microbiote impacte la cinétique de la réplication du VRS et la nature de la réponse immunitaire 

néonatale. Chez les souriceaux EOPS, la réplication virale diminue précocement entre 1 et 4 jpi, en 

parallèle avec une induction rapide des voies des interférons dès 1 jpi et le recrutement de PNN à 2 

jpi. À l’inverse, chez les souriceaux axéniques, la réplication virale persiste plus longtemps, l’activation 

des ISG est retardée ou absente, et la réponse cellulaire, marquée par la présence de PNE à 4 jpi, 

semble par conséquent moins adaptée à la clairance virale. Ces données indiquent que le microbiote 

est un acteur important pour la mise en place de la réponse antivirale pulmonaire néonatale. 

Néanmoins, le modèle axénique caractérisé par l’absence complète de microbiote ne permet pas de 

déterminer quel compartiment microbien (intestinal, pulmonaire ou autre) contribue à cet effet, ni 

d’identifier les signaux bactériens impliqués. 

Partant du constat que la présence du microbiote favorise la maîtrise de l’infection virale, nous 

avons fait l’hypothèse que renforcer sa composition dès la naissance pourrait accroitre l’efficacité de 

la réponse antivirale. Une approche d’immunomodulation expérimentale, basée sur l’administration 

contrôlée de souches bactériennes commensales isolées du microbiote pulmonaire néonatal, a été 

mise en place pour déterminer la capacité de ces microorganismes à orienter la nature des réponses 

immunitaires et à conférer une protection vis-à-vis de l’infection par le VRS. Cette seconde partie 

vise ainsi à explorer le lien entre certaines bactéries primo-colonisatrices et la régulation de 

l’immunité antivirale néonatale.  



 - 84 - 

2- Immunomodulation de la réponse immunitaire pulmonaire par les bactéries primo-

colonisatrices du poumon de souriceaux dans l’infection VRS 

2-1 Introduction 

Le microbiote pulmonaire et son influence sur la sévérité de l’infection par le VRS constituent 

des domaines de recherche importants dans la lutte contre la bronchiolite chez les jeunes enfants 

(de Steenhuijsen Piters et al. 2022). La sévérité des infections par le VRS (de Steenhuijsen Piters et al. 

2022; Schippa et al. 2020) ainsi que la persistance des symptômes chez l’enfant pourraient être 

influencées par la composition de l’écosystème bactérien pulmonaire (Kristensen et al. 2024). Ainsi, 

la présence de Lactobacillus dans le nasopharynx durant l’infection par le VRS est associée à une 

diminution du risque de survenue d’épisodes sifflants pendant la petite enfance (Rosas-Salazar et al. 

2016). Bien que la modulation du microbiote pulmonaire ou de ses métabolites apparaisse comme 

une stratégie prometteuse pour renforcer les défenses immunitaires chez la souris adulte (Fonseca 

et al. 2018) son impact au cours de la période critique du développement de la muqueuse 

pulmonaire, et notamment sur la susceptibilité à l’infection par le VRS, reste encore peu exploré 

(de Steenhuijsen Piters et al. 2020). Des travaux récents de notre collaboratrice, Muriel Thomas, ont 

montré que l’administration intranasale, au cours de la période néonatale, de certaines souches 

bactériennes primo-colonisatrices isolées de poumons de souriceaux de 3 jours de vie, influence la 

sévérité de la pathologie pulmonaire dans un modèle d’asthme allergique (Remot et al. 2017) Ces 

observations suggèrent que les bactéries commensales primo-colonisatrices du poumon jouent un 

rôle clé dans la modulation de l’immunité pulmonaire et dans la susceptibilité aux maladies 

respiratoires. Cependant, les mécanismes par lesquels cette colonisation bactérienne précoce oriente 

les réponses immunitaires et leurs conséquences sur la physiologie respiratoire, immédiates ou à 

long terme, en particulier lors d’infections précoces par le VRS, demeurent encore mal compris. 

L’objectif de ce travail a été de démontrer que les réponses immunitaires des souriceaux 

nouveau-nées à l’infection par le VRS, ainsi que leurs conséquences à long terme, pouvaient être 

modulées favorablement par l’administration, peu après la naissance, de souches bactériennes 

primo-colonisatrices du poumon. En particulier, grâce à des approches cellulaires et in vivo 

complémentaires, nous avons identifié une souche commensale, la bactérie 17 (E. coli), capable de 

stimuler des réponses immunitaires protectrices de type 1 et de limiter la réplication du VRS, à la fois 

dans des modèles murins néonataux et dans des cellules épithéliales humaines. Les résultats de ce 

travail sont soumis pour publication dans le journal « Mucosal Immunology ». 

Ce projet a nécéssité de collaborer étroitement avec l’IERP de Jouy-en-Josas afin de suivre les 

naissances des souriceaux Balb/C. En effet, pour moduler le microbiote en période néonatale et 

compte tenu de la fenêtre de susceptibilité à l’infection par le VRS très réduite chez les souriceaux, il 

fallait intervenir très rapidement après la naissance des animaux. Enfin, l’utilisation et la préparation 

des souches primo-colonisatrices sont réalisées avec l’aide de l’équipe de Muriel Thomas à l’institut 

MICALIS sur le centre de recherche INRAE de Jouy-en-Josas. Enfin, grâce à une collaboration avec la 

société Epithelix et l’hôpital Foch, nous avons pu valider l’effet anti-VRS de notre souche d’intérêt, la 

bactérie 17, dans un modèle translationnel humain de cellules pulmonaires différenciées. 
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2-2 Article : Early-Life Commensal Lung Bacteria Shape Immune Responses and RSV 

Susceptibility in Neonatal Mice 
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Abstract  

 

The lung mucosa at birth and shortly after is particularly vulnerable to respiratory syncytial 

virus (RSV) infection. Respiratory disease severity is strongly influenced by the age at first exposure, 

which may also affect the trajectory of airway function. Early-life represents a critical window for lung 

development and initial microbiota colonization, both of which shape mucosal immune responses 

to RSV. The impact of the initial establishment of the lung microbiota by its primo-colonizing strains 

on susceptibility to RSV infection remains largely unknown. In the present study, we show that early-

life primo-colonizing bacterial strains in the mouse lung differentially induce innate immune 

responses and influence RSV susceptibility in ex vivo models using lung explants and alveolar 

macrophages. We identified a specific bacterial strain that enhances IFN-I antiviral pathways and 

reduces RSV replication both in vitro and in vivo. Intranasal administration of this strain to neonatal 

mice prevented the development of immunopathological responses upon RSV reinfection in 

adulthood. These findings highlight the potential of early-life microbiota modulation as a promising 

intervention for preventing RSV disease and its long-term respiratory consequences. 
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Research article 

Introduction 

The respiratory syncytial virus (RSV), known as the primary cause of bronchiolitis in infants, is a major 

contributor to lower respiratory tract infections (LRTI), remaining the leading cause of child mortality 

worldwide1. Moreover, severe RSV infection in early-life has been associated with long-term 

respiratory problems, such as repeated LRTI, wheezing, asthma, and reduced lung function, which 

can continue into adulthood in the form of chronic respiratory disease2. New passive immunisation 

strategies, such as maternal vaccination or administration of monoclonal antibodies, have been 

approved to reduce the burden of acute RSV infection in high-risk infants. However, some 

complications have been reported, including an increase in preterm births3. Direct vaccination in 

children remains a challenge, particularly after the FDA recently suspended all RSV vaccine trials in 

infants following reports of increased cases of severe illness in one trial4. The mechanisms underlying 

pulmonary hypersensitivity to RSV in early-life and its long-term health effects remain to be 

elucidated in order to develop effective prophylactic strategies. An increasing number of studies on 

RSV-infected neonatal mice (less than 7 days old at initial infection) have validated this model as 

relevant for understanding RSV infection in human infants5. It has been shown that the age at first 

infection plays a key role in shaping later immune responses, notably by inducing epigenetic 

modifications6. This may increase the severity of later RSV infections7, potentially by driving a type 

2-biased immunity8, which promotes later allergic responses6. Moreover, the early-life in mice is 

characterized by an immediate permissiveness to RSV replication, which gradually delays with age 

as the ability to mount type I interferon (IFN-I) responses improves9. IFN-I are rarely detected in nasal 

washes from RSV-infected children10. However, IFN-α and IFN-β control viral pathogenesis by 

inducing interferon-stimulated genes that provide an early antiviral defense and shape inflammatory 

and adaptive immune responses11. IFN-I appear to play a key role in the outcome of RSV infection11, 

as treatments that enhance IFN-I levels in infected neonatal mice have been shown to reduce viral 

replication and long-term RSV-induced lung effects12,13. Thus, modulation of pulmonary innate 

immune defenses during the perinatal period can affect susceptibility to RSV infection, and 

determine long-term respiratory outcomes.  

Early-life is indeed a crucial period for lung mucosa development, during which environmental 

factors influence the maturation of three interconnected components, namely, the airway epithelium, 

the immune cells, and the resident microbiota. When the tuning between these three components 

is inadequate, it can ultimately affect susceptibility to infections14 or predispose to chronic respiratory 

diseases15. There is increasing evidence that postnatal lung mucosa is biased toward a type 2 immune 

response, as indicated by the spontaneous accumulation of type 2 innate lymphoid cells (ILC2), 

eosinophils, and basophils, along with the production of cytokines such as IL-33 and IL-1316, which 

are typically involved in anti-inflammatory responses and tissue repair. Such a tissue environment is 

prone to the early polarization of tissue-resident alveolar macrophages (AM) toward a tolerogenic, 

anti-inflammatory M2 phenotype17. Moreover, the lung microbiota establishes rapidly after birth18-

20, influencing the maturation of the epithelial barrier and the development of the immune 

effectors21. It is shaped by factors linked to the host and the environment19. The lung microbiota 

contributes to immune tolerance in early-life according to an asthma model18 and attenuates innate 

immune reactivity to PAMP22. Thus, it was demonstrated that prolonged exposition to low-dose 
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endotoxin or farm dust confers protection to mice against allergic asthma model23. Recently, an 

antibiotic treatment when administered in early-life (EL-Abx), but not in adulthood, was shown to 

increase mice’s susceptibility to allergic airway inflammation, suggesting that the dysbiosis induced 

by EL-Abx treatment predisposes the neonatal lungs to allergic responses24. 

The incidence of respiratory infections and the occurrence of dysbiosis in the lung microbiota 

are closely related25. The severity of RSV infection26,27, and the persistence of symptoms in children 

may be influenced by the bacterial ecosystem28. Conversely, the presence of Lactobacillus in the 

nasopharynx is associated with a reduced risk of childhood wheezing illnesses at 2 years of age29. In 

mice, viable commensal bacteria are detected in the lungs as early as 3 days of age, with their number 

and diversity increasing over time18 and reaching a plateau by weaning at around 21 days of age20. 

A collection of primo-colonizing bacteria was established via their isolation from lung homogenates 

of neonatal mice using aerobic or anaerobic culture conditions20. Intranasal administration of certain 

strains of this collection during early life influenced the outcome of an allergic asthma model20, while 

instillation in adult mice attenuated pulmonary inflammation following Mycobacterium tuberculosis 

infection30. These findings suggest that lung primo-colonizing commensal bacteria can modulate 

pulmonary immunity and influence susceptibility to respiratory diseases. However, the mechanisms 

through which early bacterial colonization of the lungs modulates immune responses and 

determines both immediate and long-term respiratory outcomes, including during early-life RSV 

infection, remain largely unexplored31. In the present study, we demonstrated that early-life 

commensal lung bacteria modulate immune responses and RSV susceptibility in neonatal mice. We 

established a proof of concept demonstrating that it is possible to select a single strain from a panel 

of lung primo-colonizing commensal bacteria based on its immunomodulatory and antiviral 

properties on the neonatal lungs. One bacterium in particular, hereeafter referred to as bacterium 

17, promoted IFN-I antiviral pathways and reduced RSV replication both in vitro and in vivo. Finally, 

intranasal administration of bacterium 17 to neonatal mice prevented early-life immunopathological 

priming revealed after a second exposure to RSV in adulthood. 
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Materials and methods 

Mice  

Pregnant BALB/cJrj mice were purchased from Janvier (Le Genest, France). All experiments were 

approved by the ethics committee COMETHEA (Ethical Committee for Animal Experimentation, 

INRAE, and AgroParisTech; authorization number: APAFIS#14654-2018032116445169). 

Bacterial strains’ identification and growth 

Bacterial strains (Supplemental Table 1) previously isolated from 3-day-old mouse lungs were stored 

at −80°C20. Strains were revived in 10 mL yhBHI or MRS medium and subcultured (100 µL/10 mL). 

Growth was monitored hourly for 8h by spectrophotometry to determine exponential and stationary 

phases. Bacterial counts were obtained using a BD Accuri™ C6 flow cytometer, and strain identity 

was confirmed by 16S PCR (J4/J7 primers) and MALDI-TOF mass spectrometry (CIRM, INRAE, 

Nouzilly, France). 

Virus 

Human RSV strain A2 and recombinant RSV-Long expressing mCherry (RSV-mCherry) or luciferase 

(RSV-Luc) were produced, titrated on HEp-2 cells, and stored at -80°C32.  

Ex vivo lung explants 

Lungs from 6-day-old neonatal mice were filled via tracheotomy with RPMI containing 1.5% low-

melting agarose (37°C). After solidification, lungs were placed in a Krumdieck tissue slicer (MD6000) 

chamber containing PBS with 1× antibiotic-antimycotic and cut into 150 µm slices to obatain 

precision-cut lung slices (PCLS)20,22. 

Ex vivo lung explants stimulation and infection 

PCLS were stimulated for 16h at 37 °C, 5% CO₂ with bacterial strains (50 CFU/well in RPMI with 5% 

FBS and L-glutamine). Inoculations were verified by CFU counts on agar plates. Three hours later, 

PCLS were infected with RSV-Luc (7.19 × 10⁴ PFU/well) or Mock control. Supernatants were collected. 

PCLS were lysated in lysis buffer (5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 1% Triton X100, pH 

7,4) or Passive Lysis Buffer (30 mM Tris, 10 mM MgCl2, 1% Triton 100X, 2% Glycerol) using a Precellys 

24-bead grinder homogenizer (Bertin Technologies) for 2 × 15s at 6,000 x g. Protein levels were 

quantified with DC™ or RC-DC™ Protein Assays (Bio-Rad). 

Stimulation and infection of differentiated human primary bronchial epithelial cells transwells 

MucilAir® from healthy donors were purchased from Epithelix. Cells (≈5 x 105 cells/transwell) were 

stimulated with bacterium 17 (103 CFU/transwell) in 20 µL in apical side. After 3h, cells were infected 

with RSV-mCherry (MOI = 0.1) or Mock control during 3h. The inoculum was removed, and cells were 

re-exposed to bacterium 17. RSV-mCherry replication was visualized using the ZOE Fluorescent Cell 

Imager (Bio-Rad) and quantified with a fluorescence plate reader (Tecan Infinite 200 Pro). 

Supernatants and cell lysates were then collected. 

Ex vivo AM culture and infection 

BAL were performed on 6-days old mice to isolate AM, as previously described9,33,34. Cells (1 x 105) 

were plated, 24h after seeding, incubated with bacterial strains (50 CFU/well) for 3h before exposure 

to RSV-Long (MOI = 5) or a mock control. Supernatants and cells were collected 24h post-infection. 

Cell cytotoxicity  
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The cytotoxicity was measured by lactate deshydrogenase (LDH) activity, using the Non-Radioactive 

Cytotoxicity Assay kit (Promega). 

Cytokine, IFN, and RSV-specific Ab assays 

Cytokine production was measured using the 15-plex or L-6/TNF-/IFN-/IFN- custom 4-Plex 

mouse ProcartaPlex™ immunoassay (ThermoFisher Scientific). Human IL-6, TNF- or IP-10 were 

measured by luminex and human -defensin-2 by ELISA (NB-50-1634-1000, NeoBiotech). Data were 

read on MagPix instrument (Luminex), and analyzed using Bio-Plex Manager software (Bio-Rad). 

