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INTRODUCTION

« Chacun d’entre nous est constitué de 40 billions de cellules qui contiennent,
environ 22 000 genes chacune, mais aussi de 100 billions de microbes qui contiennent,
environ, 2 millions de génes microbiens...», ainsi commence la conférence intitulée « La
science du microbiome humain : une vision pour le futur » en 2013.

Notre peau est un écosysteme composé de plusieurs billions de micro-organismes
commensaux, parmi lesquels se trouvent des bactéries, des champignons et des virus.
L'ensemble de ces micro-organismes est appelé microbiote cutané. Loin de constituer une
menace pour son hote, cette vaste communauté microbienne posséderait un réle essentiel
dans la protection de celui-ci contre les micro-organismes pathogenes. Par contre, une
perturbation de la barriere cutanée ou un déséquilibre de son microbiote pourraient avoir
des conséquences désastreuses sur notre peau en participant a I'émergence de maladies
inflammatoires. Le microbiote cutané, a I'instar du microbiote intestinal, est devenu, depuis
guelgues années, de premiére importance pour la recherche sur la santé en cherchant a
répondre a ces deux questions : dans quelles mesures ces micro-organismes commensaux
contribuent-ils a3 maintenir un statut cutané sain et peuvent-ils, dans certaines circonstances,
constituer un facteur favorisant les dermatoses ? La finalité des études serait de parvenir a
une manipulation des microbiotes a des fins thérapeutiques.

Les nouvelles méthodes de séquencage génomique ont révolutionné notre
compréhension du microbiote cutané, limitée jusqu’a maintenant par les méthodes
traditionnelles de culture in vitro. Des regnes jusqu’a présent sous-estimés ont été mis en
exergue, notamment celui des Champignons aussi appelés Mycéetes ou Fungi. Il est constitué
d’organismes eucaryotes, unicellulaires ou pluricellulaires, hétérotrophes vis-a-vis du
carbone, thallophytes et cryptogames. Notre travail s’est focalisé sur ces derniers qui
forment le microbiote fongique ou mycobiote.

Le but de cette étude bibliographique est de faire le point des connaissances
scientifiques actuelles du mycobiote cutané du chien et du chat domestiques et de les
comparer avec celles sur le mycobiote de ’'homme.

Dans une premiére partie, nous rappellerons les caractéristiques qui font de la peau
un environnement inhospitalier pour les microorganismes pathogenes, avant d’aborder,
dans une seconde partie, comment des micro-organismes commensaux en font leur milieu
de vie. Cette seconde partie vise a expliquer les nouvelles méthodes d’étude
métagénomiques, a répertorier les différentes espéces fongiques des mycobiotes cutanés de
I’'homme, du chien et du chat, ainsi qu’a appréhender les interactions qu’ils entretiennent.
Notre troisieme partie envisagera le risque de l'acquisition d’un pouvoir pathogene par
certains agents fongiques commensaux.
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Partie 1 : La peau : une protection contre les champignons
pathogenes ...

La peau est I'organe le plus étendu du corps que ce soit chez ’'homme ou chez les
animaux domestiques. Sa fonction premiere est d’assurer un role de barriere entre
I'intérieur et I'extérieur de I'organisme (inside-outside barrier) fournissant ainsi un
environnement pour tous les autres organes et prévenant les déperditions d’eau,
d’électrolytes et de macromolécules. Elle assure également un role de barriere entre
I’extérieur et I'intérieur de I'organisme (outside-inside barrier) protégeant I’organisme contre
les agents physiques, chimiques et microbiologiques (notamment les agents bactériens et
fongiques). Afin d’assurer cette fonction, la peau possede différents types de barriere : une
barriére physique, une barriere chimique et une barriere immunitaire.

Tableau | : Les différentes barriéres cutanées (d'apres Proksch et al., 2008)

Physique Couche cornée, structures d’adhésion
(desmosomes et jonctions serrées)
Chimique/Biochimique Lipides, acides organiques, lysozymes
Immunitaire Peptides antimicrobiens, lymphocytes, neutrophiles, monocytes,
(innée et acquise) cellules de Langerhans

I.  Une barriéere physique

La structure, I'épaisseur et la pilosité de la peau varient entre les espéces, mais aussi
selon l'age, le sexe, la race de l'individu et d’un site corporel a I'autre. En moyenne,
I’épaisseur de la peau du chat est de 0,4 a 2,0 mm, celle du chien de 0,5 a 5,0 mm et celle de
'homme de 1 a 3 mm. En général, chez le chat et le chien, la peau est plus épaisse en partie
dorsale (front, croupe, base de la queue) qu’en partie ventrale (zones axillaires, inguinales et
péri anale). (Miller et al., 2013a)

Nos carnivores domestiques possédent une fourrure dense associée a une peau fine,
suggérant une fonction protectrice de la fourrure. La peau du cochon est celle qui se
rapproche le plus de celle de 'lhomme, en faisant un excellent modeéle pour la recherche.
(Proksch et al., 2008)

A. Bases anatomiques

La peau est organisée en trois compartiments : I'épiderme, le derme et I’"hypoderme.
L'épiderme constitue un revétement cutané et assure la majeure partie de la fonction
protectrice de la peau. Le derme est constitué de cellules, d’une matrice extracellulaire
(fibres de collagéne et d’élastine) et du liquide dermique. Il contient les glandes sébacées et
des glandes sudoripares ainsi que les follicules pileux, et sert de support a I'épiderme.
L’hypoderme est constitué de lobules adipeux et assure plusieurs fonctions
I'amortissement des chocs, le stockage de substances lipophiles et la constitution de
réserves énergétiques. (Miller et al., 2013a)
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Figure 1 : Composition de la peau (d'aprés Miller et al., 2013a)

L'épiderme est subdivisé en 4 couches ou strates : la couche basale, la couche
épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée (de la plus profonde a la plus
superficielle). Chez le chien et le chat, I'épiderme en général est fin (0,1 a 0,5 mm
d’épaisseur) et plus épais au niveau des coussinets et de la truffe (jusqu’a 1,5 mm
d’épaisseur). Chez I'homme, I'épaisseur varie de 0,04 mm au niveau des paupiéres a 1,5 mm
au niveau des paumes et des vo(tes plantaires. En moyenne, elle est comprise entre 0,06 et
1 mm. (Miller et al., 2013a)

L’épiderme est constitué de quatre types cellulaires, qui sont plus ou moins impliqués
dans la protection de la peau contre les agents pathogénes : les kératinocytes (85%), les
mélanocytes (5%), les cellules de Langerhans (3 a 8%) et les cellules de Merkel (2%). Les
kératinocytes sont des cellules épithéliales contenant une protéine fibreuse extrémement
résistante : la kératine. Les mélanocytes produisent des granules, appelés mélanosomes,
contenant de la mélanine. lls protégent la peau contre les UV et lui donnent sa couleur. Les
cellules de Langerhans ont un réle dans la barriere immunitaire cutanée : ce sont des cellules
présentatrices d’antigénes. Enfin, les cellules de Merkel servent de mécanorécepteurs
participant ainsi a la sensibilité tactile inconsciente. (Miller et al., 2013a)

B. La couche cornée : un élément clé de la barriere physique cutanée

La couche cornée (stratum corneum) est la plus superficielle de I'épiderme. Elle sert
de barriére principale contre la pénétration de micro-organismes, grace a deux propriétés
majeures : sa kératinisation et sa faculté de desquamation. Cette derniére est normalement
contrebalancée par la prolifération des kératinocytes de la couche basale, permettant de
maintenir ainsi une épaisseur constante de I'épiderme. Le renouvellement complet de
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I’épiderme prend 22 jours chez le chien contre 28 jours chez I’homme. La couche cornée est
formée de multiples assises cellulaires constituées de cornéocytes entourés d’'une matrice
extracellulaire lipidique. On assimile souvent cette couche a un véritable mur dans lequel les
cornéocytes seraient les briques et la matrice lipidique serait le mortier. (Baroni et al., 2012 ;
Miller et al., 2013a)

Matrice extracellulaire organisee
Enveloppe lipidique en lamelles lipidiques
corneocytaire

Enveloppe proteique

corneocytaire

Corneocyte

Figure 2 : Composition microscopique de la couche cornée
(d'aprés Proksch et Jensen, 2008 ; Miller et al., 2013)

L’épaisseur de la couche cornée est de 3 a 35 um chez le chat et de 5 a 1500 um chez
le chien. Chez ’lhomme, I'épaisseur moyenne est de 2 a 4 um mais elle est de 10 um au
niveau du dos et de plusieurs centaines de um au niveau des vo(ites plantaires. Cependant,
les méthodes de prélevements et la préparation histologique (fixation, déshydratation,
utilisation de paraffine) aboutiraient a la perte approximative de la moitié de I'épaisseur de
la couche cornée. Cette derniére est plus fine au niveau des zones corporelles avec peu ou
pas de poils. (Miller et al., 2013a)

Tableau Il : Les fonctions protectrices de la couche cornée (d’aprés Proksch et Jensen, 2008 ; Miller et al.,
2013a)

\ Fonctions Composants Mécanismes biochimiques \
Perméabilité Cornéocytes et lipides Lipides hydrophobes
lamellaires
Intégrité mécanique Enveloppe cornée (EC), kératine = Involucrine, filaments de kératine
Cohésion/Desquamation Cornéodesmosomes Sérine protéase
Hydratation Acides aminés, urée Humectants hydroscopiques
Imperméabilité a I’eau Lipides lamellaires Lipides apolaires
Protection UV Mélanine, acide urocanique Réflexion, absorption
Défense antimicrobienne Cornéocytes, lipides lamellaires, = Desquamation, acides gras libres,
sécrétions peptides antimicrobiens (PAM)
Signalement (cytokines) Cytosol des cornéocytes Sérine protéase, interleukines

Les cornéocytes sont des kératinocytes arrivés a leur stade ultime de différenciation :
il s’agit de cellules mortes, aplaties, anucléées, éosinophiles. Ills contiennent une matrice
filamenteuse dense intégralement formée par des filaments de kératine agrégés par la
filaggrine (Proksch et Jensen, 2008). Les cornéocytes ne possédent pas de réelle membrane
cellulaire mais ont a la place une enveloppe cornée (EC), qui remplace leur membrane
plasmique. Cette EC est constituée de nombreuses protéines (loricrine, involucrine,
filaggrine, elafine, cystatine A, cornifeline, protéines riches en proline) et forme une véritable
paroi a la fois dure et résistante. Les cornéocytes sont réunis par des cornéodesmosomes
(desmosomes renforcés par un dépo6t de cornéodesmosine). (Miller et al., 2013a)
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La matrice extracellulaire, dans laquelle sont inclus les cornéocytes, est formée de
lipides organisés en lamelles lipidiques. La synthése de ces lipides a lieu au niveau de la
couche granuleuse de I'épiderme, ol ils sont regroupés dans des granules (les corps
lamellaires ou corps d’Odland). Ces granules migrent vers I'apex des kératinocytes de la
couche granuleuse et fusionnent avec leur membrane plasmique, libérant leur contenu (des
céramides, des acides gras libres, des enzymes hydrolytiques, du cholestérol et des stérols).
Les lipides sont modifiés et assemblés en lamelles paralléles a la surface de la peau. Les
involucrines de I'EC forment des liaisons covalentes avec les céramides de la matrice
extracellulaire, fournissant ainsi, une couche protectrice supplémentaire aux cornéocytes
(I'enveloppe lipidique cornéocytaire), mais aussi un moyen de liaison avec les lipides
lamellaires (Proksch et Jensen, 2008). Les lipides intercellulaires assurent donc un véritable
role de ciment entre les cornéocytes. (Miller et al., 2013a)

Lipides lamellaires
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Figure 3 : Lipides lamellaires de la couche cornée (d'aprés Proksch et Jensen, 2008)

La couche cornée est, en outre, « recouverte d’'un manteau acide ». Le pH a la surface
de la peau du chien est de 4,84-9,95 et celui du chat de 5,6-7,4, contre 4,5-5,5 chez
I'homme. Il dépend de nombreux facteurs endogénes et varie selon les sites corporels, le
sexe, la race et le temps. L'influence des variations du pH cutané sur le microbiote, la
perméabilité cutanée et la kératinisation ne sont pas encore complétement élucidés, mais
elles auraient un réle a jouer dans la prévention des infections cutanées. (Baroni et al., 2012)
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C. Les couches sous-jacentes et leurs structures d’adhésion : une
deuxiéme ligne de défense

Outre la couche cornée, I'épiderme est composé de plusieurs couches, qui
constituent une deuxieme ligne de défense contre les agents pathogenes, via leur
participation au processus de kératinisation, de prolifération et leurs structures d’adhésions.