HEK-Blue™ IFN- (InvivoGen) cells were used to the detection of bioactive human IFN-. Individual 

mouse sera were assayed for specific Ab (IgG1, IgG2a) against RSV lysates by ELISA as described13. 

In vivo bacterial strains inoculation and RSV infection 

Neonate mice received 10 µL of bacterium 17 by the intranasal (i.n.) route. At 6-days old, mice were 

infected with RSV-Luc (7.187 x 106 PFU/mL, 10 µL, i.n) or Mock control. In other experiments, neonate 

mice were first infected by RSV-A2 (2.3 × 106 PFU/mL, 10 µL, i.n.), and were kept until 8 weeks of age 

when they were all infected with RSV-A2 (100 µL, i.n.)13. BAL and lung tissues were collected.  

Bioluminescence measurements 

Photon emission was measured in lysates of the nasal cavity or lung tissues and PLCS using the IVIS 

system (Xenogen Biosciences) and Living Image software (version 4.0, Caliper Life Sciences), 

following a previously described method9, and was normalized to protein content. 

Cellular infliltration 

Cells were collected from BAL and centrifugated at 400 x g for 10min at 4°C. May-Grunwald-Giemsa 

(MGG) coloration was performed to assess the differential cell counts using light microscopy. Two 

hundred cells were counted to determine relative and absolute cell numbers. 

RT-qPCR  

Total RNA was extracted from lung lysates using a NucleoSpin® RNA midi column (Macherey Nagel) 

and reverse transcribed using random primers and SuperScript II (Invitrogen), according to the 

manufacturer’s instructions. The primers (Sigma–Aldrich) used are listed (Supp. Table 2). RT-qPCR 

was performed in duplicate for each gene using the CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System 

(Bio-rad) and SYBRGreen PCR Master Mix (Eurogenetec). Data were analyzed using CFX Manager™ 

Software (Bio-rad) to determine the quantification cycle (Cq) values. Results were determined using 

the formula 2-ΔCq, with ΔCQ = Cqgene- Cq(mean (bActine,Gapdh, Hprt)). 

Data and statistical analysis 

Data are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was set at *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, and ****P < 0.0001. Data normality was assessed using the D’Agostino–Pearson and Shapiro–

Wilk tests. Depending on distribution, differences between groups were analyzed using a parametric 

t-test or a nonparametric Mann–Whitney test (two groups), or by one-way ANOVA/Kruskal–Wallis or 

two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. Analyses were performed using GraphPad 

Prism 8 (GraphPad Software Inc.). 

  



 - 92 - 

Results  

Primo-colonizing commensal bacteria exert distinct immunostimulatory effects using an ex 

vivo model of neonatal lung mucosa. 

The goal was to identify a safe strain capable of promoting a protective type 1 immunity in the lungs 

during early life. To evaluate  the immunostimulatory effects of primo-colonizing bacterial strains 

(Supp. Table 1) on the neonatal lung, we established a PCLS-based screening assay using slices from 

6-day-old mice, an ex vivo model that mimics pulmonary cytokine production35. PCLS were exposed 

to each strain (Fig. 1A), and cytotoxicity and cytokine profiles were analyzed. Among 20 strains 

tested, two (bacteria 1 and 11) caused significant cytotoxicity after 16h and were excluded, while 

most showed cytotoxicity levels comparable to the control medium (mean = 21.3% ± 1.1%), 

indicating no harmful effects (Fig. 1B). Cytokine production in the supernatants was measured using 

a 15-plex assay based on Luminex xMAP technology. Cytokines were grouped by function into pro-

inflammatory, type 1 immunity, type 2 immunity, Th17/Th22/Th9 associated responses, and 

lymphocyte proliferation (Fig. S1C and Supp. Fig. S1). Both the type and the quantity of cytokines 

produced by PCLS varied across the bacterial strain. Bacteria 2, 19 and 16 induced high levels of pro-

inflammatory cytokines such as TNF- and IL-6 (Supp. Fig. S1A). These strains also triggered strong 

expression of type 2 cytokines, including IL-10 (Supp. Fig. S1C). A large proportion of the other 

bacterial strains induced low cytokine production by PCLS (Supp. Fig. S1). One bacterial strain, the 

strain 17, stood out from the others. Bacterium 17, identified as Escherichia coli by 16S sequencing 

and mass spectrometry (Supp. Table 1), although also inducing type 2 cytokine production (Supp. 

Fig. S1C), was the only lung bacterial strain eliciting a strong type 1 cytokine profile in PCLS 

characterized by a high expression ratio of IFN-γ and IL-12p70 (Fig. 1C), notably associated with 

increased production of IL-22 and IL-9 (Supp. Fig. S1D). To highlight strain-specific immune 

signatures of each strain, results are shown as a heat map representing the ratio of cytokine 

production in bacteria-exposed PCLS versus control PLCS (medium alone). Strains inducing similar 

immunostimulatory profiles were clustered based on their cytokine patterns, as illustrated by the 

hierarchical tree (Supp. Fig. 1F). Altogether, we observed that primo-colonizing commensal bacteria 

exert different immunostimulatory effects on PCLS from neonatal mice, and notably, bacterium 17 

stood out with a profile strongly skewed toward type 1 immunity without any associated cytotoxicity. 

  



 - 93 - 

 

Fig. 1 : Cytokine production by precision-cut lung slices (PCLS) from neonatal mice varies in response 

to exposure to lung primo-colonizing bacteria. A. Experimental design. The lungs from 6-day-old mice were 

isolated and cut with a Krumdieck tissue slicer to obtain PCLS. They were next exposed to bacteria (50 CFU/well) 

or cultured in medium control. Supernatants were collected 16h after stimulation with bacterial strains and 

PCLS were lysed. B. Cytotoxicity observed in PCLS after bacteria exposure was measured by LDH activity assay. 

C. Secretion of cytokines associated with type 1 immune response (IFN-, IL-12p70). Results are expressed as 

mean  SEM and represent a pool of five independent experiments (n = 2-5 biological replicate 

samples/condition). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.00-1 and ****P < 0.0001 between the control medium and 

the bacteria-exposed condition (ANOVA, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test).  
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Bacterium 17 treatment of neonates attenuates the long-term pulmonary consequences of 

early-life RSV infection upon rechallenge in adulthood.  

In vitro, bacterium 17 demonstrated a pronounced enhancement of type 1 immune responses. To 

assess the in vivo relevance of its effect, we first investigated whether intranasal (i.n.) administration 

of bacterium 17 (106 CFU; dose and method previously shown to deliver sufficient bacteria to the 

lungs20) was pathogenic in neonatal mice. No mortality was observed in neonatal mice following 

administration of bacterium 17 (data not shown). A modest elevation in neutrophil counts was 

detected in the bronchoalveolar lavage (BAL), although total cell numbers remained unchanged (Fig. 

S2). Thus, we employed a previously described model of adult RSV re-exposure to to investigate the 

ability of bacterium 17 to promote protective immunity and countern early-life immunopathological 

priming8. Three-day-old mice were treated intranasally with bacterium 17 or PBS vehicle at days 3, 5, 

8, and 10 days of age. At 6-days old, mice were infected intranasally with RSV, followed by a second 

exposure in adulthood (Fig. 2A). Weight change was monitored (Fig. 2B), and antibody responses 

(Fig. 2C-D) and cellular infiltration in BAL were assessed (Fig. S3B-E). As expected, mice initially 

infected as pups and re-exposed to RSV in adulthood (PBS/RSV/RSV group) lost weight for over the 

14 days post-infection (d.p.i), whereas mice treated with bacterium 17 and infected with RSV as 

neonates (bacterium 17/RSV/RSV group) lost little and regained their initial weight by 8 d.p.i., 

consistently showing better weight progression than controls (Fig. 2B).. We next investigated 

whether neonatal bacterium 17 administration would impact the anti-RSV IgG1 response indicative 

of type 2 immunity and expected for adults upon RSV reexposure8. As expected, the re-exposure to 

RSV in adulhood induced a significative production of anti-RSV-IgG1 at 14 d.p.i. in the PBS/RSV/RSV 

group (Fig. 2C). In contrast, bacterium 17-treated neonates showed an early induction of anti-RSV-

IgG2a antibody production as soon as 7 d.p.i (Fig. 2D) and no significant increase in IgG1 at 14 d.p.i. 

(Fig. 2C). Finally, we monitored cellular inflammation. At 7 d.p.i., total BAL cell numbers were 

significantly higher in mice first infected as neonates and re-exposed as adults (PBS/RSV/RSV, 2.51 

× 10⁵ ± 0.38 × 10⁵) than in mice infected only as adults (PBS/Mock/RSV, 1.26 × 10⁵ ± 0.33 × 10⁵; Fig. 

S3B, p < 0.05). BAL cell counts in bacterium 17/RSV/RSV-treated mice did not differ significantly 

from the PBS/RSV/RSV group (Fig. S3B). Macrophage and neutrophil numbers were similar across 

groups at 7 and 9 d.p.i. (Fig. S3C–D), while the overall leukocyte increase was mainly due to 

lymphocyte recruitment (0.98 × 10⁵ ± 0.19 × 10⁵ in PBS/RSV/RSV vs. 0.81 × 10⁵ ± 0.24 × 10⁵ in 

bacterium 17/RSV/RSV; Fig. S3E), which persisted until 9 d.p.i. despite declining over time. Significant 

eosinophil recruitment was observed in the BAL of PBS/RSV/RSV mice at 7 d.p.i. (0.08 × 10⁵ ± 0.012 

× 10⁵) and persisted at 9 d.p.i. (0.065 × 10⁵ ± 0.019 × 10⁵), but was absent in PBS/Mock/RSV mice, 

reflecting type 2 immune priming from early-life RSV infection (Fig. 2E–F). Notably, eosinophil 

infiltration was nearly abolished in mice treated with bacterium 17 prior to the first RSV infection 

(0.006 × 10⁵ ± 0.004 × 10⁵ at 7 d.p.i.). Accordingly, the bacterium 17/RSV/RSV group had 9.6- and 

3.4-fold fewer eosinophils in the BAL compared to PBS/RSV/RSV animals at 7 and 9 d.p.i., respectively 

(Fig. 2E-F). Neonatal treatment with bacterium 17 did not affect overall leukocyte infiltration upon 

adult RSV re-exposure but prevented immunopathologic eosinophilia. All together, these data 

indicate that early-life presence of bacterium 17 during the first RSV infection promoted a shift in the 

RSV-specific antibody toward a type 1 profile (higher IgG2a, lower IgG1), associated with minimal 

eosinophil recruitment and improved disease outcomes (less weight loss). 
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Fig. 2 : Early life airway administration of bacterium 17 attenuates the long-term pulmonary 

consequences of neonatal RSV infection during reinfection in Adulthood. A. Experimental design. Three-

day-old mice were treated intranasally with bacterium 17 (10⁶ CFU, i.n., 10 µL) or PBS vehicle at days 3, 5, 8, and 

10 of age. At 6-days old, mice were infected intranasally with RSV-A2 (2.3 × 10⁴ PFU in 10 µL), followed by a 

second infection with RSV-A2 (2.3 × 10⁵ PFU in 100 µL, i.n.) at 8 weeks of age. Mice were euthanized at 7, 9 or 

14 days post-reinfection (d.p.i.) to assess cellular infiltration in the bronchoalveolar lavage (BAL) and blood was 

collected. B. Weight evolution after second infection. Results are expressed as mean  SEM and presented a 

percentage of the starting weight (n = 4 per group). C-D. Anti-RSV antibody assays. Serum was used to quantify 

anti-RSV IgG1 (C) or IgG2a (D) antibodies by ELISA. Results are expressed as the mean  SEM (n = 4-5 per 

group). *P < 0.05, **P < 0.01, Mann-Whitney test. E-F. The infiltration of eosinophils in BAL was assessed by 

May-Grünwald-Giemsa staining at 7 or 9 d.p.i.. Results are expressed as mean  SEM. Data are representative 

of two independent experiments (n = 5-9 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, Mann-Whitney test. 
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Exposure to bacterium 17 reduces RSV replication in PCLS. 

We next focused on the early events following RSV infection to explore how bacterium 17 affects 

early innate antiviral response. To assess whether bacterium 17 influences early-life RSV 

susceptibility, we performed co-exposure experiments using PCLS from 6-day-old mice. PCLS were 

first exposed to bacterium 17 (50 CFU/well as previously used20) to elicit its immunostimulatory 

effects, and then infected with luciferase-expressing RSV (RSV-Luc) or mock-treated for 16h to 

evaluate viral replication (Fig. 3A). Strains 16, 24, and 25, displaying distinct cytokine profiles (see 

Fig. S1), were included as comparators. Cytotoxicity induced by the bacteria, RSV-Luc, or their 

combination did not exceed 21% and was comparable to the control medium (Fig. 3B). No significant 

differences were observed, indicating that co-exposure does not affect PCLS viability and supporting 

the safe use of these bacteria during RSV infection. Viral replication was quantified in PLCS lysates 

using a luciferase activity assay (Fig. 3C). PCLS exposed to bacterium 25 showed a slight increase in 

luciferase activity compared to the control condition (not statistically different), suggesting a 

potential enhancement of RSV replication associated with the presence of bacterium 25. Pre-

exposure to bacteria 16 or 24 resulted in only a slight reduction in RSV replication, with luciferase 

activity being slightly lower than that of the control (non stastistically significant). In contrast, 

exposure to bacterium 17 resulted in a significant reduction in luciferase activity compared to both 

control and PCLS exposed to bacterium 16 or 24 conditions. Altogether, these results suggest that 

pre-exposure to lung primo-colonizing commensal bacteria can modulate RSV replication in PCLS 

from 6-day-old mice, with bacterium 17 emerging as the most effective strain in reducing RSV 

replication. 

 

Fig. 3 : RSV replication in neonatal PCLS is differentially affected by primocolonizing commensal 

bacteria. A. Experimental design. The lungs from 6-day-old mice were isolated and cut with a Krumdieck tissue 

slicer to obtain PCLS. They were next exposed to bacteria 16, 17, 24 or 25 (50 CFU/well) or cultured in medium 

control. PCLS were infected with RSV expressing luciferase (RSV-Luc, 7.187 x 104 PFU/well) or mock control (-) 

3h after bacterial stimulation. Supernatants were collected 16 h after bacterial strains stimulation and PCLS 

were lysed. B. Cytotoxicity observed in PCLS was measured by LDH activity assay. Results are expressed as the mean  

SEM and represent a pool of four independent experiments (n = 5-18 per group in simplicate). C. RSV-Luc replication was 

assessed by measuring luciferase activity in lysates of PCLS exposed or unexposed to bacteria. Results are expressed as 

mean  SEM and represent a pool of four independent experiments (n = 6-21 per group in duplicate). *P < 0.05 and ****P 

< 0.0001 between the control medium or the bacteria-exposed condition (ANOVA, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s 

post-hoc test).  
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Exposure to bacterium 17 enhances innate immune response of neonatal AM to RSV infection. 

We also investigated the effect of bacterium 17 on AM, the main pulmonary resident immune cells, 

involved in IFN-I production during RSV infection36. Therefore, AM isolated from BAL of 6-day-old 

mice were first exposed to bacterium 17 (50 CFU/well as previously used20) or control medium, 

followed by exposure to RSV (Fig. 4A). After 16h of incubation, exposure of AM to bacterium 17 

alone did not induce a significant production of IL-6, TNF- and IFN-I in the supernatants compared 

to basal control conditions (no bacterium, no RSV, Fig. 4B-C). When AM exposed to bacterium 17 

were subsequently infected with RSV, they produced markedly more inflammatory (IL-6 and TNF-, 

Fig. 4B) and antiviral (IFN- and IFN-, Fig. 4C) cytokines than RSV-infected AM without bacterial 

pre-exposure. Notably, RSV-infected AM produced 3-fold higher levels of IFN-I when exposed to 

bacterium 17. Thus, neonatal AM exposure to bacterium 17 improved their ability to mount an innate 

antiviral immune response. 

 

 

 

Fig. 4 : Cytokines and type I interferon (IFN-I) production by RSV-infected alveolar macrophages (AM) 

from neonateal mice is enhanced in response to exposure to bacterium 17. A. Experimental design. AM 

isolated from BAL of neonatal mice were exposed to bacterium 17 (50 CFU/well) or cultured in medium control. 

AM were infected with rRSV-long (MOI = 5) 3h after bacterial stimulation. Supernatants were collected 16h 

after bacterial strains stimulation and AM were lysed. The productions of pro-inflammatory cytokines (IL-6 and 

TNF-, B) and IFN-I (IFN- and IFN-, C) were measured in supernatants using multiplex immunoassay. Data 

are representative of two independent experiments. Means  SEM are represented. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P 

< 0.001 and ****P < 0.0001 (2way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test). 
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Pulmonary exposure to bacterium 17 decreases the susceptibility of neonatal mice to RSV 

infection. 

Collectively, these in vitro results identify bacterium 17 as a safe strain capable of enhanceing IFN-I 

production and limiting RSV replication. We therefore evaluated whether pulmonary exposure to 

bacterium 17 confers protection against RSV infection in neonatal mice. Neonatal mice received 

bacterium 17 or PBS diluent intranasally at 3- and 5-days old to modulate the neonatal lung mucosa 

before infection with RSV-Luc at day 6 (Fig. 5A). Additionally, we performed a dose-response study 

to determine the minimal amount of bacterium 17 required to achieve its in vivo immunomodulatory 

effect. Mice were euthanized 1 or 2 d.p.i. to assess viral replication in the nasal cavities and lungs, as 

well as the associated immune response. As previously shown9,13, i.n. RSV-Luc infection of neonatal 

mice led to rapid viral replication in the nasal cavity, reaching 1.42 × 10⁵ ± 0.38 × 10⁵ and 0.89 × 10⁵ 

± 0.28 × 10⁵ photons/mg at 1 and 2 d.p.i., respectively (Fig. 5B). In PBS-treated neonates, lung 

replication was detectable at 1 d.p.i. (1.02 × 10⁴ ± 0.38 × 10⁴ photons/mg) and increased by 2 d.p.i. 

(2.09 × 10⁴ ± 0.32 × 10⁴ photons/mg), confirmed by RSV N gene expression (Fig. 5C-D). Bacterium 

17 significantly reduced nasal viral replication at 1 d.p.i. at all doses (3-4-fold, Fig. 5B), whereas only 

the 10⁶ CFU dose significantly lowered lung replication (0.098 × 10⁴ ± 0.047 × 10⁴ photons/mg, Fig. 

5C). The 10⁵ CFU dose showed delayed lung protection at 2 d.p.i., while the 10³ CFU dose had no 

effect, indicating that upper airway protection requires lower doses, whereas lung protection needs 

higher or delayed dosing (Fig. 5B-D). RSV infection in neonatal mouse lungs induced low IFN-I gene 

expression at 1 d.p.i. (Fig. 6A), and led to a slight, not significant, increase in BAL cellularity between 

1 and 2 d.p.i. (Fig. 6B), primarily due to neutrophil recruitment (Fig. 6D), as previously shown9,12,13. 

In neonates treated with high doses of bacterium 17, IFN-I gene expressions, and notably IFN-α, were 

increased at 1 d.p.i. (Fig.6A), while total BAL cells (Fig. 6B) and macrophages (Fig. 6C) remained 

unchanged. In contrast, neutrophil recruitment was significantly enhanced from 1 to 2 d.p.i., with an 

~8-fold increase at 2 d.p.i. in RSV-infected mice pre-treated with the highest doses of bacterium 17 

(Fig. 6D). Overall, these results demonstrate that neonatal exposure to bacterium 17 enhances early 

innate immune responses, leading to reduced RSV replication and dose-dependent protection of the 

lungs. 
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Fig. 5 : Early-life airway administration of bacterium 17 restricts RSV replication in neonatal mice. A. 

Experimental design. Three-days-old mice were treated with different quantities of bacterium 17 (103, 105 or 

106 CFU) or PBS vehicle at 3 and 5-days old by the intranasal (i.n., 10 µL) route. At 6-days old, mice were infected 

with RSV-Luc (7.2 x 104 PFU, 10 µL, i.n) and they were euthanized at 1 day after infection (d.p.i) or 2 d.p.i. to 

assess viral replication by luciferase activity assay in the lysats of nasal cavities (B) and lungs (C). D. The viral 

replication was evaluated by quantification of the RSV N gene expression. The level of expression was calculated 

by the formula 2-Cq with CQ = CqN gene-Cqreference genes. Results are expressed as mean  SEM. Data are 

representative of two independent experiment (n = 5-8 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Mann-

Whitney test. 
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Fig. 6 : Early-life airway administration of bacterium 17 enhances neonatal pulmonary immunity against 

RSV. Three-days-old mice were treated with different quantities of bacterium 17 (103, 105 or 106 CFU) or PBS 

vehicle at 3 and 5-days old (i.n., 10 µL) route. At 6-days old, mice were infected with RSV-Luc (7.2 x 104 PFU, 

10 µL, i.n) and they were euthanized at 1 or 2 d.p.i. A. IFN-I gene expression was measured by qRT-PCR in lung 

lysates at 1 d.p.i.. Gene expression levels were calculated using the 2-Cq method, with Cq values normalized to 

housekeeping gene. B. Cell counts were performed on BAL samples at 1 or 2 d.p.i.. Cellular infiltration in BAL 

was assessed by May-Grünwald-Giemsa staining to identify and differentiate macrophages (C) and polynuclear 

neutrophils (D) at 1 or 2 d.p.i.. Results are expressed as mean  SEM. Data are representative of two 

independent experiments (n = 5-8 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, Mann-Whitney test.  
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Bacterium 17 limits RSV spread in a translational airway model. 

Finaly, to validate the anti-RSV effect of bacterium 17 in a translational model, human primary airway 

epithelial cells cultured at the air-liquid interface were pre-exposed to bacterium 17 and 

subsequently infected with RSV expressing mCherry to visualize cellular RSV replication (Fig. 7A). 

Without bacterial pre-exposure, RSV replication was detectable at 48h post-infection, as shown by 

mCherry fluorescence. In contrast, bacterium 17 exposure markedly reduced mCherry activity 

compared to the control (Fig. 7B-C). No cytotoxicity was detected (Fig. 7D), and neither RSV 

exposure nor treatment with bacterium 17 induced the production of cytokines (IL-6, TNF- or IP-

10, Fig. Sup S4) in these experimental conditions. Type III interferons (IFN-) are produced by airway 

epithelial cells infected with influenza virus earlier than IFN-I, where they help limit viral spread 

without inducing inflammation37. As expected, RSV infection induced IFN-λ production in epithelial 

cells (Fig. 7E). Bacterium 17 did not affect IFN-λ, which it did not induce, so IFN-λ likely does not 

explain the reduced RSV replication. We then measured another antiviral factor, the antimicrobial 

peptide human β-defensin 2, in epithelial cells (Fig. 7F). This cationic molecule, secreted by lung 

epithelial cells, blocks RSV entry by destabilizing its envelope38. Bacterium 17 strongly induced β-

defensin 2 (2040 ± 571 pg/mL vs 65 ± 19 pg/mL in controls), whereas RSV alone triggered low levels 

(120 ± 32 pg/mL). Thus, pre-exposure to bacterium 17 markedly reduced RSV propagation in a 

human airway epithelium model without cytotoxicity, likely via enhanced β-defensin 2 secretion. 
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Fig. 7 : RSV replication in human primary airway epithelial cells is reduced by the pre-exposure to 

bacterium 17. A. Experimental design. Human primary bronchial epithelial cells cultured at the air liquid 

interface (MucilAir™) were first exposed to bacterium 17 (103 CFU/well) for 3h, followed by RSV expressing 

mCherry (RSV-mCherry, MOI = 0.1) infection or an incubation with mock. Supernatants and cell lysates were 

collected 48h after incubation. RSV replication was evaluated by detecting mCherry using microscopy (B, three 

images representative of six inserts) or a fluorescence plate reader (C). Results are expressed as the mean 

fluorescence intensity (MFI) observed in lysats of RSV-mCherry-infected cells, after subtraction of the 

background MFI from mock-infected controls (± SEM), and represent a pool of two independent experiments 

(n = 3 inserts per group per experiment, **P < 0.01, Mann-Whitney test). D. Cytotoxicity observed in MucilAir™ 

was measured by LDH activity assay. Results are expressed as mean  SEM. E. Bioactive IFN-λ was evaluated 

by measuring the response of HEK-Blue™ IFN-λ cells to the supernatants. SEAP activity was assessed using 

QUANTI-Blue™ Solution. The optical density (OD) at 630 nm is shown as mean ± SEM. F. -defensin 2 secretion 

in supernatants was evaluated by ELISA. E-F. Data represent a pool of two independent experiments (n = 9 

inserts per group, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, 2way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test). 
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Discussion 

The lung microbiota and its influence on RSV infection severity have recently been identified as 

critical research areas in the fight against bronchiolitis in young children26,27. While modulation of the 

lung microbiota or metabolites appears to be a promising strategy for strengthening immune 

defences in adults14,39, the impact during the critical period of lung mucosal development and 

susceptibility to RSV infection is yet unknown31. In this study, we demonstrated that the immune 

responses of neonatal mice to RSV infection, as well as their long-term consequences, could be 

favorably modulated by lung primo-colonizing bacterial strains given shortly after birth. In particular, 

using complementary cellular and in vivo approaches, we identified a commensal strain, bacterium 

17 (E. coli), that promoted protective type 1 immune responses and limited RSV replication in both 

mouse neonatal models and human epithelial cells.  

We employed a PCLS-based screening platform from neonatal mice to systematically and 

unbiasedly assess cytokine responses to a collection of primo-colonizing bacterial strains isolated 

from mouse neonatal lungs. This strain collection encompasses major bacterial families, ranging from 

Staphylococcus to Lactobacillus. While most Lactobacillus strains exhibited low immunostimulatory 

activity on neonatal PCLS, the majority of Staphylococcus strains induced a pro-inflammatory 

cytokine profile. In contrast, bacterium 17, identified as Escherichia coli, uniquely induced a strong 

polarized type-1 cytokine response, particularly IFN-γ and IL-12p70, without causing cytotoxicity, 

suggesting its potential to prime antiviral immunity in the neonatal lung. However, bacterium 17 also 

induced the production of IL-9, a cytokine linked to asthma and detected in airway aspirates of severe 

bronchiolitis patients40. Its role in early-life pulmonary mucosa and RSV pathology remains poorly 

understood41. Interestingly, bacterium 17 also induced the secretion of IL-22, which is known to 

promote epithelial barrier regeneration42, and whose beneficial inhibitory effect on RSV infection has 

been demonstrated in a neonatal mouse model43. Although cytokine accumulation during 24-hour 

PCLS-based screening prevents the evaluation of secretion kinetics or autocrine effects, this 

approach nevertheless reveals the broad potential of early-life lung primo-colonizing bacteria to 

induce immune stimulation and polarization, highlighting their potential role in shaping pulmonary 

immunity and disease susceptibility during early-life. Bacterium 17 differed markedly from the other 

lung primo-colonizing strains tested due to its unique ability to limit RSV replication in both PCLS 

and a human airway epithelium model, underscoring its translational relevance. It is interesting to 

note that strains taken individually may display disease-specific immunobeneficial effects. Indeed, 

bacterium 24, previously shown to be protective in a juvenile asthma model20, had neither a 

protective nor a detrimental effect on RSV replication in this study. These findings underscore the 

diverse immunomodulatory potential of bacteria within the pulmonary microbiota. Functionally, the 

antiviral activity of bacterium 17 in human epithelial cells appeared to be independent of IFN-λ and 

was associated with increased production of β-defensin 2, a known host defense peptide capable of 

destabilizing the viral envelope, thereby indirectly interfering with RSV entry and/or propagation38. 

Our study also demonstrated that bacterium 17 can prime anti-RSV immunity in neonatal AM by 

enhancing their production of IFN-I. Thus, bacterium 17 confers innate protective immunity to the 

lung mucosa in early-life. 

Our in vivo studies confirmed the ability of bacterium 17 to reduce RSV replication in the upper 

and lower respiratory tracts of neonatal mice. The degree of protection was dose-dependent and 
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associated with an induction of IFN-I expression, as well as increased neutrophil recruitment. The 

role of the neutrophils recruited in bacterium 17-treated mice, with or without RSV infection, remains 

unclear, particularly regarding their protective versus pathological effects in neonates44. Nevertheless, 

early-life exposure to bacterium 17 mitigated long-term immunopathology upon re-exposure to RSV 

in adulthood. Mice treated with bacterium 17 exhibited a relatively stable body weight curve with no 

major alterations following viral reinfection, a shift toward type 1 immunity (increased IgG2a, 

decreased IgG1), and reduced eosinophilic infiltration. These data indicate that early-life 

administration of bacterium 17 induces protective immunomodulation in the lung mucosa, 

mitigating the long-term consequences of type 2 immune imprinting established by neonatal RSV 

infection. Although colonization was not assessed, our study highlights the importance of dosing 

relative to the targeted respiratory region. For instance, the instillation of 10⁶ CFU into the lungs of 

a neonatal mouse represents a substantial bacterial load compared to the naturally sparse neonatal 

lung microbiota20. Higher doses were required to confer early protection in the lungs, whereas lower 

doses sufficed for the upper airways. This likely reflects the larger tissue surface of the lungs that 

must be exposed to the bacteria, rather than differences in microbiota density, which is already low 

in the pulmonary mucosa45. However, before proposing this bacterial strain as a therapeutic 

candidate for early immunomodulation to prevent acute and chronic RSV-related diseases, it is 

essential to elucidate the molecular pathways underlying its immunostimulatory effects in both 

epithelial and immune cells. Future studies should determine whether the beneficial effects of 

bacterium 17 require live microorganisms, which colonize tissues and are likely more effective than 

inert components to produce metabolites. Testing conditioned supernatants could then clarify the 

contribution of bacterial metabolic activity, such as acetate production in vitro (data not shown), a 

metabolite known to enhance antiviral responses in AM during RSV infection46,47. Indeed, in an adult 

context, airway administration of Lactobacillus or Corynebacterium strains48,49, or a standardized 

bacterial lysate derived from human respiratory strains50 are associated with a better resistance of 

mice to RSV challenge. Morever, higher acetate levels boosts the IFN-β response of AM and epithelial 

ISG expression, reducing viral load and pulmonary inflammation in RSV-infected adult mice46,47. 