La couche claire (stratum lucidum) est constituée d’une fine assise de cellules mortes
complétement kératinisées. Elle ne s’observe qu’au niveau de la peau épaisse de nos
carnivores domestiques : bien développée au niveau des coussinets, moins développée au
niveau de la truffe et absente des autres sites corporels. Elle constitue une zone de
transition entre la couche granuleuse et la couche cornée. (Miller et al., 2013a)

La couche granuleuse (stratum granulosum) est discontinue et parfois invisible chez
nos carnivores domestiques. Elle est constituée d’'une ou deux assises cellulaires. Chez
I’'homme elle peut contenir entre trois et cing assises cellulaires. Les cellules de cette couche
sont aplaties dorso-ventralement, basophiles, avec de petits noyaux et contiennent des
grains de kératohyaline. En fait, ce ne sont pas de véritables grains puisqu’ils ne posseédent
pas de membrane mais plutdt des agrégats insolubles qui contiennent, essentiellement, de
la profilaggrine. La profilaggrine peut ensuite étre clivée en filaggrine par une réaction
dépendante du calcium. La filaggrine est une protéine qui permet I'agrégation des filaments
de kératine. Son géne est muté chez certains individus atteints de dermatite atopique (DA).
La cohésion entre les kératinocytes de cette couche est assurée par des jonctions serrées qui
permettent de contréler le passage des molécules par la voie extracellulaire. Ces jonctions
serrées sont formées, majoritairement, par deux types de protéines chez 'homme : les
occludines et les claudines. Les occludines se situent exclusivement dans la couche
granuleuse, alors que les claudines-4 se trouvent dans toutes les couches suprabasales et les
claudines-1 et -7 dans toutes les couches de I'épiderme (Baroni et al., 2012 ; Miller et al.,
2013a).

La couche épineuse (stratum spinosum) est formée par les cellules filles des
kératinocytes basaux. Chez le chat et le chien, elle est constituée d’'une ou deux assises
cellulaires, mais peut étre plus épaisse (jusqu’a vingt assises) au niveau des coussinets, de la
truffe et des jonctions muco-cutanées. Chez 'lhomme, elle compte 5 ou 6 assises en
moyenne. Les kératinocytes épineux, appelés également acanthocytes, synthétisent des
filaments de kératine K1 et K10. Au fur et a mesure de leur différenciation, ils acquiérent une
forme losangique, un faible rapport nucléo-plasmique et un cytoplasme basophile a
éosinophile. L'adhérence entre les kératinocytes et entre les kératinocytes et la matrice
extracellulaire est assurée par quatre types de structure : des desmosomes, des zones
d’adhérence (zonula adherens), des hémidesmosomes et des contacts focaux. (Miller et al.,
2013a)
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Tableau il : Les composants des structures d’adhésion (d’apres Miller et al., 2013a)
Structures Protéines Protéinesdela Cytosquelette Fonction et
d’adhésion transmembranai plaque localisation

res

EIEEEpEEI 550 Intégrines a6pB4

Plectine Cytokératines Adhésion cellule-

K5 et K14 lame basale /
Kératinocytes basaux
Contacts focaux Intégrines B1 Taline, Actine Adhésion cellule-
vinculine, actine lame basale /
a, paxilline Kératinocytes basaux
zykine
Desmosomes Cadhérines : Plakoglobine, Cytokératines Adhésion cellule-
desmogléines et desmoplakine, K1 et K10 cellule / Tous les
desmocollines desmocalmine, kératinocytes
plakophiline
Jonctions Cadhérines E et P Plakoglobine, Actine Adhésion cellule-
adhérentes caténine a et B, cellule / Tous les
actine a, kératinocytes
vinculine

La couche basale (stratum basale) repose sur le derme. Elle est formée d’une unique
couche de petites cellules cuboides qui sont majoritairement des kératinocytes basaux. Ces
kératinocytes sont séparés en deux populations, qui ont des fonctions différentes : la
premiere a une fonction de prolifération et de réparation et la seconde sert d’ancrage a
I’épiderme.

En effet, les kératinocytes basaux sont les seuls capables de se multiplier et de
donner naissance a d’autres kératinocytes. Les cellules filles produites se dirigent vers la
surface de la peau et se différencient progressivement durant leur trajet jusqu’a leur
desquamation. Par contre, seuls 15% des kératinocytes sont impliqués dans ce processus,
car les autres cellules sont a I'état quiescent. Ce phénomene permet de conserver un
épiderme d’épaisseur constante et d’assurer ainsi I'intégrité de la barrieére physique.

Les kératinocytes basaux synthétisent également des filaments de kératine K5 et K14,
formant des filaments intermédiaires, qui se fixent sur les desmosomes et les
hémidesmosomes. Les desmosomes permettent I'adhésion entre les kératinocytes et les
hémidesmosomes relient les kératinocytes a la lame basale sous-jacente. Ils permettent
ensemble de stabiliser la structure de I'épiderme. (Baroni et al., 2012 ; Miller et al., 2013a)
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Figure 4 : Structures clés dans le réle de protection de I'épiderme
(d’apres Proksch et Jensen, 2008 ; Miller et al., 2013a)

En définitive, toute modification de la différenciation ou de la composition

épidermiques aboutit a une détérioration de la barriére cutanée et, potentiellement, a la
perturbation du microbiote et a la colonisation de la peau par des agents pathogénes.

[I.  Une barriére chimique

En plus de son role de barriere physique, séparant deux milieux distincts et régulant
le passage des molécules et la colonisation par des micro-organismes, la peau posséde
également un réle de barriere chimique. Ce dernier est, notamment, assuré par les lipides
épidermiques et sébacés, qui ont diverses fonctions, et par des peptides antimicrobiens
(PAM) qui ont une fonction régulatrice directe sur les micro-organismes fongiques.

A. Les lipides épidermiques et sébacés

Chez les mammiféeres, les kératinocytes, les glandes sudoripares apocrines et les
glandes sébacées produisent une couche lipidique protectrice qui recouvre la peau. Les
lipides cutanés du chien et du chat seraient, principalement, d’origine épidermique alors que
ceux de I'homme seraient, principalement, d’origine sébacée. En effet, cette couche
lipidiqgue contient plus de stérols, de cholestérol et de céramides et moins de triglycérides,
d’acides gras libres et de squalénes chez le chien et le chat que chez ’lhomme.
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La formation d’une barriere cutanée lipidique est primordiale afin de faire face aux
agressions par des micro-organismes pathogenes ; mais aussi, afin de prévenir les pertes
d’eau et d’électrolytes, essentiels pour la survie d’autres micro-organismes, qui eux sont
bénéfiques. Certains lipides ont, en outre, des propriétés antimicrobiennes directes.

1. Les lipides épidermigues

L'imperméabilité de la barriere cutanée est assurée par deux types de lipides : les
lipides lamellaires présents dans I'espace extracellulaire de la couche cornée et les lipides
formant I'enveloppe lipidique cornéocytaire.

a. Les lipides lamellaires de la couche cornée

La matrice extracellulaire lipidique de la couche cornée ne représente pas moins de
10% de la masse totale de cette couche. Les précurseurs de ces lipides sont synthétisés par
les kératinocytes de la couche granuleuse, stockés dans les corps d’Odland, puis excrétés
dans le milieu extracellulaire, a la jonction entre la couche granuleuse et la couche cornée,
ou ils sont modifiés afin d’assurer leurs fonctions.

i. Les corps lamellaires (ou corps d’Odland) : transport et maturation
des lipides lamellaires

Les corps lamellaires jouent un role clé dans la libération des précurseurs des lipides
de la matrice extracellulaire. lls se forment dans les kératinocytes de la couche granuleuse
de I'épiderme. Ce sont des granules constitués d’une bicouche lipidique, qui sont issus de
I’appareil de Golgi durant la différenciation des kératinocytes. Ils contiennent du cholestérol,
des phospholipides, des glucosylcéramides et de la sphingomyéline. En plus de ces lipides, ils
internalisent aussi des enzymes, des PAM et d’autres protéines. Un systeme de
transporteurs, comme ceux de la famille ABC, est essentiel pour linclusion des
glucosylcéramides, du cholestérol et des phospholipides dans les corps lamellaires. (Feingold
et Elias, 2014)

La composition lipidique des corps lamellaires differe de celle des lipides lamellaires
extracellulaires de la couche cornée. En fait, aprés leur sécrétion, les lipides des corps
lamellaires sont métabolisés au niveau de la couche cornée par des enzymes, qui sont
apportés comme eux par les corps lamellaires. Des phospholipases convertissent les
phospholipides en acides gras libres et en glycérol, alors que la sphingomyélinase convertit
les sphingomyélines en céramides et que la B-glucocérébrosidase convertit les
glucosylcéramides en céramides. Le cholestérol sulfate, qui est le seul a ne pas étre
transporté via des corps lamellaires, est aussi converti en cholestérol par une enzyme
sulfatase stéroide. (Feingold et Elias, 2014)

En plus de son réle dans linstauration d’une barriere cutanée imperméable, le
métabolisme des lipides des corps lamellaires posséde d’autres roles clés. Par exemple, le
processus de conversion du sulfate de cholestérol en cholestérol joue un réle important
dans la régulation de la cohésion de la couche cornée et dans le phénomene de
desquamation. (Feingold et Elias, 2014)
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Figure 5 : Schéma des processus enzymatiques impliqués dans la formation des lipides lamellaires de la
couche cornée (d'aprés Smeden et al., 2014)

En cas d’atteinte de la barriere cutanée, des corps lamellaires préformés sont
sécrétés et initient une réponse réparatrice rapide. Cette sécrétion est régulée, notamment,
par la concentration en calcium et en potassium de la partie superficielle de I'épiderme. De
nouveaux corps lamellaires sont également synthétisés dans la couche granuleuse de
I’épiderme, jusqu’a la restauration compléete de la fonction protectrice de la peau. (Feingold
et Elias, 2014)

27



En cas de dermatite atopique, les enzymes, qui permettent la maturation des lipides,
et les protéines, qui servent a leur transport, sont altérées. L’exocytose des corps lamellaires
est probablement incompléte et retardée dans le temps. (Smeden et al., 2014)

ii. Une composition variable des lipides lamellaires

La composition de la matrice extracellulaire lipidique est étudiée via des techniques
de chromatographie sur couche fine. Cette derniére se compose, approximativement, chez
'homme de 50% de céramides, 25% de cholestérol et 15% d’acides gras libres, avec une
petite proportion de phospholipides. Celle du chien est tres similaire : 65,6% de céramides,
11,6% d’acides gras et 7,7% de cholestérol. (Yoon et al., 2013) Cette composition dépend du
site corporel considéré. (Feingold et Elias, 2014 ; Angelbeck-Schulze et al., 2014)

Les céramides sont formés par la combinaison de deux chaines carbonées : une
molécule de base sphingoide et un acide gras, liés par une liaison amide. Au total, il existe 12
sous-classes de céramides qui different selon la molécule de base, la longueur de I'acide gras
et le fait qu’il soit hydroxylé ou non (voir figure 6). (Smeden et al., 2014)
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Figure 6 : Schéma explicatif des différentes sous classes de céramides (d'aprés Smeden et al., 2014)
Les acides gras épidermiques sont formés d’une seule chaine carbonée. IllIs sont

majoritairement saturés et peuvent contenir jusqu’a 36 atomes de carbone. Néanmoins, ce
sont les chaines C18, C24 et C26 qui prédominent. (Smeden et al., 2014)

28



Les traitements topiques a base de glucocorticoides inhibent la synthese des
céramides, du cholestérol et des acides gras dans I'épiderme altérant la barriére cutanée.
(Feingold et Elias, 2014)