Overall, this study reveals that the immune responses of neonatal mice to RSV infection, as well 

as their long-term consequences, can be favorably modulated by early-life lung-colonizing bacterial 

strains. These results reinforce the notion that the neonatal lung microbiota plays a key role in 

shaping pulmonary immune responses, and that its disruption, for example by antibiotics, can have 

profound and lasting effects on host immunity and respiratory vulnerability24. A recent study in 

pediatric RSV cohorts indicates that persistent respiratory symptoms during the convalescence phase 

are associated with disruptions of the respiratory microbiota28. It would be interesting to explore the 

potential beneficits of bacterium 17 during recovery. 
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Supplemental figure legends 
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Supplemental Fig. 1 : Cytokines production of precision-cut lung slices (PCLS) from neonatal mice in 

response to exposure to lung primo-colonizing bacteria. The lungs from 6-day-old mice were isolated and 

cut with a Krumdieck tissue slicer to obtain PCLS. They were next exposed to bacteria (50 CFU/well) or cultured 

in medium control. Supernatants were collected 16h after stimulation with bacterial strains or , and cytokine 

production was assessed using the 15-plex Mouse ProcartaPlex™ immunoassay. A. Pro-inflammatory cytokine 

secretion (GM-CSF, IL-6, IL-1, TNF-). B. Secretion of cytokine associated with type 1 immune response (IL-

18). C. Secretion of cytokines associated with type 2 immune response (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13). D. Secretion of 

cytokines associated with type 17/22/9 immune response (IL-17A, IL-22, IL-9). E. Secretion of IL-2 associated 

with cellular proliferation response. Results are expressed as mean  SEM and represent a pool of five 

independent experiments (n = 2-5 biological replicate samples/condition). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

and ****P < 0.0001 between the control medium and the bacteria-exposed condition (ANOVA, Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s post-hoc test). D. The heat map illustrates the median ratios of cytokine production 

(IFN-, IL-12p70, IL-18, GM-CSF, IL-10, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-6, IL-9, IL-2, IL-1, TNF-) between the 

bacteria-exposed condition and the control medium for cytokine production after 16h of exposure, based on 

the histograms shown in Figure S1. For each condition and cytokine, the ratios shown in the heatmaps were 

calculated using the following formula: ratio = (average of the stimulated conditions)/(average of the control 

conditions). Ratios were entered into Morpheus online software (Broad Institute) to obtain the heatmaps. 
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Supplemental Fig. 1 : Cytokines production of precision-cut lung slices (PCLS) from neonatal mice in 

response to exposure to lung primo-colonizing bacteria. The lungs from 6-day-old mice were isolated and 

cut with a Krumdieck tissue slicer to obtain PCLS. They were next exposed to bacteria (50 CFU/well) or cultured 

in medium control. Supernatants were collected 16h after stimulation with bacterial strains or , and cytokine 

production was assessed using the 15-plex Mouse ProcartaPlex™ immunoassay. A. Pro-inflammatory cytokine 

secretion (GM-CSF, IL-6, IL-1, TNF-). B. Secretion of cytokine associated with type 1 immune response (IL-

18). C. Secretion of cytokines associated with type 2 immune response (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13). D. Secretion of 

cytokines associated with type 17/22/9 immune response (IL-17A, IL-22, IL-9). E. Secretion of IL-2 associated 

with cellular proliferation response. Results are expressed as mean  SEM and represent a pool of five 

independent experiments (n = 2-5 biological replicate samples/condition). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

and ****P < 0.0001 between the control medium and the bacteria-exposed condition (ANOVA, Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s post-hoc test). D. The heat map illustrates the median ratios of cytokine production 

(IFN-, IL-12p70, IL-18, GM-CSF, IL-10, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-6, IL-9, IL-2, IL-1, TNF-) between the 

bacteria-exposed condition and the control medium for cytokine production after 16h of exposure, based on 

the histograms shown in Figure S1. For each condition and cytokine, the ratios shown in the heatmaps were 

calculated using the following formula: ratio = (average of the stimulated conditions)/(average of the control 

conditions). Ratios were entered into Morpheus online software (Broad Institute) to obtain the heatmaps.  
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Supplemental Fig. 2 : Bronchoalveolar cellular response to intranasal exposure to bacterium 17 in 

neonatal mice. A. Experimental design. Three-day-old mice were treated intranasally with bacterium 17 (10⁶ 

CFU, i.n., 10 µL) or PBS vehicle at days 3 and 5 of age. At day 7 and 8 of age, mice were euthanized and BAL 

were collected. B. Total cell counts in BAL samples. Cellular composition in BAL was assessed by May-Grünwald-

Giemsa staining to identify and differentiate macrophages (C) and neutrophils (D). Results are expressed as 

mean  SEM (n = 3 per group). *P < 0.05 between the PBS- and the bacteria-exposed condition (ANOVA, 

Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test).  
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Supplemental Fig. 3 : Early-life airway delivery of bacterium 17 prevents weight loss during during RSV 

reinfection in adulthood and shapes the adaptive antibody response. A. Experimental design. Three-day-

old mice were treated intranasally with bacterium 17 (10⁶ CFU, i.n., 10 µL) or PBS vehicle at days 3, 5, 8, and 10 

of age. On postnatal day 6, mice were infected intranasally with RSV-A2 (2.3 × 10⁴ PFU in 10 µL), followed by a 

second infection with RSV-A2 (2.3 × 10⁵ PFU in 100 µL, i.n.) at 8 weeks of age. B-E. Mice were euthanized at 7 

or 9 d.p.i. to assess cellular infiltration in the bronchoalveolar lavage (BAL). B. Total cell counts in BAL. Cellular 

infiltration in BAL was assessed by May-Grünwald-Giemsa staining to identify and differentiate macrophages 

(C), neutrophils (D), and lymphocytes (E) at 7 or 9 d.p.i.. Results are expressed as mean  SEM. Data are 

representative of two independent experiments (n = 5-9 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, Mann-Whitney test. 
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Supplemental Fig. 4 : Cytokine response to RSV infection in primary human airway cells with or without 

Bacterium 17 pre-exposure. Human primary bronchial epithelial cells cultured at the air liquid interface 

(MucilAir™) were first exposed to bacterium 17 (103 CFU/well) for 3h, followed by RSV expressing mCherry 

(RSV-mCherry, MOI = 0.1) infection or an incubation with mock. Basal medium and cell lysates were collected 

48h after incubation. IL-6, TNF- or IP-10 concentrations in basal medium were assessed using Luminex 

immunoassay. Means  SEM are represented. 
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2-3 Résultats supplémentaires non publiés 

2-3-1 Étude du paysage immunitaire pulmonaire néonatal en réponse à l’exposition 

à une bactérie primo-colonisatrice des poumons 

L’ensemble des résultats présentés dans l’article précédent met en évidence le rôle 

immunomodulateur de la bactérie 17 dans le contexte de l’infection par le VRS. L’administration de 

cette souche in vivo a conduit à une diminution de la réplication virale dans les poumons, corrélée à 

un recrutement plus efficace de PNN au site d’infection. Ces observations suggèrent que la bactérie 

17 favorise l’établissement d’un environnement immunitaire pulmonaire plus réactif et mieux adapté 

à la lutte contre l’infection par le VRS. Dans la continuité de ces travaux, nous avons cherché à mieux 

caractériser l’impact de cette bactérie sur la composition et la distribution des principales populations 

cellulaires de la muqueuse pulmonaire néonatale après exposition à la bactérie 17, afin d’évaluer son 

influence sur l’état basal du compartiment immunitaire pulmonaire. 

L’effet de la bactérie 17 sur les cellules immunitaires de la muqueuse pulmonaire a été évalué 

par cytométrie en flux. Dans ce protocole, des souriceaux Balb/c ont reçu par voie intranasale la 

bactérie 17 ou du PBS, aux jours trois et cinq de vie. Les poumons, prélevés à six jours de vie, ont été 

soumis à une lyse mécanique pour obtenir une suspension cellulaire, qui a ensuite été marquée à 

l’aide de cocktails d’anticorps pour permettre l’identification des principales populations de cellules 

immunitaires (Figure 33A). Parmi les cellules vivantes, nous avons observé que l’exposition à la 

bactérie 17 fait augmenter la présence des leucocytes (CD45+) dans le tissu pulmonaire. De plus, au 

sein de la lignée myéloïde, nous observons une augmentation significative du pourcentage de PNN 

et de lymphocytes (Lc) ne présentant pas les marqueurs des Lc T (CD3+) ni B (CD19+) chez les animaux 

exposés à la bactérie 17 (Figure 33B). Cette observation nous a orienté vers l’étude des Lc 

appartenant à l’immunité innée que sont les ILC. Cette nouvelle analyse a mis en évidence 

l’augmentation de la proportion de Lc NK au sein des cellules exprimant le marqueur NKp46 chez 

les animaux exposés à la bactérie 17, mais cette augmentation n’est pas significative (Figure 33B). 

Ces résultats montrent que l’exposition à la bactérie 17 induit une augmentation du nombre de 

cellules immunitaires, dont les PNN et les Lc NK, cellules d’intérêt contre l’infection par le VRS 

(Openshaw 2001), suggérant un remodelage du paysage immunitaire pulmonaire néonatal. 
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Figure 33 : Identification des cellules immunitaires de la muqueuse pulmonaire suite à l’exposition à la 

bactérie 17 chez des souriceaux Balb/c de 6 jours de vie. (A) Schéma expérimental. Les souriceaux ont été 

exposés à la bactérie 17 à 3 et 5 jours de vie par voie intranasale. Après euthanasie à 6 jours de vie, les poumons 

ont été prélevés afin de réaliser une suspension cellulaire après broyage mécanique des tissus. (B) Les cellules 

totales des suspensions cellulaires ont été dénombrées au microscope sur cellules de Kovaslide puis marquées 

grâce à trois panels d’anticorps permettant l’identification des populations de cellules immunitaires 

pulmonaires. Les panels et stratégies d’identification des cellules sont communes à la figure 32. La fréquence 

des cellules immunitaires est exprimée en pourcentage parmi les cellules vivantes. La fréquence des différentes 

lignées et des PNN est exprimée en pourcentage parmi les leucocytes (CD45+) et la fréquence des Lc NK est 

exprimée en pourcentage au sein de leur population d’origine, les cellules NKp46+ (voir stratégie 

d’identification en annexe 1). Test statistique utilisé : en cas de normalité dans la distribution des échantillons, 

le t-test a été utilisé, dans le cas contraire, la version non paramétrique a été appliquée (Mann-Whitney). * 

p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 et ns : non significatif. Les données sont issues d’une expérimentation unique. 
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2-3-2 Effets de l’administration d’une souche de bactérie primo-colonisatrice des 

poumons sur la réplication du VRS-Luc et la réponse immunitaire chez la souris adulte 

La période néonatale influence à la fois la composition et la réactivité des cellules immunitaires 

de la muqueuse pulmonaire, ce qui explique les différences de réponse face à l’infection par le VRS 

entre souriceaux et adultes. Chez les nouveau-nés, la muqueuse pulmonaire se caractérise par un 

environnement immunitaire tolérogène, qui la rend plus vulnérable aux infections. Nous avons 

formulé l’hypothèse que l’administration de la bactérie 17 pourrait remodeler ce paysage 

immunitaire néonatal et ainsi rapprocher la réponse des souriceaux, de celle des adultes. Grâce au 

modèle d’infection en période néonatale, nous avons pu montrer que l’administration de la bactérie 

17 avant l’infection par le VRS réduit la réplication virale chez les souriceaux. Cet effet s’accompagne 

d’un meilleur recrutement des PNN in vivo et d’une augmentation de la production d’IFN-I par les 

macrophages alvéolaires in vitro. Pour compléter ces données, nous avons comparé la réponse 

immunitaire des souriceaux à celle des souris adultes dans le modèle expérimental d’exposition à la 

bactérie 17 avant l’infection par le VRS. 

Pour cela, des souris Balb/c adultes ont reçu par voie nasale la bactérie 17 ou une solution 

saline (PBS) trois jours et un jour avant l’infection par une souche recombinante de VRS exprimant la 

luciférase (VRS-Luc) ou par du surnageant de culture cellulaire utilisé pour la production virale (Mock) 

(Figure 34A). Tous les animaux ont été euthanasiés à quatre jours post-infection, correspondant au 

pic de réplication du VRS dans les souris adultes BALB/c (Rameix-Welti et al. 2014). Les souris 

infectées par le VRS-Luc ont présenté une légère perte de poids à 2 et 3 jpi, perte de poids qui est 

corrigée par le prétraitement avec la bactérie 17 (Figure 34B). Le prétraitement avec la bactérie 17 

réduit significativement la réplication virale quantifiée par la mesure de la bioluminescence au niveau 

des fosses nasales (Figure 34C) et des lysats pulmonaires (Figure 34D) par rapport aux témoins non 

traités.  
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Figure 34 : L’administration préventive de la bactérie 17 chez les souris adultes interfère avec la 

réplication du VRS-Luc et modifie le recrutement des cellules inflammatoires pulmonaires. (A) Schéma 

expérimental. La bactérie 17 ou une solution saline contrôle (PBS) ont été administrées par voie intranasale à 

des souris BALB/c à J-3 et J-1 avant une infection par le VRS-Luc. Les animaux ont tous été euthanasiés à 4 

jours post-infection. (B) L’état de santé des animaux a été évalué pendant toute la durée de l’expérimentation 

par mesure du poids (g). La perte de poids (%) est calculée en rapportant les poids des animaux après l’infection 

à leur poids avant l’infection. (C) Image illustrant l’émission de bioluminescence in vivo detecté à l’IVIS 

spectrum. (D) La réplication du VRS-Luc a été mesurée par la détection de la bioluminescence 

(photon/sec/cm2/sr) émise par les broyats de poumons en présence du substrat de la luciférase, la luciférine, 

puis rapportée aux poids des poumons. (E) Coloration de MGG du LBA permettant l’identification 

morphologique des cellules immunitaires. (F) Les cellules totales des LBA ont été dénombrées au microscope 

sur cellules de Kovaslide. Après cytocentrifugation et coloration de MGG des LBA la formule cellulaire est 

établie d’après le compte de 200 cellules. (G) Les concentrations en chémokines ont été dosées dans les 
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broyats de poumons en multiplex et analysées avec le logiciel BioPlex puis rapportées aux poids de poumons. 

(H) La myélopéroxydase (MPO) a été dosée dans les LBA par mesure de son activité enzymatique, évaluée par 

une technique basée sur l'oxydation d'un substrat chromogène en présence de peroxyde d’hydrogène. La 

mesure de l’absorbance à 460 nm permet de quantifier l’activité de la MPO. Test statistique réalisé avec le 

logiciel GraphPad Prism V8.1.1(GraphPad Software, Inc.), en cas de normalité dans la distribution des 

échantillons, le t-test a été utilisé, dans le cas contraire, la version non paramétrique a été appliquée (Mann-

Whitney). * p<0,05, **p<0,01 et ns : non significatif. Les données sont issues d’une expérimentation. 

 

Afin d’explorer le lien entre la diminution de la réplication virale et le recrutement cellulaire, 

nous avons analysé par cytométrie en flux les populations présentes dans les fosses nasales et 

caractérisé la composition cellulaire du lavage broncho-alvéolaire (LBA) après coloration de May-

Grünwald Giemsa (MGG) (Figure 34E). L’administration de la bactérie 17 n’a pas modifié la 

composition cellulaire au niveau nasal (données non présentées). En revanche, le LBA des souris 

infectées présentait une augmentation significative du nombre total de cellules, effet encore plus 

marqué chez les animaux prétraités avec la bactérie 17. L’analyse morphologique au microscope a 

montré que cette augmentation cellulaire correspondait essentiellement à des PNN chez les animaux 

infectés, alors que chez ceux ayant reçu la bactérie 17, elle concernait majoritairement des Lc (Figure 

34F). Le dosage dans les LBA de la myéloperoxydase (MPO), enzyme présente dans les membranes 

des pahgosomes des PNN pour produire des ions superoxides, a permis de révéler une activité 

importante des PNN dans le groupe des animaux infectés par le VRS-Luc par rapport aux animaux 

témoins (Figure 34H). Le traitement par la bactérie 17 des animaux infectés prévient cette activation 

des PNN (Figure 34H). Enfin, le dosage multiplex des chimiokines dans les lysats pulmonaires a 

révélé une quantité plus importante des chimiokines CXCL1, CXCL2 et CCL7 impliquées dans le 

recrutement des PNN chez les animaux infectés par rapport aux animaux non infectés. Le pré-

traitement des animaux infectés par la bactérie 17 réduit significativement la production de CXCL1, 

CXCL2 et CCL7 (Figure 34G). Cet effet du traitement par la bactérie 17 chez les souris infectées est 

cohérent avec le plus faible recrutement de PNN et leur plus faible niveau d’activation.  

2-3-3 Conclusion 

Pris dans leur globalité, nos résultats mettent en évidence la capacité de la bactérie 17 à limiter 

l’infection par le VRS en modulant la réponse immunitaire, selon des mécanismes distincts chez les 

souriceaux et chez les adultes. Chez les souriceaux, la diminution de la réplication virale 

s’accompagne d’un recrutement de PNN, tandis que chez les adultes, si l’infection par le VRS induit 

également un afflux de PNN, le contrôle de la propagation virale semble plutôt associé à la présence 

de Lc. Ainsi, la bactérie 17 exerce un effet conservé sur la réplication virale entre les deux groupes 

d’âge, mais dans un environnement cellulaire propre à chaque âge, suggérant que le contexte 

néonatal et l’infection par le VRS influencent différemment le paysage immunitaire pulmonaire. Ces 

observations soulèvent par ailleurs la question de la nature des mécanismes impliqués : la présence 

d’une bactérie vivante est-elle nécessaire pour induire cet effet, ou des éléments bactériens inertes 

pourraient-ils suffire ? Ce point pourrait être mis en perspective avec la troisième partie du travail, 

qui explore précisément l’impact d’éléments bactériens inertes.   



 - 121 - 

3-Effets de l’administration d’un postbiotique en période néonatale sur l’évolution de 

l’infection par le VRS 

3-1 Introduction 

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’un projet collaboratif avec le laboratoire PiLeJe, visant à 

étudier l’impact d’une supplémentation en postbiotique sur l’infection par le VRS au cours de la 

période néonatale. Les postbiotiques ont été définis par l’OMS en 2021 comme des « préparations 

de microorganismes inanimés et/ou de leurs composants qui confèrent un bénéfice pour la santé de 

l’hôte ». Contrairement aux probiotiques, les postbiotiques ne contiennent pas de microorganismes 

vivants, mais peuvent inclure des fragments cellulaires et des métabolites issus du métabolisme des 

microorganismes. L’ensemble de ces composants peut exercer diverses activités biologiques, 

notamment antibactériennes, antioxydantes ou immunomodulatrices (pour revue Mosca et al., 2022). 

L’utilisation de postbiotiques présente plusieurs avantages par rapport aux probiotiques : 1) sur le 

plan de la sécurité : aucun risque de transmission de gènes de résistance aux antibiotiques ni de 

bactériémie, ce qui leur confère un profil d’innocuité favorable, notamment chez les populations 

vulnérables (nouveau-nés, individus immunodéprimés), 2) sur le plan de l’efficacité : les composés 

actifs sont directement disponibles dans l’intestin, sans nécessiter l’implantation préalable d’une 

souche vivante au sein du microbiote, et ces composés ne sont pas inactivés par un traitement 

antibiotique, et 3) sur le plan pratique : les postbiotiques sont plus stables que les probiotiques, avec 

des conditions de conservation simplifiées. 

Si les postbiotiques font actuellement l’objet d’un intérêt croissant, un nombre limité d’entre 

eux a prouvé leur sécurité et leurs effets bénéfiques. Ainsi, en France, le seul postbiotique disposant 

de l’AMM est une association de Lactobacillus LB (Lactobacillus. fermentum et Lactobacillus. 

delbrueckii) et d’un milieu de culture fermenté, commercialisée sous le nom de Lactéol®. Aucune 

étude ne décrit à ce jour les effets de l’administration de postbiotique en période néonatale. C’est 

pourquoi nous nous sommes intéressés à leur effet bénéfique potentiel face à l’infection par le VRS, 

en collaboration avec le laboratoire Pileje, spécialisé dans les solutions de santé autour de la nutrition 

et des microbiotes. 

Bien que l’approche conceptuelle reste proche de celle décrite précédemment, le modèle 

animal mis en place dans ce projet présente plusieurs différences majeures, notamment concernant 

la voie d’administration (orale versus intranasale), la nature de la souche utilisée (préparation 

tyndallisée versus souche vivante) et l’âge des animaux lors de l’infection par le VRS (vingt et un jours 

versus six jours). Cette durée de 21 jours a été choisie pour refléter le protocole de traitement utilisé 

dans les essais cliniques pédiatriques (Szajewska et al. 2013; Savino et al. 2010). 

Dans ce protocole, les animaux ont reçu quotidiennement, par gavage, soit le postbiotique 

(Bifidobacterium. breve LA708, B. breve LA708) soit une solution saline, à partir de cinq jours de vie 

et jusqu’au jour de l’euthanasie. 

La réplication du virus recombinant VRS-Luc a été suivie par mesure de la bioluminescence in 

vivo. La réponse immunitaire a été évaluée par l’analyse de l’infiltrat cellulaire dans les LBA, le dosage 

des cytokines et la caractérisation des populations immunitaires pulmonaires. 
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3-2 Résumé de conférence “13th Probiotics, Prebiotics and New Foods”  

 

A postbiotic supplementation in early life impacted Respiratory Syncytial Virus infection in 

mice 

C. Chottin, S. Holowacz, C. Ferret, S. Riffault, E. Jacouton, D. Descamps 

Revue des Maladies Respiratoires Volume 42, Issue 4, April 2025, Pages 212-213 

doi.org/10.1016/j.rmr.2025.02.062  

 

Introduction 

The Respiratory Syncytial Virus (RSV) causes severe bronchiolitis in children with 30% of them 

affected each year. Infection in neonates is characterised by a Th2 immune response and a low Th1 

increasing the risk to develop asthma later. Oral probiotics supplementation reduced RSV infection 

by modulating the lung immune response [1]. However, no study describes nor the effect of 

postbiotics or inanimate bacteria in very early life. 

Methods 

Five-days-old BALBC mice were randomly divided into two groups, one receiving tyndallized 

Bifidobacterium breve LA708 (equivalent to 5 × 108 CFU before tyndallization) or the other PBS as 

negative control every day during 2 weeks. Luciferase recombinant RSV (205 × 103 pfu per animal) 

was intranasally inoculated at day 21 to half the mice in both groups (Fig 35A). Infection was 

recorded in vivo by bioluminescence in lung and snout at 1.4 and 10 days post infection (dpi). 

Animals were necropsied and tissues and bronchoalveolar fluid (BALF) were collected for analysis of 

viral replication (bioluminescence activity) and lung inflammation (luminex assay and cytometry). 

Results 

All infected animals showed a mean radiance of around 1 × 104 in lungs and 1 × 105 in snouts 

at 1 and 4 dpi confirming the infection. B. breve LA708 showed no effect on infection at 1dpi in either 

the snouts or lungs. However, animals supplemented with B. breve LA708 exhibited lower infection 

in snouts at 4 dpi compared with animals supplemented with PBS. Similarly, although all mice were 

free of infection at 10 dpi in the LA708 group, a few mice still exhibited lung infection in the PBS one. 

An analysis of the immune response was then performed to decipher the effect of the strain. At 1 

dpi, infected animals supplemented with B. breve LA708 showed a higher but non-significant number 

of polynuclear neutrophils and lymphocytes in BALF compared with infected control mice (P = 0.13) 

without affecting the total number of cells. Similarly, it seemed that IFN-b, TNF-a and IL-6 were 

increased in the lungs of animals supplemented with B. breve LA708 compared with infected control 

mice at 4 dpi (Fig 35B). At 4 and 10 dpi, lungs of infected neonates supplemented with B. breve 

LA708 expressed an increased level of CD45+ leucocytes compared to those supplemented with PBS 

with an enhance on the proportion of CD8+ lymphocytes, NK cells and type 1 innate lymphoid cells 

(ILC1) among lymphocytes (Fig 35C). 

Conclusion 

https://doi.org/10.1016/j.rmr.2025.02.062
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These data indicated that early supplementations with the postbiotic B. breve LA708 reduced 

infection in neonates, probably through a faster recruitment of innate immune cells and an activation 

of Th1 response in the lungs. 
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Figure 35 : L’administration préventive de Bifidobacterium breve LA708 chez les souris permet une 

élimination plus rapide du VRS-Luc et oriente la réponse immunitaire pulmonaire vers un profil Th1. 

(A) Schéma expérimental. B. breve ou une solution saline contrôle (PBS) ont été administré par voie orale à des 

souris BALB/c à partir de 5 jours de vie et jusqu’à l’euthanasie. A 21 jours, les animaux ont été infectés par le 

VRS-Luc. (B) La réplication du VRS-Luc a été mesurée par la détection de la bioluminescence 

(photon/sec/cm2/sr) in vivo après anesthésie des animaux et injection intramusculaire de la Luciférine. Les 

cellules totales des LBA ont été dénombrées au microscope sur cellules de Kovaslide. Après cytocentrifugation 

et coloration de MGG des LBA la formule cellulaire est établie d’après le compte de 200 cellules. Les 

concentrations en cytokines ont été dosées dans les broyats de poumons en multiplex et analysées avec le 

logiciel BioPlex puis rapportées aux poids de poumons. (C) Les poumons ont été prélevés afin de réaliser une 

suspension cellulaire après broyage mécanique des tissus. La suspension cellulaire a été marquée grâce à un 

panels d’anticorps permettant l’identification des populations de cellules immunitaires pulmonaires. La 

fréquence des leucocytes est exprimée en pourcentage parmi les cellules vivantes. La fréquence des différentes 

populations de lymphocytes est exprimée en pourcentage parmi les leucocytes (CD45+) (voir stratégie 

d’identification en annexe 1). Test statistique réalisé avec le logiciel GraphPad Prism V8.1.1(GraphPad Software, 

Inc.) : en cas de normalité dans la distribution des échantillons, le test ANOVA a été utilisé, dans le cas contraire, 

la version non paramétrique a été appliquée (Kruskal-Wallis). * p<0,05, **p<0,01 et ns : non significatif. Les 

données en B sont issues de trois expérimentations et les données en C sont issues d’une expérimentation.  
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3-3 Conclusion 

L’administration orale de B. breve LA708 n’a pas modifié la réplication virale à 1 jpi dans les 

poumons ou les fosses nasales, mais a permis de réduire significativement l’infection nasale à 4 jpi 

(au contraire des poumons) et finalement d’accélérer la clairance virale. En effet, aucune réplication 

virale n’est détectée à 10 jpi dans les poumons des individus traités par le postbiotique. Sur le plan 

immunitaire, les animaux ayant reçu B. breve ont présenté une tendance à l’augmentation précoce 

des PNN et des Lc dans le LBA (1 jpi), ainsi qu’une production plus importante d’IFN-β, de TNF-α et 

d’IL-6 dans les lysats pulmonaires à 4 jpi. Cette modulation s’est accompagnée d’une infiltration 

pulmonaire accrue de cellules immunitaires (CD45⁺) et d’une proportion plus importante de Lc T 

CD8⁺, de Lc NK et d’ILC1, suggérant que B. breve LA708 favorise une activation plus efficace des 

réponses antivirales innées et adaptatives. 
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D. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

1- Modification de la réplication virale et la réponse immunitaire à l’infection par le 

VRS chez des souriceaux en absence de microbiote  

Le VRS constitue la principale cause d’infection respiratoire aiguë chez le nourrisson, pouvant 

évoluer vers une bronchiolite sévère. Cette susceptibilité accrue reflète les particularités du système 

immunitaire à cet âge. Par ailleurs, une infection précoce par le VRS est associée à des séquelles 

respiratoires à long terme, telles que des épisodes d’infections récurrentes ou un risque accru de 

développer de l’asthme. Ces éléments soulignent l’importance des premières interactions (Figure 

36) entre le virus et le système immunitaire néonatal. Parallèlement, de nombreuses études ont mis 

en évidence le rôle essentiel du microbiote, tant intestinal que respiratoire, dans la maturation des 

réponses immunitaires postnatales. C’est dans ce contexte que nous avons exploré, à l’aide d’un 

modèle murin néonatal axénique, l’impact de l’absence de microbiote sur la réplication du VRS et 

sur la réponse immunitaire pulmonaire. 

 

 

Figure 36 : Caractéristiques de la muqueuse pulmonaire en période néonatale. Le processus 

d’alvéolarisation, initié in utero va se poursuivre pendant plusieurs années après la naissance. Des cellules 

immunitaires s’installent progressivement dans la muqueuse pulmonaire et acquierent une réactivité en 

fonction de l’environnement local. De plus, des microorganismes colonisent le tractus respiraoire. 

 

1-1 Impact du statut axénique sur la cinétique de réplication virale 

Nos résultats mettent en évidence une cinétique de réplication virale distincte témoignant 

d’une clairance virale efficace chez les souriceaux EOPS contrairement aux souriceaux axéniques. 

Chez ces derniers les mesures de charge virale ont montré une persitence de la detection du VRS 

avec une forte variabilité d’intensité entre les expérimentations. Cette hétérogénéité pourrait en 

partie résulter de contraintes techniques liées à l’instillation intranasale chez le souriceau axénique, 

manipulé en isolateur, où la petite taille des animaux rend le dépôt de l’inoculum moins précis. 

Néanmoins, malgré ces limites expérimentales, ces données constituent une première démonstration 
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de l’impact potentiel de l’absence de microbiote sur la réplication du VRS en période néonatale. A 

ce jour, une seule étude rapporte l’impact de l’infection de souriceaux axéniques avec le VRS sur 

l’installation du microbiote intestinal, sans montrer les conséquences pulmonaires de la réplication 

virale (Ethridge et al. 2025). L’observation d’une cinétique virale atypique chez les animaux axéniques 

suggère que la présence du microbiote pourrait participer, directement ou indirectement, à la 

maîtrise de la réplication virale, possiblement via la modulation du signal basal des réponses 

immunitaires innées. 

1-2 Rôle du microbiote dans l’activation précoce de la réponse antivirale 

Afin d’évaluer la réponse inflammatoire locale induite par l’infection, nous avons analysé les 

cellules présentes dans les LBA, qui reflètent le recrutement effectif des cellules immunitaires dans la 

lumière pulmonaire. La réponse inflammatoire, plus rapide ches les souriceaux EOPS est composée 

de PNN. Chez les souriceaux axéniques, nos résultats sont moins précis sur la nature de l’infiltration, 

en raison d’une grande disparité ente les échantillons, mais dans deux des trois expérimentations 

réalisées, ce sont les PNE qui ont été majoritairement identifiés. À ce jour, la littérature ne rapporte 

pas d’analyse du LBA dans un modèle néonatal axénique, rendant impossible une comparaison 

directe avec des données publiées. Le faible afflux cellulaire que nous observons reste néanmoins 

compatible avec la physiopathologie de l’infection néonatale au VRS, caractérisée par une réponse 

inflammatoire limitée (Cormier et al. 2010). 

La production rapide d’interférons de type I et III constitue un pilier de la défense antivirale 

innée. Produites en réponse à la détection du virus par les cellules épithéliales et myéloïdes, ces 

cytokines induisent l’expression de gènes stimulés par les interférons (ISG) aux fonctions antivirales 

et immunomodulatrices, permettant de limiter la réplication virale et d’orchestrer les réponses 

immunitaires précoces. Cette induction rapide et marquée des transcrits d’IFN-III et d’IFN-β, ainsi 

que des ISG, observée chez les souriceaux EOPS mais retardée ou absente chez les souriceaux 

axéniques, s’aligne avec des travaux antérieurs soulignant le rôle du microbiote dans la préparation 

du système immunitaire aux infections virales. En effet, plusieurs études, réalisées chez l’adulte, ont 

montré que l’absence de microbiote ou sa déplétion par antibiotiques réduit la signalisation des  IFN-

I et l’induction des ISG (Ganal et al. 2012; Schaupp et al. 2020). Dans le modèle d’infection VRS, 

l’administration de métabolites microbiens (par exemple l’acétate) permet d’augmenter l’IFN-β et les 

gènes ISG pulmonaires et de réduire la charge virale. (Antunes et al. 2019). Toutefois, certains travaux 

réalisés chez le souriceau nouveau-né montrent que la réponse IFN-λ basale peut être indépendante 

du microbiote, suggérant une maturation intrinsèque du tissu épithélial en période néonatale (Reyes 

et al. 2025). Nos données indiquent que, dans le contexte néonatal, l’absence de microbiote retarde 

ou inhibe l’activation antivirale précoce, ce qui se traduit par une absence de clairance virale. Ces 

éléments renforcent l’hypothèse selon laquelle la colonisation microbienne intervenant tôt dans la 

vie est un facteur clé pour la mise en place de la voie IFN et de la réponse antivirale pulmonaire. 