Des maladies cutanées sont associées a des changements dans la composition
lipidique de la matrice extracellulaire de la couche cornée et a une fonction de barriére
altérée. Par exemple, dans le cas de la dermatite atopique (DA), chez 'homme comme chez
le chien, la quantité totale des lipides de la couche cornée est réduite par rapport a celle
d’un individu sain. Le taux de céramides est plus faible et peut étre lié au fait qu’il y ait moins
de sphingosine, un précurseur des céramides. Toutefois, chez ’lhomme, une augmentation
du taux de céramides avec des chaines carbonées courtes et une diminution du taux d’acide
gras avec des chaines carbonées tres longues (supérieures a 24 atomes de carbone) sont
notées. Ceci permet d’émettre I'"hypothése qu’il n’y aurait pas seulement la composition
globale lipidique cutanée qui jouerait un réle important dans cette maladie, mais aussi la
longueur des chaines carbonées des lipides. (Smeden et al., 2014 ; Angelbeck-Schulze et al.,
2014)

iii. Une organisation spécifique en lamelles

La matrice extracellulaire lipidique possede une organisation en lamelles qui lui est
propre. Les lipides sont disposés perpendiculairement a la membrane des cornéocytes et
paralléles les uns aux autres. Les lamelles lipidiques dans les espaces intercellulaires sont
assemblées par 3, 6, 9 ou 12. La méthode de diffraction des rayons X permet d’établir que
I'organisation des lipides lamellaires possede une périodicité spécifique avec une phase
courte de 6 nm et une phase longue de 13 nm, notée respectivement SPP et LPP dans la
figure 7. (Smeden et al., 2014)

En plus de cette organisation lamellaire, les lipides de la couche cornée possedent
une organisation latérale, définie comme I'organisation des lipides au sein méme des
lamelles. Les lipides possedent majoritairement une organisation dite orthorhombique trés
compacte, tandis que les lipides restants possedent une organisation hexagonale, moins
dense, voire sont, méme, intégrés au sein d’'une phase aqueuse. La longueur des chaines
carbonées des acides gras jouerait un réle primordial dans ce type d’organisation latérale,
organisation qui est primordiale pour limiter les déperditions d’eau. (Smeden et al., 2014)

En cas de DA, les lipides lamellaires sont préférentiellement orientés de maniere

hexagonale, contribuant ainsi a la perte de I'imperméabilité de la barriere cutanée. (Smeden
etal., 2014)
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Figure 7 : Organisation lipidique de la couche cornée chez ’homme (d'aprés Smeden et al., 2014)

iv. Des roles divers

e Rodle de barriere physique et chimique

Les lipides lamellaires, notamment les céramides, sont des éléments clés de la
barriére cutanée, physique et chimique, qui permettent une rétention hydriqgue mais aussi
une certaine protection contre les agents pathogénes. (Miller et al., 2013a)

e Role dans la formation du manteau acide

Les acides gras, formés a partir de phospholipides, contribuent a I'acidification de la
couche cornée, qui est un parametre crucial de la régulation de nombreuses enzymes. Si le
pH cutané augmente, I'action de certaines enzymes est réduite menant a la baisse de
production des céramides et, ainsi, a une fonction protectrice cutanée altérée, alors que
celle d’autres enzymes (protéases) est augmentée stimulant ainsi la desquamation, la
différenciation des kératinocytes en cornéocytes et inhibant la sécrétion des corps
lamellaires. (Feingold et Elias, 2014)

30



e Rodle dans la signalisation cellulaire

Les lipides lamellaires possedent également un rdéle dans certaines voies de
signalisation, via des récepteurs spécifiques exprimés au niveau de I'épiderme. Il existe deux
types de récepteurs (PPAR et LXR) qui sont activés, soit par les acides gras, soit par le
cholestérol oxydé. Les sphingolipides sont aussi des molécules de signalement cellulaire. Par
exemple, la sphingosine est capable d’inhiber la protéine kinase C, qui joue un réle dans la
division et la différenciation des kératinocytes. (Drake et al., 2008 ; Feingold et Elias, 2014)

e RoOle antimicrobien

Les bases sphingoides (sphingosine, dihydrosphingosine, phytosphingosine et 6-
hydroxysphingosine) possédent un pouvoir antimicrobien a large spectre (antibactérien et
antifongique). Elles sont issues de I'hydrolyse des céramides de la couche cornée par des
céramidases. Les bases sphingosine et phytosphingosine possedent des propriétés
antifongiques contre Candida albicans, en interférant avec la synthése de la paroi fongique ;
alors que ce champignon est résistant a I'action de la dihydrosphingosine. La sphingosine, la
dihydrosphingosine et la phytosphingosine possedent une action synergique avec les PAM,
notamment la cathélicidine LL-37. La production de ces lipides antimicrobiens augmente
suite a I'altération de la barriére cutanée, mais celle-ci est bloquée en cas d’apport de lipides
exogenes par un topique. (Drake et al., 2008 ; Fischer et al., 2014)

b. Les lipides de I'’enveloppe lipidigue cornéocytaire (ELC)

Les cornéocytes sont entourés d’une enveloppe protéique, précédemment décrite,
formée de filaggrine, de loricrine et d’involucrine ; mais aussi d’'une seconde enveloppe
formée d’'une monocouche de lipides non polaires.

i.  Structure et composition de I'ELC

L’ELC est une couche fine, unique, composée de céramides et d’acides gras avec de
longues chaines carbonées, dits ULC pour Ultra Long Chain en anglais. Elle se situe entre
I’enveloppe cornéocytaire protéique et les lipides lamellaires intercellulaires. L'ELC est liée a
la pathogénie de certaines maladies cutanées, notamment [’ichtyose. L'ELC est
majoritairement composée d’hydoxycéramides-w liés a des acides gras ULC, de type EOS
(voir figure 6). Les céramides et les acides gras ULC de I'ELC sont liés de maniere covalente a
I’enveloppe cornéocytaire et la recouvrent entierement. Cette liaison se fait entre les résidus
glutamates des molécules d’involucrine de I'’enveloppe cornéocytaire et les résidus hydroxy-
w des lipides. (Elias et al., 2014 ; Akiyama, 2017)
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Figure 8 : Schéma de la formation et de la structure de I’ELC (d'aprés Akiyama, 2017)
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ii. Formation de I'ELC

La formation des lipides de I'ELC comprend plusieurs étapes au sein des kératinocytes
et I'intervention de nombreuses enzymes comme le montre la figure 9. Le transport des
précurseurs de I'ELC se fait ensuite via les corps lamellaires. Il existe deux hypothéses
différentes quant a 'origine des céramides de I'ELC : soit ils dérivent de la membrane qui
limite les corps lamellaires, soit ils font partie du pool de céramides extracellulaires sécrétés
lors de la fusion des corps lamellaires avec la membrane plasmatique des kératinocytes de la
couche granuleuse. La derniéere étape de la formation de I'ELC est la perte d’'une molécule de
glucose, qui permet la mise en place des liaisons covalentes avec I'enveloppe cornée. (Elias
et al., 2014 ; Akiyama, 2017)
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Figure 9 : Etapes et enzymes impliquées dans la synthése des céramides de I'ELC au niveau des kératinocytes
(d'apres Akiyama, 2017)

L’enzyme de chaque étape est indiquée par une fleche en pointillés. Les enzymes connues pour étre
déficientes en cas d’ichtyose sont en rouge. Les fleches vertes indiquent 'apport de I’acide linoléique lors de
I’estérification en w.

Les céramides EOS de I'ELC sont résistantes aux céramidases, conférant a celle-ci une
fonction de point d’attache pour la matrice lipidique extracellulaire. L'ELC contribuerait
également a la cohésion de la couche cornée, limiterait I'absorption des substances nocives
par les cornéocytes et assurerait la fonction de membrane semi-perméable. (Smeden et al.,
2014 ; Elias et al., 2014)

c. Leslipides extra-cutanés et I’lhoméostasie cutanée

Les acides gras essentiels, tels que les stérols ou l'acide arachidonique, sont
nécessaires a la formation et au maintien d’'une couche cornée fonctionnelle. lls ne sont pas
synthétisés par les mammiféres et doivent étre obtenus via I'alimentation. lls forment une
source de lipides annexe pour la formation des corps lamellaires. Par exemple, chez le chat
et le chien, I'acide linoléique est incorporé dans les céramides 1, 4 et 9. (Miller et al., 2013a ;
Feingold et Elias, 2014)
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2. Les lipides sébacés

a. Les glandes sébacées et leur sécrétion holocrine

Les glandes sébacées sont présentes dans le derme de tous les mammiferes. Elles
sont dispersées sur tout le corps du chien et du chat, mais sont particulierement
développées et nombreuses au niveau des jonctions cutanéomuqueuses, des espaces
interdigités, du cou, du dos, du menton et de la queue. Elles sont absentes des coussinets et
de la truffe. Les glandes sébacées sont, pour la plupart, associées aux follicules pileux,
formant des unités pilo-sébacées. Elles s’ouvrent par un canal dans l'infundibulum
folliculaire, le sébum atteignant la surface de la peau par 'ostiole folliculaire. Les glandes
sébacées sont des structures uni- ou pluri- lobulaires dont les acini sont connectés avec le
conduit excréteur. (Miller et al., 2013a ; Schneider, 2016)

Les glandes sébacées sont formées de sébocytes, c’est-a-dire de cellules spécialisées
qui subissent une migration et une différenciation spécifiques au sein des acini. Lorsqu’elles
atteignent la zone de maturation, ces cellules se différencient : elles accumulent des
gouttelettes lipidiques et leurs autres organites cytoplasmiques dégénérent. Au stade ultime
de différenciation, dans la zone de lyse, les sébocytes se disloquent et les lipides ainsi que
des débris cellulaires sont libérés. Ce type particulier de sécrétion est qualifié d’holocrine :
I’ensemble de la cellule et de son contenu constituent le produit sécrété, appelé ici sébum.
Le sébum forme une émulsion protectrice qui s’étale a la surface de la peau. (Miller et al.,
2013a ; Schneider, 2016)

Les glandes sébacées sont impliquées dans la pathogénie de diverses maladies
cutanées telles que I'acné ou la séborrhée. Cette derniére, due a une sécrétion excessive de
sébum, se manifeste cliniquement par un toucher gras de la peau et des poils. Chez le chien,
elle peut étre primaire ou secondaire a une prolifération de Malassezia, ainsi qu’a de
nombreuses causes d’inflammation cutanée. (Yoon et al., 2013)

b. La composition du sébum

Le sébum qualifié de « natif », lorsqu’il vient d’étre sécrété, est constitué de débris
cellulaires et de lipides non polaires : squaléne (précurseur du cholestérol), cholestérol,
cérides et triglycérides. Durant leur passage dans le canal pilaire, les triglycérides sont
partiellement hydrolysés par des lipases en acides gras et en glycérol. Le sébum final de
I’'homme contient majoritairement des lipides peu polaires : 57,5% de triglycérides et
d’acides gras, 26% de cérides, 12% de squalene et 4,5% de cholestérol. Cette composition
dépend de I'espece considérée et de I'age du sujet, notamment du passage a la puberté chez
I’'homme. Chez I'adulte, de nombreux facteurs influencent la production et la composition
des lipides sébacés : des stéroides, d’autres hormones, des facteurs de croissance, des
régulateurs neuroendocriniens ... (Feingold et Elias, 2014 ; Schneider, 2016 ; Lovaszi et al.,
2018)
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La composition du sébum dépend de I'espéce chez le chien. Yoon et al. (2013)
I’étudient chez le Shih Tzu et en donne la composition suivante : 45,2% de triglycérides,
19,2% de cérides, 18,3% d’esters du cholestérol, 8,5% de cholestérol et 5,3% d’acides gras.
Cette composition est aussi susceptible de varier en fonction de I'état physiologique ou
pathologique. Par exemple, en cas de séborrhée chez le chien, les lipides sébacés
contiennent moins d’acides gras mais plus de cérides et de triglycérides. (Yoon et al., 2013)

c. Lesfonctions du sébum

La principale fonction des lipides sébacés est de constituer un film a la fois
imperméable a I'eau, photoprotecteur et jouant un réle dans la thermorégulation. lls
possedent, également, un role structural, moindre que celui des lipides épidermiques, mais
néanmoins important pour le maintien de I'intégrité de la barriére cutanée. (Lovaszi et al,,
2018)

Les lipides sébacés ont une influence sur le systéme immunitaire cutané. lls
interagissent avec les macrophages, via une voie d’activation secondaire, pour une fonction
de réparation et d’homéostasie tissulaire. lls interagissent également avec les kératinocytes
via des mécanismes incomplétement élucidés. En outre, les sébocytes ont des propriétés
pro-inflammatoires via la production de PAM, de cytokines, de chimiokines et d’adipokines.
(Lovaszi et al., 2018)

Les glandes sébacées sécretent des acides qui sont a 'origine du manteau acide
épidermique. Ce fin film, légérement acide, constitue une barriére a la pénétration et au
maintien des organismes pathogenes bactériens et fongiques. (Lovaszi et al., 2018)

La maturation de certains acides gras essentiels, tels que les acides linoléique et
linolénique, via une enzyme désaturase, a lieu dans les glandes sébacées. Cette dégradation
produit I'acide sapiénique qui posséde des fonctions antibactériennes et antifongiques.
(Lovaszi et al., 2018) En outre, I'étude des personnes atteintes de teigne du cuir chevelu
(teigne récurrente chez les enfants et disparaissant a la puberté) illustre ['activité
antifongique du sébum. Il est prouvé que les chaines carbonées, courtes, a nombre de
carbone impair, des acides gras sébacés sont a I'origine de ce pouvoir antifongique. (Fischer
et al., 2014)

B. Les peptides antimicrobiens (PAM)

La peau synthétise un certain nombre de peptides antimicrobiens (PAM) qui sont de
petites protéines, majoritairement cationiques, produites par les cellules immunitaires et
épithéliales.

Ces peptides ont un role antibactérien, antifongique et antiviral direct, participant
ainsi au systeme immunitaire inné ; mais aussi des propriétés immunomodulatrices, qui leur
permettent d’intervenir dans le systéme immunitaire adaptatif. De plus, certains PAM sont
capables de stimuler la migration et la prolifération des kératinocytes et la production de
chimiokines et de cytokines. La capacité de la peau a moduler sa propre colonisation par des
agents fongiques a des conséquences directes sur la constitution de son microbiote et le
rejet des agents pathogénes.
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1. Les B-défensines et les cathélicidines : des PAM cutanés majoritaires

Le premier PAM cutané humain, découvert en 1997, est une B-défensine humaine
(hBD). Depuis, de nombreux autres PAM ont été découverts dans la peau humaine : d’autres
hBD, la cathélicidine LL-37, les protéines S100 (dont la S100A7 connue sous le nom de
psoriasine), la RNase 7 et la dermcidine (Niyonsaba et al., 2017). D’autres peptides ont été
identifiés dans la sueur : KR-20, RK31 et KS30 (Schauber et Gallo, 2007). Les 2 principales
familles de PAM de la peau, chez I’'homme ou chez nos carnivores domestiques, sont les B-
défensines et les cathélicidines.

Les défensines forment une famille de PAM, dont la caractéristique est de posséder
des résidus cystéine reliés par des ponts disulfures. Elles sont subdivisées en trois sous-
familles (a, B et 8). Les a-défensines sont présentes chez les primates mais absentes chez
nos mammiféeres domestiques, les B-défensines sont présentes chez tous les mammiféeres et
les 6-défensines ne sont présentes que chez les primates a I'exclusion de ’lhomme. Seules les
B-défensines sont exprimées dans la peau.

Il existe environ 90 génes qui codent 6 types de B-défensines humaines dont
seulement 3 sont détectées dans I'épiderme : hBD1, hBD2 et hBD3 ; contre 43 génes qui
codent 6 B-défensines canines : ¢cBD1, cBD2, cBD3, ¢cBD102, cBD103 et cBD127. Les B-
défensines félines n'ont pas été étudiées. (Schauber et Gallo, 2007 ; Wingate et al., 2008 ;
Gallo et Hooper, 2012 ; Leonard et al., 2012b ; Santoro et Maddox, 2014 ; Ageitos et al.,
2017 ; Niyonsaba et al., 2017)

Les cathélicidines varient de par leur séquence d’acides aminés, leur structure et leur
taille. Le précurseur, appelé prépropeptide et codé par un unique gene, est stocké dans des
granules sous forme inactive. Le propeptide des cathélicidines est obtenu par clivage par une
élastase. Il possede une région N-terminale et un domaine cathéline qui sont conservés
d’une espece a l'autre, formant le caractére commun des membres de cette famille de
molécules. Par contre, la région C-terminale, codant le peptide mature présente une
hétérogénéité entre les espéces. Les peptides matures sont classés en 4 sous-groupes : les
peptides avec des hélices a, les peptides riches en proline et en arginine, les peptides riches
en tryptophanes et enfin les peptides avec des ponts disulfures.

L'homme, le chien et le chat possédent une unique cathélicidine nommée LL-37,
K9CATH et feCath, respectivement. Chez ces especes, le peptide mature est une hélice a
linéaire, qui faciliterait I'interaction entre le peptide et les membranes microbiennes. (Sang
et al.,, 2007 ; Léonard et al., 2011 ; Kosciuczuk et al., 2012 ; Léonard et al., 2012b ; Santoro et
Maddox, 2014)

2. Domaine d’expression des B-défensines et des cathélicidines

L’expression des PAM est soit constitutive, soit induite par des stimuli de différentes
natures : inflammation, contact avec des agents pathogénes, phénoméne de cicatrisation,
blessure ... Au niveau cutané, les B-défensines et les cathélicidines sont produites par les
kératinocytes folliculaires a des taux plus élevés que par les autres cellules. Néanmoins, tous
les kératinocytes sont capables de les produire. En augmentant I'activité des kératinocytes,
certaines cellules sécrétrices de la peau (comme celles des glandes sudoripares apocrines et
des glandes sébacées) peuvent contribuer a l'augmentation du taux de PAM. Cette
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expression serait spécifique d’'un agent microbien pour un PAM donné. Par exemple,
Malassezia furfur est capable d’induire I'expression de hBD2 et hBD3, Candida albicans celle
de hBD2. (Gallo et Hooper, 2012)

L'expression de hBD1 est, a la fois, constitutive et inductible au niveau de I'épiderme,
alors que I'expression de hBD2 et hBD3 est, généralement, inductible (Niyonsaba et al,
2017). D’apres I'étude de Brandwein et al., (2017) la sécrétion des B-défensines humaines
varie avec le site corporel comme décrit sur la figure 10.

Haut niveau A
d'expression

\\

Bas niveau "J ;

d'expression hBD-1 hBD-2 hBD-3 Psoriasine RNase 7
Figure 10 : Distribution biogéographique des PAM cutanés chez ’lhomme (d’aprés Brandwein et al., 2017)

Le PAM le plus exprimé dans la peau du chien est la B-défensine canine 103 (cBD103),
qui dérive d’'un gene orthologue de la B-défensine humaine 3. Il n’existerait pas de
différence de répartition des B-défensines canines entre les régions corporelles, dorsales et
ventrales (Leonard et al., 2012a). L'expression des B-défensines félines n’a pas été étudiée,
bien qu’une B-défensine féline 103 semble avoir été identifiée.

Les cathélicidines humaine, canine et féline sont majoritairement exprimées dans la
moelle osseuse au niveau des granules et du cytoplasme de neutrophiles, et dans une
moindre mesure dans la peau et l'intestin. LL-37 est aussi exprimée au niveau d’autres
cellules immunitaires (notamment les monocytes et les lymphocytes).

LL-37, K9CATH et feCath possédent une expression, a la fois, constitutive et
inductible. Ainsi, LL-37 possede une expression constitutive par les neutrophiles, les
mastocytes, les macrophages et les monocytes ; alors que son expression par les
kératinocytes est inductible. La vitamine D3 induit I'expression de LL-37 par les kératinocytes
et les monocytes, mais n’est pas inductrice de I'expression de K9CATH et de feCath. (Sang et
al., 2007 ; Léonard et al., 2011 ; Kosciuczuk et al., 2012 ; Léonard et al., 2012b ; Santoro et
Maddox, 2014 ; Niyonsaba et al., 2017)
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Figure 11 : Représentation schématique de I’expression des PAM humains cutanés
(d’aprés Niyonsaba et al., 2017)

L'expression des PAM est modulée par le statut médical de l'individu. En 2002,
I’étude d’Ong et al. avait montré une expression de LL-37, hBD2 et hBD3 moindre, au niveau
des zones lésionnelles, chez des individus atteints de dermatite atopique (DA)
comparativement a celle d’un individu sain. Depuis, I'équipe de Harder et al. (2010) a
observé une expression plus importante des PAM en cas de DA. Les chiens atteints de DA
ont une expression plus élevée de cBD1, mais une expression réduite de cBD103. (Leonard et
al., 2012b ; Brandwein et al., 2017)

3. Roéle premier des PAM : une fonction antimicrobienne

Tous les PAM cités auparavant ont une fonction fongicide, a I'exception de feCath.
Afin d’étudier le pouvoir antimicrobien des différents PAM, des concentrations inhibitrices
fongiques et fongicides minimales sont calculées. Ainsi, hBD3 et cBD103 sont les PAM les
plus efficaces contre Malassezia pachydermatis et Candida albicans (Santoro et Maddox,
2014 ; Niyonsaba et al., 2017). Il est aussi notable que hBD3 posséde une action synergique
avec LL-37 (Ageitos et al., 2017).

La cible des PAM est la membrane microbienne. Leur conformation, leur charge
cationique, leur caractere plus ou moins hydrophobe (environ 50%) et amphipathique
permet aux PAM de se fixer aux membranes des microbes et de les endommager. La perte
du gradient membranaire des micro-organismes aboutit a leur destruction. Il existe plusieurs
modeles d’action membranaire des PAM présentés dans la figure 12. Par exemple, LL-37
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forme un pore a travers la membrane cellulaire ou inhibe sa formation. Ainsi, puisque les
PAM n’interagissent pas via des récepteurs spécifiques, ils possedent un large spectre
d’action et les micro-organismes cibles ne développent que peu de résistance. (Travkova et
al., 2017 ; Ageitos et al., 2017)
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Figure 12 : Schéma des différents modes d’action des PAM (d’aprés Ageitos et al., 2017)

Un des problémes majeur engendré par ce type de mécanisme réside dans les effets
potentiellement néfastes des peptides sur les membranes des cellules de I’h6te. Cependant,
comme expliqué précédemment, les PAM sont stockés a I'intérieur de granules sous forme
inactive (propeptides), ce qui réduit la possibilité de destruction des membranes cellulaires
de I'h6te (Gallo et Hooper, 2012). De plus, la plupart des PAM ont une affinité bien
supérieure pour les cellules microbiennes que pour les cellules de I’'h6te. Toutefois, ce n’est
pas le cas pour certains PAM comme, par exemple, LL-37 (Travkova et al., 2017).

Récemment, des mécanismes n’impliquant pas la destruction de la membrane
microbienne ont été suspectés pour certains PAM, autres que les B-défensines et les
cathélicidines. Ces PAM seraient capables soit d’inhiber les voies de signalisation
intracellulaires (menant a 'apoptose cellulaire), soit d’entrer dans les cellules et d’interagir
avec des cibles intracellulaires. D’autres modes d’action des PAM restent,
vraisemblablement, a découvrir. (Zhu et al., 2017)

39



4. De nombreux réles secondaires

Récemment, en plus de leur role antimicrobien, un role d’activateur du systeme
immunitaire adaptatif a été démontré en médecine humaine.

Les B-défensines et les cathélicidines, a des concentrations nanomoléculaires, ont des
propriétés chimiotactiques pour les leucocytes. Les leucocytes sont attirés jusqu’au site de
I'infection grace a un gradient différentiel de PAM. Les B-défensines humaines et LL-37 sont
chimiotactiques pour les monocytes, les lymphocytes T naifs et les cellules dendritiques
immatures. De plus, hBD2 et hBD3 ont la possibilité d’attirer les cellules dendritiques
immatures et les lymphocytes T mémoires grace au récepteur de chimiokines CCR6 et les
monocytes grace au récepteur CCR2 (Schauber et Gallo, 2007 ; Gallo et Hooper, 2012 ;
Leonard et al., 2012b).

Des études concernant des propriétés chimiotactiques des
cathélicidines, canines et félines, seraient nécessaires.

B-défensines et des

De plus, les PAM possédent un role dans la formation de la barriere cutanée. LL-37
induit la prolifération, la migration et la différenciation des kératinocytes, ce qui laisse,
également, entrevoir un role important des PAM dans la cicatrisation cutanée (Schauber et
Gallo, 2007 ; Niyonsaba et al., 2017). En outre, hBD3 et LL-37 ont une influence sur les
jonctions serrées des couches granuleuses et cornée de |'épiderme, suggérant un réle
important dans I’homéostasie cutanée (Niyonsaba et al., 2017).