1-3 Le microbiote contribue-t-il à façonner le paysage immunitaire pulmonaire néonatal ? 

Ces observations nous ont conduits à nous interroger sur l’existence de différences 

intrinsèques dans la composition du compartiment immunitaire pulmonaire des souriceaux avec ou 

sans flore et susceptibles d’expliquer la modulation de la réponse antivirale observée. Afin d’explorer 

cette hypothèse, nous avons analysé les populations cellulaires présentes dans la muqueuse 
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pulmonaire des souriceaux axéniques et EOPS âgés de six jours de vie à l’état basal par cytométrie 

en flux. 

Cette analyse a révélé des différences de composition entre les deux groupes. Les souriceaux 

axéniques présentent une proportion plus élevée de Lc B régulateurs CD5+ et de Monocytes Ly6C+, 

tandis que la proportion de PNN est plus faible que chez les souriceaux EOPS. L’augmentation de la 

proportion de Lc B régulateurs CD5+ observée dans les poumons des souriceaux axéniques est 

paradoxale au regard de la littérature, qui rapporte que la colonisation microbienne favorise 

généralement la prolifération de ces cellules (Yang et al. 2024). Ces Lc ne constituent pas une lignée 

distincte, mais représentent un état fonctionnel acquis par différentes sous-populations en réponse 

à des signaux cytokiniques (IL-1β, IL-6, IL-21, IL-35, BAFF, APRIL) (Fehres et al. 2019; Rosser et al. 

2014; Yeramilli et Knight 2010), ou passant par l’activation des TLR ou encore par les métabolites 

microbiens (AGCC) (Kim et al. 2016). Dans notre modèle, bien que la proportion de Lc CD5⁺ soit 

augmentée chez les animaux axéniques, cette différence n’est pas retrouvée en valeur absolue. Cela 

suggère que l’augmentation relative observée est probablement due à une diminution d’autres sous-

populations (cellules effectrices, mémoires,…) plutôt qu’à une expansion spécifique des cellules CD5⁺. 

Le marqueur CD5 est un marqueur impliqué dans la régulation du récepteur à l’antigène des Lc B et 

T (Berland et al. 2010), dans la tolérance des Lc B aux antigènes du soi (Henderson et al. 2015), ainsi 

qu’une fonction régulatrice (H. Li et al. 2019). Ainsi, l’augmentation relative des Lc B CD5+ pourrait 

être liée à un aspect physiologique du modèle axénique et pourrait contribuer à la réponse antivirale 

retardée et moins efficace observée chez ces animaux. Pour confirmer cette hypothèse, il serait 

intéressant d’évaluer leur capacité à produire de l’IL-10 après activation ex vivo en comparaison aux 

mêmes cellules issues des animaux EOPS et ainsi établir leur fonction régulatrice. 

Les différences observées au niveau des populations myéloïdes sont également notables. En 

effet, chez les souriceaux EOPS, la muqueuse pulmonaire présente à l’état basal une proportion plus 

importante de PNN. Or, cette population est augmentée dans les LBA des animaux infectés à 2 jpi, 

suggérant leur implication directe dans la réponse immunitaire précoce contre le VRS. À l’inverse, 

chez les souriceaux axéniques, nous avons observé une proportion plus élevée de Monocytes Ly6C+ 

à l’état basal, population qui ne semble toutefois pas être recrutée au site d’infection lors de la 

réponse antivirale. Cette observation soulève la question de la nature exacte des Monocytes Ly6C+ 

présents dans le poumon axénique. En effet, ce phénotype peut correspondre à des Monocytes 

inflammatoires classiques, ou à des cellules myéloïdes suppressives de type monocytaires (M-MDSC). 

Ces dernières partagent les mêmes marqueurs de surface que les Monocytes Ly6C+, rendant leur 

identification phénotypique seule insuffisante. Leur distinction repose sur des analyses fonctionnelles 

démontrant leur capacité à inhiber les réponses immunitaires adaptatives ou innées, notamment via 

la production d’arginase-1, d’oxyde nitrique ou de cytokines immunosuppressives telles que l’IL-10. 

La présence accrue de cellules Ly6C+ dans les poumons axéniques pourrait refléter un enrichissement 

en cellules à activité immunosuppressive, favorisant un microenvironnement régulateur défavorable 

à l’établissement d’une réponse antivirale efficace contre le VRS. Ce biais immunitaire pourrait 

expliquer la faible induction des gènes de la voie IFN-I et la cinétique retardée de la réponse cellulaire 

observées chez les souriceaux axéniques après infection par le VRS. Des analyses fonctionnelles 

complémentaires seront nécessaires pour déterminer la nature exacte de ces cellules Ly6C+ et leur 

impact sur la réponse antivirale pulmonaire dans le contexte axénique. 
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1-4 Limites et spécificités des modèles animaux utilisés 

L’utilisation de souris axéniques permet d’étudier l’impact global de l’absence de microbiote 

sur la réponse immunitaire néonatale. Cependant, ce modèle ne permet pas d’identifier la 

contribution de chaque microbiote aux effets observés. De plus, les animaux axéniques présentent 

des adaptations physiologiques et immunitaires propres à leur état, telles qu’une architecture 

pulmonaire modifiée (Yun et al. 2014) ainsi qu’une taille réduite des organes lymphoïdes (Zhang et 

al. 2016; Chung et al. 2012). Ces caractéristiques peuvent influencer la distribution et la fonction des 

cellules immunitaires, et compliquer l’interprétation directe des résultats en termes de rôle d’un 

microbiote normal. Ainsi, bien que le modèle axénique permette de démontrer l’importance du 

microbiote dans la maturation et l’activation des réponses antivirales, il reste nécessaire d’utiliser des 

modèles complémentaires, tels que la colonisation sélective avec des consortiums bactériens ou des 

mono-colonisations, pour identifier les espèces ou groupes bactériens spécifiques responsables de 

la modulation observée.  

L’un des points essentiels de cette étude réside dans la définition d’un groupe contrôle, de 

même fond génétique que les souris axéniques et présentant un microbiote représentatif. Pour cela, 

nous avons développé une souche EOPS, issue du transfert d’animaux axéniques dans l’animalerie 

EOPS, suivie d’une colonisation passive par cohabitation avec des congénères EOPS (Figure 37A). 

Cette approche permet d’obtenir un microbiote stable, dérivé de l’environnement animalier local, 

tout en conservant des conditions sanitaires contrôlées. La quantification des bactéries dans les fèces, 

réalisée vingt cinq jours après la cohabitation, a confirmé une colonisation efficace sur le plan 

quantitatif. Afin d’évaluer la stabilité du microbiote au cours du temps, un séquençage du gène 

codant pour l’ARN ribosomique 16S a été réalisé à partir des échantillons de fèces collectés vingt-

cinq jours après la cohabitation et après deux ans d’élevage. L’analyse de la diversité α (richesse 

spécifique) et de la diversité β (différences de composition entre groupes) permet de caractériser la 

structure du microbiote selon des unités taxonomiques opérationnelles (OTU, Operational 

Taxonomic Units), définies par un seuil de similarité de 97 % entre les séquences. 

La diversité α, qui reflète la richesse en espèces d’un écosystème, a été évaluée à l’aide des 

différents indicateurs (Figure 37B) (indices de Chao1, de Shannon,…), dont les valeurs ont été 

représentées graphiquement (Figure 37C). Les animaux EOPS_J présentent un indice de diversité α 

stable aux deux temps d’analyse, témoignant d’une stabilité du microbiote intestinal dans l’élevage 

EOPS. Après vingt-cinq jours de cohabitation, les souris Col_R affichent une diversité de microbiote 

significativement inférieure à celle des EOPS_J. En revanche, après deux ans d’élevage, la diversité 

bactérienne des EOPS_R est devenue comparable à celle des EOPS_J. La diversité β, qui mesure les 

différences de composition microbienne entre échantillons, montre que le microbiote des Col_R est 

différent de celui des EOPS. Après deux d’élevage, les EOPS_R ont un microbiote intestinal 

comparable à celui des EOPS_J (Figure 37D). 
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Figure 37. Analyse de la composition du microbiote intestinal des élevages des lignées C57BL/6. A. 

Stratégie de la recolonisation. L’ADN total a été extrait des échantillons de fèces des animaux Col_R, EOPS_R 

et EOPS_J à l’aide du kits DNeasy PowerSoil (Qiagen) après une étape de lyse mécanique avec billes (FastPrep 

Tissue Homogenizers). Les régions variables du gène 16S sont amplifiées à l’aide d’amorces spécifiques (ici 

régions V3–V4). Les amplicons sont purifiés puis séquencés sur une plateforme Illumina (MiSeq) en lecture 

paire (2x250 pb). On obtient ainsi des millions de séquences brutes représentant la diversité bactérienne de 

l’échantillon. Le traitement bioinformatique comprend une étape de suppression des séquences de faible 

qualité, des amorces et des chimères puis les lectures sont fusionnées et regroupées en unités taxonomiques 

(OTU). Chaque séquence représentative est comparée à une base de données de référence pour identifier la 

bactérie au niveau du genre et de l’espèce. Les indices de diversité alpha (B, C) et beta (D) ont été obtenu 

après analyse des OTU avec le logiciel Easy 16S. Les données sont issues d’une seule expérimentation. Test 

statistique : t-test, ** p<0,01. 
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1-5 Approches méthodologiques et perspectives d’analyse à résolution cellulaire 

L’ensemble des résultats présentés dans cette étude repose sur une approche de cytométrie 

en flux multiparamétrique, qui permet une identification des principales populations immunitaires 

du poumon néonatal. Cependant, elle reste limitée par la nécessité de panels d’anticorps prédéfinis 

et ne permet pas d’appréhender la diversité transcriptionnelle des cellules analysées. 

Dans cette perspective, le séquençage d’ARN sur cellule unique (scRNA-seq) représente une 

approche complémentaire particulièrement pertinente. Il permettrait d’accéder à une résolution 

moléculaire fine des cellules pulmonaires, de détecter des sous-populations rares ou transitoires et 

de mieux caractériser les états d’activation associés à la présence ou à l’absence de microbiote. De 

plus, cette approche non biaisée offrirait la possibilité d’identifier de nouveaux marqueurs ou voies 

de signalisation impliqués dans la régulation immunitaire néonatale. Combinée à des approches 

spatiales, elle permettrait également de reconstituer la cartographie fonctionnelle du tissu 

pulmonaire, en précisant les interactions entre les populations immunitaires et l’environnement local. 

Ainsi, l’intégration du scRNA-seq dans l’étude du modèle axénique en comparaison avec des 

souriceaux EOPS ou en cours de recolonisation contrôlée par une souche bactérienne spécifique 

ouvrirait la voie à une compréhension plus globale et dynamique des réseaux cellulaires et 

moléculaires qui gouvernent la mise en place de l’immunité pulmonaire précoce. 

2- Modulation de l’immunité de la muqueuse pulmonaire périnatale par le microbiote 

pour prévenir de la bronchiolite du nourrisson 

Nos travaux mettent en lumière le rôle important du microbiote pulmonaire précoce dans la 

modulation des réponses immunitaires néonatales face à l’infection par le VRS. En particulier, la 

caractérisation de la bactérie 17 (E. coli) comme souche primo-colonisatrice capable d’induire une 

immunité antivirale protectrice et durable ouvre des perspectives prometteuses pour le 

développement de nouvelles stratégies de prévention des infections respiratoires sévères du 

nourrisson. Cette approche centrée sur la fenêtre d’âge néonatale est originale. A notre connaissance, 

les études ayant rapporté une meilleure résistance des souris à l’infection par le VRS après 

administration respiratoire de souches de Lactobacillus ou de Corynebacterium (Tomosada et al. 

2013; Kanmani et al. 2017; Chiba et al. 2013) ont été réalisées uniquement chez des animaux juvéniles 

(3 semaines de vie) ou adultes, et dans certains cas, un impact bénéfique sur l’activité anti-virale des 

MA a été décrit (Clua et al. 2020; Garcia-Castillo et al. 2020). 

Un autre aspect original de notre étude a été d’évaluer l’impact à long terme d’une exposition 

précoce à la bactérie 17 sur la maturation du système immunitaire respiratoire et la susceptibilité à 

une seconde infection par le VRS. Les données obtenues indiquent que cette exposition pourrait 

influencer durablement la polarisation des réponses immunitaires, en favorisant un profil de type 1 

protecteur et en limitant les réactions inflammatoires excessives. Cette reprogrammation précoce 

pourrait avoir des conséquences positives sur la tolérance pulmonaire et réduire la susceptibilité à 

d’autres infections virales ou à des pathologies inflammatoires chroniques telles que l’asthme. 

Comprendre comment cette modulation initiale s’inscrit dans le développement global de 

l’immunité pulmonaire pourrait contribuer à la prévention des déséquilibres immunitaires à long 

terme. 
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2-1 Compréhension des mécanismes d’action et de l’origine de l’effet protecteur de la 

bactérie 17 

Les prochains travaux devront viser à élucider les mécanismes moléculaires précis responsables 

des effets immunomodulateurs observés avec la bactérie 17. Il sera notamment crucial d’identifier 

les voies de signalisation activées au sein des cellules épithéliales pulmonaires et des MA par la 

bactérie 17. La bactérie 17 étant une souche d’E. coli, elle possède plusieurs PAMP qui peuvent être 

reconnus par différents TLR, comme par exemple le LPS ou la flagelline reconnus par les TLR4 et TLR5 

respectivement, induisant une réponse immune de la muqueuse (Mahajan et Gally 2011). Aussi, il 

serait intéressant d’utiliser des cellules, ou d’infecter directement des souris génétiquement 

modifiées n’exprimant plus ces récepteurs, afin de tester si l’effet bénéfique de la bactérie 17 est 

conservé lors de l’infection par le VRS. L’étude approfondie des interactions entre la bactérie 17 et 

les cellules pulmonaires constitue un enjeu essentiel, compte tenu de l’induction du recrutement des 

polynucléaires neutrophiles au sein de la muqueuse pulmonaire du jeune. Si ces derniers participent 

activement à la défense antivirale, ils peuvent également contribuer à l’immunopathologie lorsqu’ils 

sont recrutés de manière excessive ou prolongée. Leur rôle dans l’infection par le VRS chez le jeune 

n’est toujours clairement pas défini (Johansson et Kirsebom 2021). La détermination de l’impact des 

PNN sur cet effet protecteur pourrait être définie par de nouvelles expériences où la neutropénie 

serait préalablement induite après l’administration de l’anticorps anti-Ly6G. Une compréhension fine 

de ces interactions permettra de distinguer les composantes protectrices des réponses délétères et 

d’envisager des interventions plus ciblées visant à renforcer l’immunité antivirale tout en limitant 

l’inflammation tissulaire. 