A des concentrations inférieures a celles nécessaires pour leur propriété
antimicrobienne, les B-défensines humaines et la cathélicidine LL-37 induisent la libération
de chimiokines et de cytokines par les kératinocytes, comme décrit dans la figure 13
(Schauber et Gallo, 2007).

B-défensines Cathélicidines

Recepteurs Récepteur
couplés aux EGF

protéines G
STAT1

IL-6 STAT3

IL-10

IP-10 ERK
Mcp.1  P38/MAPK
MIP3a
RANTES Prolifération

\ IL-18 Migration/
Kératinocyte

Figure 13 : Modéle schématique de la libération de cytokines et de chimiokines induites par les PAM des
kératinocytes humains (d’aprées Schauber et Gallo, 2007)
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En dernier lieu, certains PAM sont capables d’influer sur le statut inflammatoire
cutané. Ainsi, LL-37 peut étre pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. L’activité pro-
inflammatoire de LL-37 inclut la diminution de I’expression des interleukines (IL) 10,
I’'augmentation de celle de I'lL-1B, I'lL-12p40 et I'lL-18, la production d’interférons (IFN) de
type |, la dégranulation des mastocytes et la libération de facteurs de l'inflammation. A
I'inverse, LL-37 peut inhiber la production d’IFN-y, d’IL4, d’IL12 et de facteur de nécrose
tumorale- a (TNF-a) (Gallo et Hooper, 2012 ; Niyonsaba et al., 2017).

En définitive, malgré leur importance, il n’existe que peu d’études sur les PAM du
chien et du chat.

Ill.  Une barriére immunitaire

Pendant longtemps, I'immunité adaptative a été considérée comme la plus efficace
contre les pathogénes fongiques. Néanmoins, il est prouvé que les deux systémes
immunitaires (adaptatif et inné) contribuent a protéger l'individu. Le systéeme immunitaire
ne posseéde pas une réponse unique a un pathogene fongique : elle est adaptée au
pathogéne (genre, espece, morphotype), a I'h6te (age, statut immunitaire, facteurs
génétiques) et au site d’infection.

Le systéme immunitaire cutané est composé de cellules résidentes et de cellules
migrantes. L'épiderme contient des cellules dendritiques et des lymphocytes intra-
épidermiques. Le derme contient des lymphocytes T (LT), des cellules dendritiques, des
cellules Natural Killer (NK), des mastocytes et des histiocytes. Il contient également des
capillaires qui sont le point d’entrée des leucocytes dans le derme. (Williams, 2012)

A. La reconnaissance des champignons pathogénes : un point clé dans
'immunité cutanée

1. Reconnaissance via les PRR

Les champignons sont reconnus par |'h6te via des PRR (Pattern-Recognition
Receptors), qui sont des récepteurs présents au niveau des membranes des cellules de
I'immunité innée (notamment les macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles et
les cellules épithéliales). Les PRR reconnaissent des PAMP (Pathogen-Associated Molecular
Pattern), qui sont présents sur les champignons. Les PAMP regroupent, majoritairement, des
composants de la paroi fongique : la chitine, les a- et B-glycanes et les mannanes, mais aussi
des composants intracellulaires, tels que I’ADN fongique dans certains cas particuliers. Les
polysaccharides internes de la paroi fongique sont les plus conservés au sein du réegne
fongique et permettent d’initier une réponse immune effective, alors que les glycanes
externes de la paroi fongique sont souvent responsables d’'un échappement a la réponse
immune. (Brown, 2011 ; Verma et al., 2015 ; Snarr et al., 2017)

Outre cette reconnaissance directe via des récepteurs membranaires, il existe une
voie indirecte. En effet, les phagocytes peuvent reconnaitre les organismes fongiques en
sécrétant des PRR solubles qui les recouvrent (opsonisation) et la reconnaissance se fait
alors via des récepteurs opsoniques. (Brown, 2011)
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Figure 14 : Modéle de la structure de la paroi fongique (d'aprés Williams, 2012)

Il existe deux catégories principales de PRR : les TLR (Toll-Like Receptors) et les CLR (C-
Type Lectins Receptors). Leur role est rendu complexe par le changement possible de
composition de la paroi fongique durant la croissance et le cycle sexuel des champignons.
Par exemple, C. albicans est capable de changer de morphologie entre une forme
filamenteuse et une forme levure, ce qui lui permet de ne pas étre reconnu par le systeme
immunitaire et concourt ainsi a sa virulence. (Brown, 2011 ; Leibundgut-Landmann et al.,
2012 ; Verma et al., 2015)

Historiguement, les TLR sont les premiers récepteurs a avoir été identifiés. Il en existe
5 types différents et les plus impliqués dans la reconnaissance des champignons pathogenes
sont les TLR2, 4 et 9. La reconnaissance des pathogenes par les TLR induit une cascade de
signaux intracellulaires, médiée par la protéine MyD88, qui aboutit a la production de
cytokines pro-inflammatoires, TNF et IL-1B, et a la différenciation des lymphocytes, en LTh1l
ou en LTh2. (Brown, 2011 ; Williams, 2012 ; Verma et al., 2015)

Le CLR le plus étudié est la Dectine-1. Cette derniére reconnait le f-1,3-glycane de la
paroi fongique. Elle influence I'immunité innée et adaptative, et induit la différenciation des
lymphocytes en LTh1 ou LTh17. La différenciation en LTh17 est favorisée par l'interaction de
la Dectine-1 avec le TLR2 via la production d’IL-6 et d’IL-23. De plus, la Dectine-1 permet la
production de pro-IL-1B, d’IL-6, d’IL-10, d’IL-23 et de TNF-a. Certains champignons ont
développé un mécanisme qui leur permet de masquer leur B-1,3-glycane et, ainsi, de limiter
leur détection par les cellules immunes. (Brown, 2011 ; Leibundgut-Landmann et al., 2012 ;
Verma et al., 2015)

Bien que les TLR et la Dectine-1 soient impliqués dans la reconnaissance de la
majorité des champignons, il reste évident que certains récepteurs sont spécialisés dans la
reconnaissance d’un genre ou méme d’une espéce spécifique de pathogene. Par exemple, le
CLR Mincle est spécialisé dans la reconnaissance des espéeces de Malassezia. De plus, les
pathogénes fongiques peuvent étre reconnus par plusieurs types de récepteurs différents
sur des cellules immunes différentes, n’entrainant pas exactement la méme réponse
immunitaire. Enfin, les PRR seraient aussi capable d’interagir les uns avec les autres. Le role
de ces récepteurs reste insuffisamment étudié ou étudié pour un nombre limité
d’organismes fongiques. (Brown, 2011)
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Les organismes fongiques développent de multiples stratégies afin d’empécher leur
reconnaissance par les cellules de I'immunité. Le mécanisme le plus souvent utilisé est la
dissimulation des PAMP. Par exemple, Cryptococcus neoformans posséde une capsule
formée de polysaccharides qui recouvre les composants de sa paroi, empéchant la
reconnaissance des constituants de sa paroi par les cellules de I'h6te. D’autres pathogenes
utilisent des composants ou posseédent des morphologies qui ne sont pas reconnus par les
PRR. Par exemple, ’hyphe de Candida albicans ne posséde pas de B-glycane, contrairement
a lalevure. (Brown, 2011 ; Williams, 2012)
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Figure 15 : PRR et voies de signalisation aboutissant a la différenciation des LTh (d'aprés Verma et al., 2015)

2. Les cellules dendritiques : un lien entre immunité innée et adaptative

Les cellules dendritiques sont a l'intersection entre immunité innée et immunité
adaptative. Lorsqu’elles rencontrent un antigene fongique, les cellules dendritiques peuvent
amplifier I'immunité innée via la sécrétion de cytokines, qui recrutent et activent d’autres
cellules immunitaires. Elles sont, également, capables de capter I'antigene, de le phagocyter
et de le préparer afin de le présenter aux cellules T CD4+ naives grace aux complexes
d’histocompatibilité majeure (CMH), initiant ainsi I'immunité adaptative. Les cellules T
naives spécifiques se différencient en lymphocytes T effecteurs (LT eff) ou régulateurs (LT
reg) et permettent la distinction entre les réponses immunes Th1, Th2 et Th17. (Miller et al.,
2013a; Verma et al., 2015)
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Les cellules de Langerhans (CL) sont localisées dans |'épiderme profond (couche
épineuse), ou elles ont un réle de sentinelles et sont capables d’auto-régénération. Elles
forment une sous-population de cellules dendritiques et sont les principales cellules
présentatrices d’antigénes (CPA). Les cellules de Langerhans interagissent avec les
kératinocytes et forment un réseau qui couvre la totalité de la surface corporelle. Elles
expriment a leur surface un CLR : la CD207, ainsi que d’autres molécules : CMH |, CMH Il et
CD1. Apres la phagocytose des antigenes, les CL migrent vers les nceuds lymphatiques
drainant la peau ou elles interagissent avec les LT et initient la réponse immune adaptative.
Par exemple, la réponse immune Th17 nécessite I'intervention des CL, via la production d’IL-
6, d’IL-1P et d’IL-23. (Williams, 2012 ; Tay et al., 2013 ; Verma et al., 2015)

D’autres cellules présentatrices d’antigenes sont localisées dans le derme : les
cellules dendritiques myéloides, les cellules dendritiques plasmacytoides et les
macrophages. Lors d’inflammation, elles sont rapidement mobilisées et migrent vers les
nceuds lymphatiques drainant la peau en seulement 48 heures contre 4 jours pour les CL.
(Williams, 2012 ; Tay et al., 2013)

B. Immunité innée

L'immunité innée cutanée comprend : une barriere physique épidermique, des
substances protectrices telles que des enzymes et des PAM, des protéines solubles (le
complément notamment) et une action des cellules phagocytaires.

1. Une barriére physique et des substances protectrices

La fonction protectrice de la peau réside, principalement, au niveau de la couche
cornée de I'épiderme mais pas seulement. Il faut aussi considérer la barriere chimique
composée par les lipides épidermiques et sébacés, les PAM et les différentes enzymes
fongicides.

2. Action des cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles, éosinophiles,

monocytes[

Suite a la reconnaissance des pathogenes fongiques, ces derniers sont internalisés
par les phagocytes, via un processus dépendant de I'actine, selon deux modalités. Les
levures et les conidies sont phagocytées par un mécanisme dit « d’enroulement », alors que
les hyphes sont phagocytés par un mécanisme dit de « fermeture éclair » (décrits dans la
figure 16). Une vésicule intracellulaire, appelée phagosome et contenant le pathogene, est
ainsi formée. Ce mécanisme d’internalisation dépend de nombreux facteurs : le type de
cellule immunitaire, la présence ou non d’opsonines, la composition pariétale du pathogéne
et sa forme morphologique. Il est important de considérer le fait que la phagocytose est plus
efficace en présence d’opsonines, mais elle est, aussi, permise par des récepteurs non
opsoniques. En effet, il est démontré que les TLR influencent la phagocytose. (Brown, 2011)
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Figure 16 : Modeéles de phagocytose des pathogéenes fongiques suivant leur morphotype
(d'apres Williams, 2012)

Suite a l'internalisation de I'agent pathogene, le phagosome subit un processus de
maturation qui aboutit a la formation d’'un phagolysosome, c’est-a-dire un compartiment
avec des propriétés antimicrobiennes dans lequel le pathogéne est tué et digéré. La
maturation comprend une étape d’acidification et la mise en place de mécanismes
fongicides oxydatifs et nonoxydatifs. Ces mécanismes sont contrdolés par des cytokines qui
peuvent soit les augmenter (IFN-y) soit les diminuer (IL-10). Les mécanismes oxydatifs
consistent en la production d’especes réactives de I'oxygéne et de I'azote, qui possedent des
propriétés fongicides, ainsi qu’en |'activation de protéases antifongiques. Les mécanismes
non oxydatifs, mis en place par les cellules phagocytaires et en particulier les neutrophiles,
sont de 3 types : la production de PAM, la production d’hydrolases et la limitation de I'acces
aux nutriments par les pathogénes (notamment la séquestration de fer et de zinc). (Brown,
2011 ; Hamad, 2011)

Les neutrophiles sont également capables de détruire les pathogénes fongiques de
maniére singuliere grace au systeme de NET (Neutrophil Extracellular Traps). Il s’agit de brins
d’ADN, d’histones et de granules contenant des protéines, extériorisés par les neutrophiles
constituant un piége pour les pathogénes qui sont ensuite phagocytés. Ce mécanisme
permet notamment la destruction de C. albicans, tant sous sa forme d’hyphe que de levure.
(Brown, 2011 ; Hamad, 2011)

Des mécanismes d’échappement sont de nouveau mis en place par les pathogeénes,

qui peuvent soit inhiber la maturation du phagosome, soit s’échapper de ce dernier, soit
résister a ses propriétés antimicrobiennes (production d’enzymes anti-oxydantes ou mise en
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place de mécanismes protecteurs). Par exemple, C. neoformans produit de la mélanine et du
mannitol, qui permettent de moduler la réponse immunitaire innée. En effet, la mélanine
interagit avec les radicaux libres produits lors des mécanismes oxydatifs, neutralise les
défensines et rend I'endocytose de C. neoformans moins efficace. Le mannitol interagit, lui
aussi, avec les radicaux libres. De plus, certains organismes fongiques ciblent des cellules ou
des récepteurs qui sont dits permissifs. (Brown, 2011 ; Hamad, 2011 ; Williams, 2012)

L'interaction des pathogenes avec les PRR des phagocytes présente un role clé dans
I'induction d’une immunité adaptative, en induisant la sécrétion de cytokines et de
chimiokines, qui présentent soit un profil pro-inflammatoire et menent a une réponse de
type Thl ou Th17, soit un profil anti-inflammatoire et une réponse de type Th2 est initiée.
(Brown, 2011)

3. Action du complément

Il existe trois voies d’activation du complément : la voie classique, la voie alternative
et la voie des lectines. Elles ménent toutes au clivage de la convertase C3 en C3a et C3b. C3a
permet le recrutement des cellules inflammatoires (notamment des neutrophiles) et agit
comme une anaphylatoxine. C3b peut induire la formation d’un complexe protéique, appelé
Complexe d’Attaque Membranaire (CAM). Le CAM forme un pore dans la membrane
fongique induisant une lyse osmotique et la mort du pathogene. (Williams, 2012 ; Miller et
al., 2013a)

Le complément possede d’autres fonctions, que la formation d’un CAM, permettant
la protection contre les pathogenes fongiques. Les facteurs du complément, en particulier
C3b, permettent I'opsonisation des cellules fongiques et ainsi I'activation de la phagocytose
par les macrophages. De plus, les facteurs du complément sont impliqués dans la formation
d’une réponse immunitaire protectrice de type Thl, via la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-8 et TNF). C3a, C5a et C3b possedent également des propriétés
chimiotactiques, qui permettent le recrutement des cellules immunitaires jusqu’au lieu de
I'infection. (Williams, 2012 ; Zipfel et Skerka, 2012)
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Figure 17 : Mode d’action du complément face a C. albicans (d'apres Zipfel et Skerka, 2012)
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Les organismes fongiques utilisent des mécanismes qui modulent I'activation du
complément. Par exemple, dans le cas de C. albicans, I'antigéne Pra 1 peut se lier aux
protéines du complément ou interagir avec ses récepteurs exprimés au niveau de la surface
des macrophages et des neutrophiles, empéchant I'action du complément. (Brown, 2011 ;
Zipfel et Skerka, 2012)

4, Action des cellules lymphoides innées, des cellules NKT et des cellules T y6

Les Cellules Lymphoides Innées (CLI) forment une famille de cellules dépourvues de
récepteurs spécifiques aux antigénes, découvertes récemment au niveau du derme. Elles
sont séparées en 3 catégories selon les cytokines qu’elles produisent et selon leur mode de
développement. Les CLI du groupe 1 produisent des IFN-y et sont subdivisées en cellules
Natural Killer (NK) et en cellules non cytotoxiques helper like (CLI1). L'importance du réle des
cellules NK, considérant les infections fongiques, est peu connue. Les cellules NK possédent
un pouvoir cytotoxique propre contre les virus (non démontré pour les champignons), via
I'expression de perforines et de granzymes. Elles stimulent aussi la phagocytose des
pathogénes par les macrophages, via la production d’IFN-y, et la production des cytokines de
la voie Thl. Les CLI1 produisent des IFN-y, TNF-a, et d’autres cytokines de la réponse Thl.
Les CLI du groupe 2 produisent des IL-4, IL-5 et IL-13 (cytokines de la voie Th2) et celles du
groupe 3 des IL-17 et des IL-22 (cytokines de la voie Th17). (Williams, 2012 ; Tay et al., 2013 ;
Yang et al., 2017)

Les cellules NKT et les cellules T y§, présentes au niveau du derme, reconnaissent un
CMH non classique CD1. Ces deux types de cellules produisent rapidement des cytokines
apres leur stimulation, notamment les cellules NKT qui produisent des IL-4 et IFN-y, jouant
un réle dans I'orientation de la réponse immunitaire adaptative. (Williams, 2012)

Le role de ces cellules reste encore peu exploré de par leur découverte récente.

C. Immunité adaptative

Alors que l'immunité innée permet une protection effective contre certains
pathogenes, parfois une protection compléte nécessite aussi I'intervention de I'immunité
adaptative, initiée via les cellules dendritiques.

1. Immunité a médiation cellulaire et lymphocytes T (LT)

Les signaux des TLR et des CLR induisent I'expression du CMH Il et de cytokines qui
permettent la présentation antigénique et ainsi la différenciation des LT. (Leibundgut-
Landmann et al., 2012) L’activation compléte des LT nécessite deux signaux distincts. Si le
second signal n’a pas lieu, les LT ne produisent pas de réponse immunitaire protectrice et
I’'h6te devient tolérant a I'antigene. Ce stade est alors qualifié d’anergique. (Miller et al.,
2013a)

Les cellules de 'immunité adaptative sont, essentiellement, présentes dans le derme.
Les lymphocytes sont majoritairement situés au niveau des zones péri vasculaires, ce qui leur
permet de migrer, perpétuellement, entre la peau et les nceuds lymphatiques. Chez

47



I’'homme sain, il y a plus de LT CD4+ que de LT CD8+. Au niveau du derme, il y a une
prédominance de la lignée Th1/Treg, alors que la lignée Th2 prédomine au niveau de
I’épiderme. Les LT qui résident de maniére permanente au niveau de la peau sont
majoritairement des cellules mémoires qui expriment un CLA (Cutaneous Lymphocyte
Antigen). Les lymphocytes T intra épidermiques sont majoritairement des LT CD8+. IIs sont,
également, présents dans la gaine des follicules pileux. (Williams, 2012)
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Figure 18 : Les différentes populations de LT et leur réle antifongique (d'aprés Verma et al., 2015)
a. LT helper

Il existe, principalement, trois catégories de LTh : les LTh1, les LTh2 et Les LTh17. Les
réponses impliquant les LThl et les LTh17 sont protectrices face a un agent pathogéne
fongique, alors que la réponse impliquant les LTh2 est en faveur de I'agent pathogéne avec
des propriétés anti-inflammatoires.

Les CPA produisent de I'lL-12, qui est a l'origine de la différenciation en LThl. Ces
derniers produisent une réponse antifongique, via la libération de facteurs pro-
inflammatoires : IFN-y, TNF-a, GM-CSF et IL-2. L’'IFN-y induit I'activation de macrophages,
promeut la phagocytose et la présentation d’antigénes par les CPA et permet la formation
de lymphocytes T mémoires. Le TNF-a possede des fonctions similaires a I'lIFN-y notamment
I'activation des macrophages. (Verma et al, 2015) L'IL-2 promeut la différenciation des
lymphocytes en LT cytotoxiques.
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La différenciation des LT CD4+ en LTh17 est médiée par le TGF-B (Transforming
Growth Factor) et IL-6. De plus, I'lL-23 permet la maintenance et I'expression de ce type de
cellules immunitaires. Les LTh17 produisent des cytokines : IL-17A, IL-17F et IL-22. |l existe 2
mécanismes différents menant a la destruction des pathogénes fongiques. Lors d’infection
systémique, les Th17, grace a des chimiokines induisent le recrutement de neutrophiles, qui
ont notamment un pouvoir candidiacide. Lors d’infection mineure, IL-17 stimule la libération
de PAM par les kératinocytes. Néanmoins, les cytokines produites par les LTh17 pourraient,
également, avoir un réle pro-inflammatoire, anti-inflammatoire ou un réle de régulation ; en
fonction du pathogene considéré, du site et du stade d’infection et du statut immunitaire de
I’'hote. Le role de ces LTh17 reste incompletement compris. (Hamad, 2011 ; Verma et al.,
2015)

La réponse Th2 peut étre préjudiciable a la destruction des pathogénes fongiques, a
cause de la synthése trop importante des cytokines IL-4, IL-5, IL-13 et les immunoglobulines
E (IgE) sécrétées par les lymphocytes B (LB). Les IL-4 et 13 interviennent dans I'activation
alternative des macrophages, qui est associée a une croissance non contrdlée des
organismes pathogénes. En effet, cette voie alternative d’activation des macrophages fait
intervenir des taux faibles d’oxyde nitrique, qui ne permettent pas d’activité fongicide. De
plus, IL-4 permet I'acces des champignons a des micronutriments présents dans les
macrophages, ainsi que la stimulation d’un récepteur de la transferrine impliquée dans les
transferts de fer, ce qui augmenterait la croissance fongique. De plus, des taux élevés d’IL-4
sont associés a une diminution de la production d’IFN-y, qui conduit a la production
d’immunoglobulines non protectrices (Ige notamment). Par ailleurs, IL-4 stimule la
croissance et la différenciation des LB en plasmocytes et en LB mémoires. Ainsi,
contrairement aux réponses Thl et Thl7, la réponse Th2, de par ses capacités anti-
inflammatoires, permettrait la persistance du pathogene, mais aussi une certaine mémoire
immunologique. (Hamad, 2011 ; Verma et al., 2015)

Néanmoins, cette vision simplifiée des réponses immunitaires ne prend pas en
compte la balance subtile entre les réponses Thl, Th2 et Th17, qui doit étre mise en ceuvre
afin d’obtenir une réponse protectrice ou tolérogéne, suivant les cas, ni les autres catégories
de LTh: les LTh9 et les LTh22. La balance entre inflammation et réponse tolérogene est un
processus complexe qui impliqgue des éléments de I'immunité innée et des éléments de
I'immunité adaptative supplémentaires. (Hamad, 2011)

b. LT régulateur (LTreg)

Afin de limiter les dommages collatéraux, lors de la destruction des organismes
pathogénes, une régulation de l'inflammation par les LTreg est nécessaire. Cette catégorie
de cellules immunitaires permet d’activer de nombreux mécanismes afin de diminuer
I'inflammation : sécrétion d’IL-10, de TGF-B et d’IL-35 ; rétention d’IL-2 ; cytolyse des CPA ;
synthése d’'une adénosine immunosuppressive ; régulation négative de la fonction des CPA
par des molécules cytotoxiques. Les LTreg stimulent également la différenciation des LT
CD4+ en LTh17, et permettraient de promouvoir une immunité antifongique durable. A
I'inverse, les LTreg en sécrétant I'lL-10 qui inhibe I'IFN-y, peuvent favoriser les mycoses
chroniques. Ces effets pléiotropes dépendent du microenvironnement, des cytokines et du
temps. (Williams, 2012 ; Verma et al., 2015)
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c. LT effecteur (LTeff)

Les cytokines sécrétées par les LT CD4+ et les macrophages (IFN-y et TNF) attirent sur
le lieu de l'inflammation des LT CD8+ cytotoxiques. Ces derniers sont capables de détruire
soit des macrophages infectés soit directement des cellules fongiques, via la libération de
perforines et de granulysines, présentes dans des granules cytoplasmiques. Les perforines
dégradent la membrane cytoplasmique des pathogénes et les granulysines agissent sur les
voies d’apoptose cellulaire. (Williams, 2012)

L’action des LT CD8 + dans I'immunité contre les micro-organismes fongiques n’a pas
été totalement démontrée. (Verma et al., 2015)

2. |Immunité a médiation humorale et lymphocytes B (LB)