Un autre axe majeur de recherche consistera à déterminer la nature exacte de l’effet protecteur 

conféré par la bactérie 17, s’il dépend de la composition et/ou des caractéristiques métaboliques de 

la souche. Il reste à établir si cet effet repose sur la capacité de la souche vivante à coloniser la 

muqueuse et à produire des métabolites actifs, ou si des structures bactériennes inertes, telles que 

les composants de la paroi ou des dérivés métaboliques, peuvent, à eux seuls, déclencher une 

réponse immunitaire protectrice. L’étude de surnageants conditionnés constituera une approche clé 

pour dissocier ces deux dimensions. Une attention particulière sera portée à l’acétate, métabolite 

bactérien déjà reconnu pour potentialiser l’immunité innée antivirale des MA lors de l’infection par 

le VRS (Ji et al. 2021; Antunes et al. 2019). Ces investigations permettront de déterminer si les effets 

bénéfiques observés contre le VRS peuvent être reproduits par des fractions purifiées, ou de lysats 

bactériens de souches respiratoires humaines, (Antunes et al. 2022) ouvrant la voie à des 

interventions plus sûres et mieux contrôlées. 

2-2 Diversité et spécificité de souche. 

La spécificité des effets immunomodulateurs constitue également une question majeure. Les 

premières données suggèrent que l’activité antivirale observée n’est pas une propriété commune à 

toutes les bactéries primo-colonisatrices, mais qu’elle dépend étroitement des caractéristiques 

propres à chaque souche. Il sera donc essentiel de tester d’autres souches d’E. coli afin de déterminer 

si l’effet protecteur mis en évidence est spécifique à la bactérie 17 ou partagé par d’autres 

représentants de cette espèce. 
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Parallèlement, l’exploration de combinaisons de souches primo-colonisatrices du poumon 

présentant des profils immunomodulateurs distincts pourrait permettre de révéler d’éventuelles 

synergies fonctionnelles entre bactéries commensales. La constitution et l’évaluation de cocktails 

microbiens ciblés offriraient ainsi une approche intégrative visant à reproduire la complexité du 

microbiote pulmonaire naturel tout en optimisant les interactions bénéfiques pour la mise en place 

d’un équilibre immunitaire protecteur dès les premiers jours de vie. Ces travaux contribueraient à 

mieux comprendre comment la colonisation microbienne précoce influence la maturation du 

système immunitaire respiratoire. 

2-3 Sécurité et conditions d’administration de la bactérie 17 

Notre étude sur la bactérie 17 est ici une preuve de concept qu’il est possible de moduler la 

réponse mucosale pulmonaire contre l’infection par le VRS par des souches primo-colonisantes. 

Avant toute application clinique, une étape cruciale consistera à évaluer de manière rigoureuse la 

sécurité de la bactérie 17 ainsi que les modalités optimales de son administration. La faible densité 

microbienne naturelle du poumon néonatal (Morris et al. 2013), la sensibilité accrue de la muqueuse 

et les effets contrastés observés pour certaines souches bactériennes imposent une approche 

prudente et méthodique. La définition des doses efficaces, de la voie d’administration la plus adaptée 

et du moment optimal d’exposition sera déterminante pour garantir l’efficacité et la sécurité d’une 

telle intervention.  

Dans leur ensemble, nos résultats constituent aussi une première étape vers la compréhension 

des interactions complexes entre les micro-organismes commensaux précoces et le système 

immunitaire immature du poumon. Des études toxicologiques et microbiologiques détaillées 

devront précéder toute transposition à l’humain et l’élaboration d’une stratégie probiotique 

respiratoire ciblée, capable de renforcer les défenses immunitaires dès les premiers jours de la vie et 

de prévenir durablement les infections virales sévères du nourrisson. 
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3- Vers des stratégies postbiotiques de modulation immunitaire néonatale contre 

l’infection par le VRS 

Notre étude sur la bactérie 17 a confirmé le potentiel immunomodulateur de certaines 

bactéries primo-colonisatrices du poumon, tout en soulevant plusieurs interrogations. En effet, cette 

souche a été administrée vivante, alors que l’utilisation de micro-organismes viables chez le 

nouveau-né pose d’importantes questions de sécurité. Les postbiotiques, préparations issues de 

bactéries inactivées ou de leurs métabolites, offrent une alternative intéressante en combinant 

innocuité et effet immunomodulateur. Dans ce contexte, le projet collaboratif avec le laboratoire 

Pileje a permis d’évaluer l’impact d’un postbiotique dérivé de Bifidobacterium breve LA708 sur 

l’évolution de l’infection avec le VRS et sur la réponse immunitaire pulmonaire néonatale. Nos 

résultats montrent une parfaite innocuité de la souche tyndalisée ainsi qu’un effet bénéfique sur 

l’élimination du VRS dix jours après l’infection chez les animaux ayant reçu le postbiotique. Cet effet 

est associé à une réponse immunitaire de type Th1 caractérisée par un meilleur recrutement de Lc T 

CD8+, de Lc NK et d’ILC1 dans le poumon. 

La modulation immunitaire observée après administration de notre postbiotique s’inscrit dans 

un contexte où certaines souches de Bifidobacterium breve (B. breve) ont déjà montré des effets 

immunomodulateurs pertinents. Chez l’enfant, un essai clinique randomisé récent portant sur un 

mélange probiotique incluant B. breve M-16V a montré une réduction de la durée de la fièvre lors 

d’épisodes d’infections des voies respiratoires supérieures, sans signal de tolérance défavorable, ce 

qui suggère un bénéfice clinique possible mais non spécifique à un agent viral particulier (Bettocchi 

et al. 2025). Sur le plan préclinique, des études menées chez des rongeurs montrent que 

l’administration néonatale de B. breve modifie l’expression de gènes inflammatoires et stimule des 

marqueurs associés au recrutement et à l’homéostasie des lymphocytes de la muqueuse intestinale. 

Dans un modèle de rat nouveau-né, une supplémentation précoce (de jours 6 à 18) augmente 

l’expression du TLR4 dans les compartiments lymphoïdes intestinaux et accroît l’expression 

d’intégrines et d’autres marqueurs liés à la circulation des lymphocytes, suggérant une 

potentialisation du recrutement et du maintien des lymphocytes au niveau muqueux. Ces 

changements sont cohérents avec une maturation renforcée de l’immunité muqueuse (Rigo-Adrover 

et al. 2016). D’un point de vue mécanistique, des travaux in vitro et ex vivo indiquent que des 

composants de B. breve (ou de ses produits de sécrétion) peuvent activer et moduler les cellules 

dendritiques via des voies dépendantes des TLR, en particulier le TLR2, et ainsi favoriser une 

orientation de la réponse adaptative. Cependant, il n’est pas fait mention d’une induction de 

l’immunité Th1, comme celle que nous avons observée, mais plutôt d’un meilleur contrôle de la 

réponse Th1, rendu possible par son association à une reponse Th2, limitant ainsi une inflammation 

excessive (Ohtsuka et al. 2012; Hoarau et al. 2006).  

Chez l’adulte, la bactérie 17 vivante, administrée par voie intranasale, induisait un recrutement 

de lymphocytes dans le LBA. Dans le modèle B. breve tyndallisé, malgré l’absence de viabilité de la 

souche et l’administration par voie orale, une augmentation comparable des lymphocytes est 

observée. Ces résultats suggèrent qu’un signal immunomodulateur commun, lié à la bactérie elle-

même et non à sa capacité à se multiplier, pourrait favoriser le recrutement lymphocytaire au niveau 

pulmonaire, soutenant l’hypothèse d’un mécanisme conservé. Il resterait à déterminer si cet effet est 

médié par des signaux systémiques dérivés de l’intestin, tels que des cytokines ou des métabolites, 
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ou par une stimulation directe des récepteurs de l’immunité innée. Le dosage des AGCC et des 

cytokines dans la circulation sanguine serait un moyen rapide de mettre en évidence l’implication de 

l’axe intestin-poumon dans le protocole d’administration de B. breve. Peu d’études sont disponibles 

sur les effets de l’administraion de B. breve en période néonatale mais globalement la littérature 

soutient l’idée qu’une modulation précoce par des bifidobactéries (ou leurs dérivés) peut favoriser 

l’activation de l’immunité innée des muqueuses et améliorer certains paramètres cliniques ou 

immunitaires. Toutefois, les comparaisons directes sont limitées, car les essais cliniques disponibles 

utilisent souvent des mélanges de souches et des critères différents des nôtres, tandis que les 

modèles animaux varient selon l’espèce, la souche, la dose et le moment d’administration. En raison 

de ces limites, l’extrapolation directe de ces données à notre modèle d’infection néonatale par le 

VRS doit être envisagée avec prudence. 

L’un des points forts de notre étude réside dans la démonstration qu’une administration orale 

d’une bactérie inactivée peut induire un effet bénéfique à distance, au niveau pulmonaire, dans un 

contexte d’infection virale périnatale. Cette approche présente l’avantage majeur d’un protocole 

d’exposition parfaitement maîtrisable, stable et dépourvu de risques liés à l’utilisation d’un 

microorganisme vivant. Cette sécurité ouvre des perspectives nouvelles. Elle pourrait notamment 

permettre d’envisager des stratégies d’administration encore plus précoces, comme pendant la 

gestation (Terada-Ikeda et al. 2020), qui correspond à une période critique du développement du 

système immunitaire. Une telle stratégie pourrait favoriser le transfert de signaux 

immunomodulateurs vers le nouveau-né et ainsi renforcer son immunité dès la naissance, avant 

même l’exposition aux premiers pathogènes respiratoires. Ainsi, l’utilisation de postbiotiques 

apparaît comme une voie prometteuse pour le développement d’interventions sûres, standardisées 

et potentiellement transposables en clinique pédiatrique, afin de limiter la sévérité des infections 

respiratoires virales du nourrisson. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

Le VRS constitue la première cause d’infections respiratoires sévères chez le nourrisson et la 

tolérance du système immunitaire néonatal contribue largement à la sévérité de la maladie. Dans ce 

contexte, l’hypothèse selon laquelle le microbiote pulmonaire, encore largement méconnu, en 

particulier chez le nouveau-né, pourrait contribuer au développement d’une immunité antivirale 

efficace reste peu explorée. Ce travail de thèse avait pour objectif de mieux comprendre le rôle du 

microbiote dans la sensibilité néonatale au VRS et d’évaluer le potentiel immunomodulateur de 

bactéries primo-colonisatrices du poumon pour restaurer une protection antivirale précoce. 

L’accès à un modèle murin axénique néonatal, encore très peu utilisé dans le domaine des 

infections respiratoires virales, a constitué un atout majeur de ce travail. Il nous a permis, pour la 

première fois, de caractériser de manière dynamique la cinétique de réplication du VRS en absence 

totale de microbiote, et d’établir une comparaison directe avec des souriceaux EOPS. Cette approche 

expérimentale a mis en évidence des différences précoces mais déterminantes dans l’activation des 

voies de l’immunité innée, notamment celles dépendantes de l’interféron, et dans la nature du 

recrutement cellulaire au sein du parenchyme pulmonaire. L’originalité de ces données ouvre 

aujourd’hui la voie à plusieurs études. Elles offrent une base solide pour des projets visant à identifier 

précisément quels signaux microbiens conditionnent la maturation de l’immunité néonatale et la 

clairance antivirale. À ce titre, l’approche par transcriptomique sur cellule unique (scRNAseq), qui n’a 

à ce jour jamais été appliquée dans le contexte de l’infection néonatale par le VRS, représente une 

perspective particulièrement innovante. Elle permettrait d’obtenir une résolution cellulaire et 

fonctionnelle pour cartographier de manière exhaustive les trajectoires immunitaires du poumon en 

absence de microbiote. Il convient également de souligner que cette étude s’est focalisée sur une 

exposition unique, à savoir l’infection par le VRS. Or, dans la réalité, les nouveau-nés sont exposés 

simultanément ou successivement à de multiples facteurs, qu’il s’agisse d’agents infectieux variés ou 

de polluants environnementaux. L’intégration de ces expositions multiples dans des modèles 

expérimentaux pourrait permettre de générer des données plus réalistes et d’approfondir notre 

compréhension des interactions complexes entre l’hôte et les pathogènes, ainsi que des 

déterminants environnementaux qui modulent la susceptibilité néonatale aux infections 

respiratoires. 

Il a été démontré que les souches bactériennes naturellement présentes dans le microbiote 

peuvent exercer des effets favorables ou défavorables dans le contexte d’infections respiratoires. 

Dans cette étude, nous avons montré l’intérêt de considérer spécifiquement les souches primo-

colonisatrices de la muqueuse respiratoire. La cartographie de leur profil cytokinique a permis de 

sélectionner une souche d’intérêt, mais des analyses plus larges pourraient intégrer d’autres 

paramètres et suggérer de nouvelles souches candidates ou même des associations de souches 

capables de potentialiser l’effet protecteur. Par ailleurs, la compréhension des mécanismes 

immunomodulateurs induits par ces bactéries reste encore à approfondir. Nos travaux in vitro ont 

permis d’identifier deux axes d’action principaux : l’interaction avec les cellules épithéliales a mis en 

évidence une inhibition de la propagation virale, médiée par la production de peptides 

antimicrobiens, notamment les défensines bêta, tandis que l’interaction avec les macrophages 

alvéolaires révèle une capacité à stimuler la production d’interférons de type I. 
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Enfin, l’intégration de données provenant d’autres microbiotes, tels que l’intestinal ou le nasal, 

serait également pertinente. Ces analyses pourraient aider à mieux comprendre les effets des 

dysbioses sur l’immunité pulmonaire et, à terme, permettre de proposer des interventions ciblées 

pour restaurer ou renforcer la protection antivirale chez le nouveau-né. 
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ANNEXE 

Annexe 1 : Stratégie d’identification des Lc NK 

 

Panel “ILC1/NK” 

 

 

Combinaison de marqueurs utilisés pour l’identification des Lc NK : 

CD45+ CD19- CD3- NKp46+ EOMES+ 
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Annexe 2 : Participation à des congrès 

- Journées de Recherche Respiratoire (poster), 2024, Paris 

- Journées de Recherche Respiratoire (poster), 2023, Tours 

- 24ème édition du colloque des jeunes chercheurs VLM (poster), 2023, Paris 

- 23ème édition du colloque des jeunes chercheurs VLM, 2022, Paris 

- 12th International RSV Symposium (communication orale), 2022, Belfast 

- Journées de Recherche Respiratoire (communication orale), 2021, Brest 
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Annexe 3 : Formations suivies pendant le doctorat 

 

Catégorie : Communication et médiation scientifique 

Modélisation statistique et analyse de données biologiques, AgroParisTech Palaiseau 

 

Catégorie : Outils du doctorant-chercheur 

Initiation à la gestion de projet : Conduire sa thèse comme un projet, AgroParisTech, Paris 

Journée d'accueil des nouveaux doctorants, en ligne 

Prévention et gestion des risques en laboratoire de confinement L2 et L3, AFPIC Formation 

 

Catégorie : Préparer son projet professionnel 

Organisation de la journée Doc'Avenir 2023, AgroParisTech 

 

Catégorie : Préparer son devenir professionnel : Identifier ses compétences, découvrir le marché de 

l'emploi, se préparer aux entretiens 

Ecole d'été Innovation thérapeutique, OI HEALTHI Université Paris Saclay 

 

Catégorie : Se former à l'éthique de la recherche et l'intégrité scientifique 

Suivi du MOOC Ethique de la recherche et intégrité scientifique 

 

Catégorie : Conforter la culture scientifique 

Journées des Doctorants ABIES 2024, AgroParisTech, Palaiseau 

 

Catégorie : Rédaction de la thèse ou exposition écrite ou orale des travaux de recherche 

12th International RSV Symposium, ICC Belfast, Northern Ireland, UK 

 

Catégorie : Se former à la science ouverte et aux données de la recherche 

Organoïdes et recherche agronomique, INRAE Maisons-Alfort 
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Annexe 4 : Publication d’une mini-revue 

 

La muqueuse pulmonaire en période périnatale : un monde à comprendre pour lutter contre 

la sensibilité du jeune à la bronchiolite 

 

Claire Chottin1, Quentin Marquant1,2, Vinciane Saint-Criq3, Muriel Thomas3, Sabine Riffault1& 

Delphyne Descamps1,@ 

1Université Paris-Saclay, INRAE, UVSQ, VIM, Jouy-en-Josas, France 

2Hôpital Foch, Suresnes, France 

3Université Paris-Saclay, INRAE, Micalis, Jouy-en-Josas, France 

@Correspondance : delphyne.descamps@inrae.fr 

 

Mots clés : période périnatale, virus respiratoire syncytial, poumons, microbiote 

 

Résumé français (100 mots) 

La bronchiolite est la principale maladie respiratoire du nourrisson contre laquelle il n’existe 

pas de traitements efficaces. C’est une infection due au virus respiratoire syncytial (VRS). La période 

périnatale est une phase importante dans la maturation de la muqueuse pulmonaire exerçant un 

déterminisme sur la réactivité des poumons de l’hôte exposés à des pathogènes. Comprendre les 

caractéristiques physiologiques, immunologiques et microbiologiques des poumons au début de la 

vie peut conduire à de nouvelles stratégies innovantes contre les agents infectieux. Nous faisons 

l’hypothèse que le microbiote pulmonaire est un acteur déterminant de la santé des jeunes. 