L’activation des LB ne nécessite pas de présentation d’antigenes : les LB réagissent
directement au contact des antigénes fongiques et sécretent des immunoglobulines (lg). Les
Ilg permettent une protection immune en ciblant les antigénes des parois fongiques : le B-
glycane (A. fumigatus, C. albicans, C. neoformans), |'agglutinine (C. albicans), le
glucuronoxylmannane (C.neoformans), la protéine 60 (H. capsulatum). Les Ig permettent la
protection de I’hote par des mécanismes classés en 2 groupes : les mécanismes directs et les
mécanismes indirects. (Verma et al., 2015)

a. Mécanismes directs

Il s’agit de ceux qui impliquent directement la liaison des Ig aux pathogénes et
induisent I'inhibition de leur croissance ou leur destruction. L’activité fongicide de certaines
immunoglobulines est démontrée comme décrit dans le tableau IV. (Verma et al., 2015)

Tableau IV : Fonction protectrice des différentes immunoglobulines contre les infections fongiques (d’aprées
Verma et al., 2015)

IgG IgM IgA IgE IgD
Pathogénes Protection Protection Protection Sécrétés lors Fonction
considérés contre C. contre C. contre C. de réponse inconnue
neoformans, neoformans, albicans Th2 ; action contre les
C. albicans, A.  C. albicans, H. fongicide non pathogénes
fumigatus, H. capsulatum, caractérisée fongiques
capsulatum, P. murina,
P.brasiliensis P.brasiliensis
Opsonisation,  Opsonisation, Activité
CCAD, activation du fongicide
modification complément, directe
de la réponse activité (infection
inflammatoire, fongicide systémique),
activité directe réle non
fongicide complétement
directe élucidé dans

les autres cas
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En outre, les anticorps une fois liés aux pathogenes fongiques sont capables
d’interférer avec leur métabolisme et d’altérer I'expression de leurs génes, ce qui permet de
supprimer leur virulence. (Verma et al., 2015)

b. Mécanismes indirects

Les mécanismes indirects consistent en la stimulation des cellules immunes
effectrices par les Ig. Cela comprend : l'opsonisation, I'activation du complément, la
cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante (CCAD). Cette derniére induit la lyse des cellules
gui comportent les anticorps concernés. (Verma et al., 2015)

Les pathogenes fongiques développent des mécanismes afin de ralentir, moduler ou

supprimer l'induction de cette réponse immune protectrice. Par exemple, C. albicans peut
induire la production de cytokines immunosuppressives comme IL-10. (Brown, 2011)
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Partie 2 : ... mais aussi un milieu de vie pour de nombreux
micro-organismes fongiques

La peau n’est pas seulement une barriére contre les micro-organismes pathogenes,
c’est aussi un écosysteme, dynamique et complexe, composé de différentes niches qui
accueillent un microbiote divers. Les microbiotes humain, canin et félin consistent en un
nombre surprenant de micro-organismes qui vivent en association avec leur hote. Ces
communautés de micro-organismes regroupent des eucaryotes, des archées, des bactéries
et des virus. Ces microbes ne sont généralement pas dangereux pour leur hote et peuvent,
méme, étre bénéfiques. lls éduquent le systeme immunitaire de I'h6te, contribuent au
déclenchement de I'immunité innée et participent a I’homéostasie cutanée.

Un grand nombre d’études ont montré que le changement de composition du
microbiote cutané est souvent associé a des maladies cutanées ; d’ou I’hypothese qu’en
agissant sur le microbiote de I'h6te, il soit possible de soigner sa maladie. Gueniche et al.
(2008) ont mené une étude prospective, en double aveugle, contre placebo, lors de laquelle,
ils ont démontré I'effet bénéfique de I'application d’un topique contenant une bactérie non
pathogéne, Vitreoscilla filiformis, sur une cohorte de 75 patients atteints de DA. (Gueniche et
al., 2008) Cette bactérie modulerait la réponse du systéme immunitaire induite par des
allergenes, permettant une diminution de I'inflammation, et serait également a l'origine de
la sécrétion de PAM. (Volz et al., 2014) Toutefois, la majorité des études, concernant le
microbiote cutané fongique, ne sont qu’au stade de sa caractérisation chez des sujets sains
et des relations complexes qu’il entretien avec son hote.

.  Méthodes d’étude

Historiguement, les études se focalisaient sur une espéce fongique donnée
(notamment les Malassezia et les dermatophytes) isolée de son milieu et des autres
espéces. De ce fait, la croissance de nombreuses espéces fongiques étaient inhibées car le
microenvironnement reproduit expérimentalement n’était pas le bon. Par exemple,
certaines espéces de Malassezia ; dites lipophiles car leur croissance dépend de la présence
d’acide gras cutanés, ne pouvaient pas croitre en culture.

Les avancées dans le domaine de la génomique et, notamment, du séquencage a
haut débit ont permis |'avénement d’un nouveau champ de recherche nommé
métagénomique, permettant I'étude de communautés entiéres de micro-organismes et
s’affranchissant des biais des études basées sur la culture. Au lieu d’étudier le génome d’un
micro-organisme fongique donné, dont la croissance a été obtenue en laboratoire,
I'approche métagénomique consiste en I'étude de I'ensemble des génomes des
communautés fongiques, nommé microbiome fongique, prélevées directement a la surface
de la peau des sujets. Cette nouvelle approche révolutionne notre compréhension du
microbiote et voit 'avenement de la notion d’holobionte ou supra-organisme (Turnbraugh et
al., 2007), qui se définit comme une unité biologique contenant a la fois I’"hote et tous les
micro-organismes qu’il héberge.
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A. Méthode historique : la culture fongique

La culture fongique a longtemps été utilisée pour I'isolement et I'identification des
micro-organismes fongiques cutanés. Le prélevement est réalisé par écouvillonnage ou
raclage superficiel, épilation des poils ou, plus rarement, grace a des biopsies cutanées.

1. Milieux et conditions de culture

Différents types de milieu de culture sont utilisables. Pour une croissance et une
identification optimale des micro-organismes fongiques, une batterie de plusieurs milieux
est souvent utilisée. Les milieux de culture contiennent des nutriments, peuvent étre
acidifiés avec un pH entre 3,5 et 5,0 (ajout d’acide hydrochlorique ou phosphorique) et
peuvent, aussi, avoir un pouvoir osmotique selon la concentration de glucides qu’ils
contiennent. (Kurtzman et al., 2010)

Selon I'objectif de la culture, des milieux avec ou sans cycloheximide et avec ou sans
antibiotique sont utilisés. En fait, I'ajout de 0,5 pg/mL de cycloheximide et de 16 pug/mL de
chloramphénicol au milieu permet d’inhiber la croissance, respectivement, des moisissures
et des bactéries contaminantes. Toutefois, la croissance de certains agents fongiques
(notamment C. neoformans, Candida sp., Aspergillus sp.) étant, partiellement ou
completement, inhibée par le cycloheximide, des milieux qui en sont exempts sont
nécessairement inclus dans les études du mycobiote fongique. Il est également possible
d’utiliser d’autres antibiotiques que le chloramphénicol, tels que I'association gentamicine-
chloramphénicol ou la ciprofloxacine. (Tille, 2014)

L’ensemencement est réalisé en déposant I’échantillon avec précaution, a la surface
d’une gélose, en boite de Pétri ou en tube, dans une enceinte de sécurité biologique, afin de
prévenir les infections acquises par voie respiratoire, et sous hotte a flux laminaire, afin de
limiter les contaminations. L'ensemble est mis a incuber : a température ambiante (soit 20-
25°C) pour les micro-organismes mésophiles ou a 30-37°C pour les autres, avec un taux
d’humidité compris entre 40 et 50%, pendant 3 a 4 semaines, et observé quotidiennement.
Les colonies qui se développent sont repiquées afin de s’assurer de la pureté de I'agent
fongique isolé, qui est ensuite identifié. (Kurtzman et al., 2010 ; Findley et al., 2013 ; Tille,
2014)

2. ldentification des champignons

a. Principes généraux pour les champignons filamenteux et les levures

Les champignons filamenteux sont identifiés grace aux caractéristiques
morphologiques des cultures et a leur aspect microscopique, mais aussi grace a leur taux de
croissance.

Le taux de croissance est un parametre qui peut aider a I'identification, mais qui doit
étre combiné a d’autres parameétres, car il peut étre variable chez certains champignons et
dépendre de l'inoculum de départ. On distingue trois catégories : les champignons a
croissance rapide (5 jours ou moins), intermédiaire (6 a 10 jours) et lente (11 a 21 jours).
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De la méme fagon, l'aspect macroscopique des colonies est une aide a
I'identification, mais peut étre variable selon le milieu choisi et les conditions d’incubation.
Par exemple, H. capsulatum, dont la colonie a un aspect blanc et duveteux en culture sur le
milieu BHI Agar (Brain Heart Infusion), ressemble a une levure si ce milieu est complémenté
avec du sang. Il convient de considérer plusieurs criteres afin de qualifier I'aspect
macroscopique des colonies : la couleur (recto et verso des boites de Pétri et pigments
diffusibles), la topographie (plane, en relief, cratériforme, convexe..), la texture
(cotonneuse, glabre, veloutée, granuleuse, laineuse ...) et les marges des colonies (ondulées,
lobées, érodées ...). (Kurtzman et al., 2010 ; Tille, 2014)

Dans la plupart des cas, I'identification finale est faite grace a I'aspect microscopique
du champignon. Les préparations sont colorées a l'aide d’une solution de bleu de
lactophénol : les éléments fongiques apparaissant bleus, ils sont plus facilement
identifiables. La forme de I'appareil végétatif (hyphe septé ou non, largeur) et de I'appareil
reproducteur est évaluée. Les criteres observés, lors de ['évaluation de [I'appareil
reproducteur d’'un micro-organisme fongique, sont : la forme des conidiophores (absents,
simples ou ramifiés), des cellules conidiogenes, des conidies et des organes de fructification.
Les spores sont divisées en spores directes (issues de la multiplication asexuée), subdivisées
en endospores (spores internes) et en conidies (spores externes), et spores indirectes (issues
de la reproduction sexuée). Par exemple, les phialoconidies sont caractéristiques des genres
Aspergillus et Penicillium. (Tille, 2014)

Figure 19 : Exemple de différentes phialoconidies caractéristiques d’un genre fongique
(d'apres Tille, 2014)

I : Phialoconidies caractéristiques du genre Pénicillium (la fleche désigne les branches secondaires
appelées métules qui portent les phialides)
Il : Phialoconidies caractéristiques du genre Aspergillus (A : conidies, B : conidiophores)

Les critéres a prendre en compte lors de Iidentitication des levures sont les
caractéristiques morphologiques des cultures, leur aspect microscopique (appareil végétatif
et reproducteur) et le résultat de tests spécifiques. L’aspect macroscopique des cultures est
évalué a I'aide des mémes criteres que les champignons filamenteux.

L'identification des levures par leur aspect microscopique est possible grace a
I’évaluation de la forme des cellules, la présence ou non d’une capsule, la formation de
tubes germinatifs et la caractérisation des hyphes, des pseudohyphes, des spores indirectes
(rarement observées) et des conidies. Par exemple, les cellules en forme de « bouteilles »
sont identifiées comme des Malassezia. Les tubes germinatifs sont des structures qui sont
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caractéristiques des espéces Candida albicans et Candida dubliniensis. Par contre, cette
caractéristique a une fiabilité limitée car les tubes germinatifs peuvent étre confondus avec
des pseudohyphes et leur formation dépend de nombreux facteurs (température, inoculum,
milieu de culture, souche fongique). Des pseudohyphes sont formés lorsque les cellules filles
fongiques obtenues par bourgeonnement ne sont pas séparées de la cellule mére formant,
ainsi, une chaine de cellules fongiques. lls peuvent étre difficilement différenciables des
hyphes. La reproduction asexuée des levures peut se faire par bourgeonnement, donnant
naissance a des blastoconidies (caractéristiques de Cryptococcus), ou par fission, donnant
naissance a des arthroconidies (caractéristiques des dermatophytes).

Le principe des tests physiologiques repose sur la fermentation des glucides,
I'assimilation de sources de carbone ou d’azote par les levures, la pousse a diverses
températures (notamment a 37°C), la croissance sur des milieux contenant une
concentration élevée en sucres ou en chlorure de sodium, le test de I’hydrolyse de I'urée et
la sensibilité a plusieurs antifongiques. (Kurtzman et al., 2010 ; Tille, 2014)

b. Application aux especes de Malassezia

L'exemple de Malassezia est intéressant car cette levure posséde des propriétés
spécifiques en culture, qui permettent de différencier les différentes especes.