 

Abstract 

Bronchiolitis is the main respiratory disease in infants due to infection with the respiratory 

syncytial virus (RSV). The perinatal period is an important stage in the maturation of the lung mucosa, 

which influences the pulmonary reactivity of the host to pathogens. Understanding the physiological, 

immunological and microbiological characteristics of the lungs in early life may lead to new 

innovative strategies against infectious agents. We hypothesize that the lung microbiota is an 

important regulatory factor of the young people health.  

mailto:delphyne.descamps@inrae.fr
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Introduction 

Les pathologies respiratoires des jeunes enfants sont un problème majeur de santé publique 

car elles constituent la première cause de mortalité dans le monde pour les enfants de moins de 5 

ans. Chez le nourrisson, la principale pathologie respiratoire est la bronchiolite causée dans la grande 

majorité des cas par le virus respiratoire syncytial (VRS)1. Une étude épidémiologique française à 

partir de données de réseaux hospitaliers d’Ile de France, conclut que le nombre d’enfants atteints 

de bronchiolite augmente régulièrement depuis 19922. De plus, les bronchiolites sévères du 

nourrisson sont également associées à un risque accru de développer de l’asthme en grandissant3. 

Actuellement, aucun vaccin contre le VRS n’est disponible. Obtenir un traitement efficace contre ces 

infections est une priorité de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). L’infection VRS a pour 

particularité de causer des atteintes sévères des voies respiratoires inférieures chez le nouveau-né. 

Cette infection affecte particulièrement les nourrissons car chez l’adulte elle est généralement 

asymptomatique et cantonnée aux voies respiratoires supérieures. Cette sensibilité du jeune à une 

infection VRS est intrinsèquement liée aux caractéristiques de la muqueuse pulmonaire en évolution 

pendant la période périnatale, caractéristiques qui dépendent de la maturation de l’épithélium, de 

l’établissement de l’immunité et de la colonisation des poumons par un microbiote respiratoire 

(Figure 1)4, 5. Malgré le développement d’un modèle murin pour étudier l’infection par le VRS, les 

éléments expliquant cette hypersensibilité du jeune enfant au virus sont encore mal connus. La 

période périnatale est caractérisée par une immaturité la réponse immune qui joue un rôle clé dans 

le développement des bronchiolites. En particulier la production d’IFN-gamma est diminuée avec un 

tropisme TH2. Les caractéristiques du microbiote joue un rôle déterminant dans la maturation du 

système immunitaire. Comprendre et améliorer les connaissances sur le tissu pulmonaire périnatal 

permettra de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Etat des connaissances 

1- L’hyper-sensibilité du nouveau-né à l’infection pulmonaire par le VRS. 

L’infection par le VRS en période périnatale tend à promouvoir une polarisation de type 2 de 

la réponse immunitaire avec une quantité prédominante d’IL-4, et d’IL-10 et moins d’IFN  dans les 

sécrétions nasopharyngées des nourissons infectés6, 7. A l’inverse chez l’adulte, l’infection virale 

provoque la sécrétion d’IFNγ, la production d’anticorps IgG2a et IgA ainsi que la présence de 

macrophages, de cellules Natural Killer (NK) et de lymphocytes T cytotoxiques, signatures 

immunologiques d’un profil de réponse de type 18. Les études sur l’infection du souriceau par le VRS 

se sont d’abord focalisées sur l’immunité adaptative et ont démontré une prédisposition au 

développement d’une réponse de type 2 et un défaut d’activation des lymphocytes T CD8+ qui peut 

expliquer la déficience de production d’IFNγ10. Il est bien établi que les souriceaux infectés par le VRS 

présentent des lacunes importantes dans la mobilisation pulmonaire des cellules dendritiques (DC), 

responsables de l’orientation de la réponse des lymphocytes T, ainsi que de la production des IFN 

de type I (IFN-I)11-13. L’infection VRS en période périnatale provoque une libération d’IL-33 dans les 

poumons des souriceaux, ce qui n’est pas le cas chez les individus adultes. L’IL-33 exercerait une 

fonction majeure dans l’immuno-pathogénèse de l’infection au VRS chez les nouveau-nés en 

engendrant une plus grande présence dans les poumons de cellules lymphoïdes innées de type 2 

(ou ILC2), cellules douées d’une capacité à orienter la réponse immunitaire vers une immunité de 

type 214. Un modèle d’infection par le VRS développé chez le souriceau BALB/c a démontré 
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l’importance de l’âge dans les conséquences sur le long terme d’une première infection par le VRS. 

Lorsque les souriceaux sont infectés par le VRS avant l’âge de 7 jours de vie, une réinfection à l’âge 

adulte entraîne une perte de poids plus sévère, un recrutement de cellules inflammatoires 

(éosinophiles et neutrophiles) et une production d’IL-4 augmentés9. Ces observations suggèrent que 

l’infection par le VRS pendant la période néonatale chez la souris laisse une empreinte 

immunopathologique qui conditionne la sévérité de la maladie lors d’une réinfection des voies 

respiratoires à l’âge adulte. 

2- Le tissu pulmonaire en période périnatale : un environnement particulier en pleine 

évolution. 

Le tissu pulmonaire périnatal est orienté vers une immunité de type 2. Rapidement après la 

naissance, pendant la phase d’alvéolarisation, des ILC2, des éosinophiles et des basophiles 

s’accumulent spontanément dans les poumons des souriceaux15. A l’homéostasie, le tissu pulmonaire 

de souriceaux BALB/c de 6 jours est pauvre en DC plasmacytoïdes et conventionnelles par rapport à 

un poumon adulte16. En revanche, le poumon du souriceau est riche en lymphocytes B régulateurs17 

et en lymphocytes exprimant le facteur de transcription GATA3 qui pourraient contribuer à la 

prévalence des réponses de type 2 néonatales16. Il a très récemment été rapporté que les premières 

inspirations provoquent une libération de l’IL-33 par les cellules épithéliales pulmonaires. L’IL-33 

induit l’expansion et l’activation des ILC2 résidants dans les poumons, lesquels vont sécréter de l’IL-

13 conduisant à la polarisation des macrophages alvéolaires (MA) nouvellement différenciés vers un 

phénotype M2 (plutôt pro réponses immune de type 2)15, 18.  

Parallèlement à cette maturation immunitaire post-natale, un microbiote se constitue et se 

diversifie progressivement en fonction de l’âge dans le tissu pulmonaire19-21. Récemment, les 

caractéristiques du microbiote pulmonaire sur sa composition, sa mise en place et ses fonctions ont 

été décrites dans la revue de Mathieu et al.5. Le processus de colonisation du poumon pose la 

question de son influence sur la maturation de la barrière épithéliale et sur le développement de 

l’immunité, ainsi que sa contribution à la sensibilité du nouveau-né à des pathologies respiratoires22. 

L’impact de la colonisation microbienne sur la maturation fonctionnelle de l’épithélium respiratoire 

n’a pas encore été décrit. Néanmoins, il a été rapporté que la présence d’une flore bactérienne 

pulmonaire chez les jeunes souris (21 jours) favorise une alvéolarisation plus riche qu’en absence de 

flore microbienne tandis que l’épaisseur de la muqueuse pulmonaire reste inchangée21, 23. La 

présence du microbiote dans les poumons de souriceaux contribue fortement à la tolérance 

immunitaire des animaux dans un modèle d’asthme déclenché par des expositions précoces aux 

allergènes des acariens, via la signalisation PD-1/PD-L1 entre les cellules T régulatrices et les DC19. 

Chez des souris adultes axéniques, élevées dans des conditions excluant toute colonisation de leurs 

organes par des microorganismes de l’environnement extérieur, le rôle du microbiote dans la 

modulation de la réponse immunitaire innée du poumon suite à une stimulation par le LPS et le VRS 

a été décrite24. Beaucoup de travaux soulignent l’existence d’un lien étroit entre la survenue 

d’infections respiratoires et des dysbioses du microbiote25. Toutefois, le rôle causal de ces dysbioses 

dans la survenue de pathologies pulmonaires n’est pas clairement établi. Le microbiote 

nasopharyngé de jeunes enfants peut influencer la propagation de l'infection aux voies respiratoires 

inférieures et moduler la réponse immunitaire de l'hôte à l'infection par le VRS26, 27. Ainsi, la 
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dominance de bactéries Haemophilus dans le microbiote nasopharyngé de jeunes enfants a été 

associée à un retard d’élimination du VRS28. 

Perspectives 

De nombreuses données appuient le concept d’une « fenêtre de sensibilité » ou « fenêtre 

d’opportunité » néonatale29. Le début de vie est une période cruciale dans le développement de 

l’immunité, et donc pour la sensibilité du nouveau-né à développer des pathologies pulmonaires. 

Des interventions immuno-modulatrices visant cette période de la vie ont donc un fort potentiel 

d’induire des modifications de la réponse immune et par conséquent, de la sensibilité d’un individu 

à des pathogènes29. Nous avons démontré qu’il est possible de moduler les défenses immunitaires 

pulmonaires pendant la période périnatale pour modifier la sensibilité au VRS. Le traitement des 

souriceaux avec le facteur de croissance des DC, le Flt3-ligand, restaure la sécrétion d’IFN-I via une 

augmentation de la présence des DC plasmacytoïdes dans les poumons et permet de réduire les 

conséquences pathologiques de l’infection par le VRS13. La colonisation bactérienne des poumons 

dès la naissance coïncide avec la « fenêtre d’opportunité » néonatale pendant laquelle les 

nourrissons sont particulièrement sensibles à l’infection par le VRS. Aussi, des modulations du 

microbiote pulmonaire dans cette période de la vie représenteraient une solution pour modifier les 

défenses immunitaires et par conséquent, la sensibilité d’un individu à l’infection par le VRS (Figure 

2). Notre hypothèse est que les bactéries commensales primo-colonisatrices du poumon participent 

à la maturation de la réponse immunitaire pulmonaire. De ce fait, l’utilisation de ces souches en 

période périnatale permettrait d’orienter la réponse immunitaire vers une immunité protectrice 

contre l’infection VRS, et constituerait une nouvelle alternative prophylactique et thérapeutique 

contre la bronchiolite. 

 

Figure 1 : Les éléments de la muqueuse pulmonaire associés dans la sensibilité du jeune à 

l’infection par le Virus Respiratoire Syncytial (VRS). 

La sensibilité du jeune à l’infection par le VRS est multifactorielle. La maturation de l’épithélium 

pulmonaire, l’évolution des cellules immunitaires et la colonisation progressive par un microbiote 

sont les éléments majeurs composant la muqueuse pulmonaire. Leurs installations et leurs 

interactions sont des acteurs de prédisposition à une sensibilité accrue à l’infection pulmonaire par 

le Virus Respiratoire Syncytial chez le jeune. 
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Figure 2 : Le microbiote pulmonaire : acteur déterminant dans la santé du jeune. 

Le processus de colonisation du poumon pose la question de son influence sur la maturation 

de la barrière épithéliale et sur le développement de l’immunité, ainsi que sa contribution à la 

sensibilité du nouveau-né à des pathologies respiratoires. Aussi, l’identification de souches 

primocolonistraices des poumons à effet bénéfiques pour la santé respiratoire et leur utilisation 

préventive en période néonatale permettrait d’orienter la réponse immunitaire vers une immunité 

protectrice contre l’infection VRS, et constituerait une nouvelle alternative thérapeutique contre la 

bronchiolite. 
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Titre : Microbiote pulmonaire et immunomodulation de la sensibilité néonatale au Virus Respiratoire Syncytial : 
vers le développement d’une approche thérapeutique basée sur des bactéries primo-colonisatrices du poumon. 

Mots clés : Période néonatale, VRS, Immunomodulation, Microbiote, Immunité innée, Poumon 

Résumé : La bronchiolite est la principale infection 
respiratoire chez le nourrisson causée par le virus 
respiratoire syncytial (VRS) et les formes sévères 
augmentent le risque de développer de l’asthme 
chez l’enfant. Cette sensibilité du nourrisson est 
intrinsèquement liée aux caractéristiques de la 
muqueuse pulmonaire en période néonatale qui 
dépendent de la mise en place de l’immunité et de la 
colonisation du poumon par un microbiote bactérien. 

Notre hypothèse est que les bactéries commensales 
primo-colonisatrices, qui sont les premiers micro-
organismes à « conquérir » le tractus respiratoire, 
participeraient à la maturation des défenses 
immunitaires de la muqueuse pulmonaire, et donc à 
la sensibilité du nouveau-né à des pathologies 
pulmonaires.  

La manipulation de ces souches (isolées par notre 
partenaire à MICALIS) en période néonatale 
permettrait d’orienter la réponse immunitaire vers 
une immunité protectrice contre l’infection VRS. 

Les résultats obtenus ont montré qu’il est possible 
de limiter l’invasion virale et de réduire la sévérité 
de la pathologie grâce à l’utilisation de bactéries 
primo-colonisatrices de la flore commensale 
pulmonaire, capables d’interférer avec les 
mécanismes d’infection du virus. 

Ce projet apporte ainsi les premiers éléments de la 
preuve de concept vers une nouvelle alternative 
thérapeutique contre la bronchiolite par la 
modulation du microbiote pulmonaire. 

 

 

Title : Pulmonary microbiota and immunomodulation of the neonatal susceptibility to Respiratory Syncytial 
Virus infection: towards the development of a therapeutic approach based on commensal lung bacteria. 

Keywords : Neonate, RSV, Immunomodulation, Microbiota, Innate immunity, Lung 

Abstract : Respiratory syncytial virus (RSV) is the 
commonest viral agent causing acute lower 
respiratory infection in infants, a disease usually 
named bronchiolitis. Severe forms of the disease 
increase the risk of developing asthma later in 
childhood. This susceptibility in infants is intrinsically 
linked to the characteristics of the pulmonary mucosa 
during the neonatal period, which depend on both 
the establishment of immunity and the colonization 
of the lungs by a bacterial microbiota. 

Our hypothesis is that the primo-colonizing 
commensal lung bacteria, which are the first 
microorganisms to colonize the respiratory tract, 
contribute to the maturation of immune defenses in 
the pulmonary mucosa, and consequently, to 
individual's susceptibility to respiratory diseases. 

Manipulating these bacterial strains (isolated by 
our partner of MICALIS Unit) during the neonatal 
period could help shape the imune responses 
toward protective immunity against RSV infection. 

The results obtained showed that it is possible to 
limit viral invasion and reduce disease severity 
through the use of pioneer commensal bacteria of 
the pulmonary microbiota, capable of interfering 
with viral infection mechanisms. 

This project ultimately provides the first evidence 
of concept for a new therapeutic alternative against 
bronchiolitis through modulation of the pulmonary 
microbiota. 
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