L’équipe de Kaneko et al. (2007) a mis en place une méthode d’identification de 9
espéces de Malassezia, basée sur la culture fongique. Dans un premier temps, la
morphologie des colonies est observée sur le milieu spécifiqgue CHROMagar Malassezia. La
production de précipités, la taille et la couleur des colonies sont notées et permettent de
différencier M. furfur des autres especes de Malassezia. Ensuite, la dépendance lipidique des
Malassezia est évaluée grace a I'utilisation d’un milieu SDA (Sabouraud’s Dextrose Agar), qui
ne contient donc pas de lipide : seule M. pachydermatis est capable de croitre sur un tel
milieu. L’assimilation du crémophore et du Tween 60 est évaluée et un test d’hydrolyse de
I’esculine (I’hydrolyse de I'esculine produit du glucose et de I'esculétine qui en présence de
fer 1l forme un précipité noir) est réalisé. Le test a la catalase est également utilisé, M.
restricta étant la seule espéce avec un résultat négatif. Le dernier critére d’'importance est la
croissance a 40°C. A l'exception de M. yamatoensis, les espéces de Malassezia sont
identifiées grace a la combinaison des tests précédents (voir figure 20). (Kaneko et al., 2007 ;
Kurtzman et al., 2010)
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Figure 20 : Méthode d’identification de 9 espéces de Malassezia proposée par I'équipe de Kaneko et al.
(2007)

La sensibilité et la spécificité de cette méthode d’identification sont indiquées dans le
tableau V. Elle est validée notamment pour trois espéces de Malassezia ayant une
importance médicale chez 'homme a savoir M. furfur, M. globosa et M. restricta, avec un
taux de concordance avec I'analyse moléculaire de 98,1 %. En effet, il faut noter que
certaines souches ont un comportement atypique et ne sont pas identifiables par cette
méthode. De plus, les espéces M. nana, M. yamatoensis et M.equi, de découverte récente,
ne sont pas inclues. (Kaneko et al., 2007)

Tableau V : Sensibilité et spécificité de la méthode d’identification des espéces de Malassezia de Kaneko et
al. (2007)

Espeéces de Malassezia Sensibilité (%) Spécificité (%)
M. pachydermatis 95.4 100
M. sympodialis 100 97.7
M. globosa 100 100
M. dermatis 100 71.4
M. furfur 100 100
M. slooffiae 100 97.3
M. obtusa 100 100
M. restricta 100 100

M. japonica

100 100
M. yamatoensis . Nonapplicable  Nonapplicable |
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3. Résultats de I'étude du mycobiote

La plupart des études des mycobiotes canins et félins décrivent la prévalence
d’organismes potentiellement pathogénes précis, comme les Malassezia ou les
dermatophytes au niveau des oreilles et de la peau, mais il existe peu d’études basées sur la
culture fongique avec un champ large de recherche.

L’étude de Campbell et al. (2010) montre que le mycobiote des oreilles de chiens
sains, de chiens atteints de dermatite atopique (DA) ou de chiens atteints d’otites se
compose, majoritairement, de champignons saprophytes (34%) et de Malassezia
pachydermatis (17%). Les champignons saprophytes, isolés en culture, appartiennent
notamment aux genres Penicillium (64%) et Aspergillus (19%). Ces derniers sont
omniprésents dans I'environnement et pourraient constituer des membres transitoires de la
flore cutanée. Une autre étude francaise (Verneuil et al., 2014) s’intéresse a la conjonctive
oculaire et a la zone cutanée adjacente (surface cutanée du canthus médial et du chanfrein)
des chiens. lls ont identifié 14 genres fongiques dont les plus fréquents sont : Alternaria,
Cladosporium, Penicillium et Aspergillus. Alternaria et Cladosporium sont des champignons
dématiés présents dans le sol et les plantes en décomposition ; alors que Penicillium et
Aspergillus sont des moisissures telluriques dont les spores sont fréquemment retrouvées
dans I'atmosphere.

Les résultats des études sur le mycobiote cutané félin sont variables. Les genres
fongiques le plus souvent retrouvés, par culture fongique, sont Penicillium, Cladosporium,
Aspergillus, Alternaria et Malassezia. (Meason-Smith et al., 2017) Néanmoins, les genres
fongiques saprophytes présents dans la fourrure et sur la peau des chats varient en fonction
de leur lieu de vie. Ainsi, les genres les plus communément isolés chez des chats de la cote
Est des Etats-Unis sont Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Alternaria, Scopulariosis et
Chrysosporium ; alors que ceux isolés chez des chats vivant en Iran sont Penicillium,
Aspergillus, Alternaria, Mucor et Cladosporium. Comme chez les chiens, la plupart de ces
agents saprophytes proviennent, probablement, de contaminations a partir de
I’environnement. (Khosravi, 1996 ; Boyanowski et al., 2000) L'espéce la plus fréquente de
Malassezia du mycobiote cutané félin est Malassezia pachydermatis (84% des Malassezia
isolées dans I'étude de Volk et al., 2010) qui peut étre associée a d’autres especes lipo-
dépendantes : M. sympodialis, M. globosa, M. furfur, M. nana ou M. slooffiae. M.
pachydermatis est communément isolée a partir de la peau et du conduit auditif externe des
chats, alors que M. nana colonise uniquement le conduit auditif externe et M. sooffliae la
zone périunguéale. La quantité de Malassezia serait également dépendante de la race : les
Sphynx ont une population de Malassezia plus importante sur la peau que les autres races
de chat (Devon Rex, Cornish Rex et Européens). (Volk et al., 2010)

Des dermatophytes sont également isolés chez des chats sains. Dans |'étude de Patel
et al. (2005), entre 2 et 16% des chats étudiés sont porteurs de Microsporum canis ou de
Trichophyton mentagrophytes. Ceci indique que les chats peuvent véhiculer des agents
fongiques potentiellement pathogenes pour I'étre humain. De plus, Trichophyton rubrum
(agent principal des dermatophytoses des pieds chez I'lhomme ou pieds d’athlétes) est
également retrouvé dans la fourrure de chats d’intérieur asymptomatiques. (Boyanowski et
al., 2000 ; Miller et al., 2013b) En outre, la diversité fongique cutanée de chats infectés par le
FIV ou le FelLV est plus importante et le genre Malassezia est plus communément isolé en
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comparaison de chats sains. Par contre, I'association entre un statut immunitaire déprimé et
la colonisation de la peau de ces chats par des agents pathogénes, tels que C. albicans, C.
neoformans ou les dermatophytes, reste sujet a controverse. (Sierra et al., 2000)

Lors de leur étude visant a comparer les méthodes de culture fongique et de
séquencage d’amplicons, Findley et al. (2013) ont isolé plus de 130 champignons a partir de
la peau humaine : 62 Malassezia, 25 Penicillium, 19 Aspergillus et d’autres champignons en
moindre quantité (Alternaria, Candida, Chaetomium, Chrysosporium, Cladosporium, Mucor,
Rhodotorula et Trichophyton). Ainsi, la méthode de culture fongique a permis de montrer
gue le mycobiote cutané humain est dominé par les Malassezia avec, occasionnellement, la
présence de Candida et d’autres genres tels que Rhodotorula, Debaromyces et Cryptococcus.
Concernant les espéeces de Malassezia, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis et M. furfur
sont isolées a partir de la peau humaine. La quantité de Malassezia est relativement plus
élevée au niveau des sites sébacés (front et cuir chevelu) qu’au niveau des autres sites
corporels. M. globosa est plus présente au niveau de la téte que du dos alors que M.
sympodialis a une répartition opposée avec une présence accrue au niveau du dos. (Findley
etal., 2013 ; Joetal., 2017)

4. Avantages et inconvénients de la culture fongique

La culture fongique permet d’étudier les champignons dans leur globalité : leurs
caracteres morphologiques et physiologiques, ainsi que leurs propriétés biologiques
générales. Elle permet, également, de différencier les agents fongiques vivants qui
constituent le mycobiote, des organismes morts qui ne croissent pas en culture et ne sont
gue transitoirement retrouvé au niveau de la peau, ce que ne permettent pas les techniques
génomiques seules. (Kurtzman et al., 2010 ; Byrd et al., 2018)

Néanmoins, la culture fongique ne permet pas d’appréhender la diversité et la
composition relative des communautés fongiques, car les conditions optimales de culture et
les vitesses de croissance sont extrémement variables entre les différentes espéces
fongiques. En fait, la majorité des micro-organismes fongiques (plus de 90%) ne peuvent pas
croitre dans les conditions expérimentales de laboratoire, menant a une sous-estimation de
la diversité fongique. (Noli, 2017) De plus, les especes fongiques avec des vitesses de
croissance rapides ont longtemps été surestimées et celles avec des vitesses de croissance
lentes sous-estimées. Par exemple, dans de nombreuses études du mycobiote cutané,
I'abondance relative de M. restricta est faible alors que celle de M. sympodialis est élevée.
Or, M. restricta a une croissance relativement lente et M. sympodialis une croissance
relativement rapide. En outre, les résultats obtenus par culture fongique ne sont que peu
reproductibles car fortement dépendants de la méthode en elle-méme. (Sugita et al., 2010)

L'identification microscopique des champignons est difficile dans certains cas. Par
exemple, la visualisation de chlamydospores est, normalement, caractéristique des levures
Candida albicans, Candida dubliniensis ou Metschnikowia sp.; mais, occasionnellement,
dans de vielles cultures, elle peut refléter la présence d’autres taxons fongiques comme
Trichosporon ou Cryptococcus. De plus, la plupart du temps, seule la reproduction asexuée
est observable en culture, rendant l'identification microscopique plus compliquée. (Tille,
2014)
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Les tests biochimiques permettant de différencier les micro-organismes fongiques ne
sont pas tous standardisés et les résultats dépendent de la technique employée. Par
exemple, la méthode de Kaneko et al. (2007), qui permet de différencier les espéeces de
Malassezia, n’est pas considérée comme une référence. Certaines équipes de recherche
utilisent d’autres méthodes englobant d’autres parametres tels que la culture sur milieu de
Dixon ou Dixon modifié, la pousse a différentes températures ou I'assimilation d’autres
Tweens que le Tween 60. (Kaneko et al., 2007 ; Kurzman et al., 2010)

D’autres approches moléculaires sont mises en place afin de combler les lacunes de
la culture fongique. Les analyses reposant sur le polymorphisme de la longueur des
fragments de restriction compléetent cette approche. Néanmoins, ces méthodes génétiques a
bas débit ne permettent d’étudier qu’une portion des communautés fongiques et sous-
estiment, la plupart du temps, leur diversité. (Jo et al., 2017)

B. Apports du séquencage de nouvelle génération

Le séquencage du microbiome cutané est un véritable challenge du fait de plusieurs
de ses caractéristiques. Tout d’abord, la biomasse cutanée est faible, ensuite il existe un
risque de contamination élevé (par des microbes provenant de I'environnement mais aussi
par 'ADN de I’'hote) et enfin, la peau est composée de plusieurs niches spécifiques
hébergeant des microbiotes divers qu’il faut prendre en considération. (Kong et al., 2017)

Le microbiome donnant lieu a de nombreuses études transverses, il est nécessaire
d’analyser en amont leur conception. Une standardisation serait souhaitable afin de
permettre une reproductibilité et une comparaison entre les différentes études. C’est dans
cette optique que le GSC (Genomic Standards Consortium) promeut, depuis septembre 2005,
des standards et des checklists concernant les études sur le métagénome. Cela concerne
aussi bien la conception des études dans leur globalité que I’échantillonnage, le séquencage,
les contréles, les analyses par les pipeline bio-informatiques (définis comme les outils
permettant le traitement automatique des données au travers d’une chaine de logiciels et
d’algorithmes) ou encore la publication des résultats. (Kong et al., 2017 ; site du GSC)

1. Présentation du HMP (Human Microbiome Project)

Le microbiome humain est étudié par de nombreux organismes de recherche
internationaux, notamment par le HMP qui regroupe les NIH américains (National Institutes
of Health). Le HMP se fixe quatre missions : caractériser les communautés de micro-
organismes présentes dans les niches écologiques majeures du corps humain, évaluer les
répercussions du métabolisme de ces micro-organismes sur |'écologie du corps humain,
comprendre les mécanismes a 'origine de la similarité ou au contraire de la différence de
microbiotes entre les individus et déterminer le réle de ces microbiotes dans la mise en
place de ’homéostasie ou dans le développement d’'une maladie. (Muszer et al., 2015) Afin
de réaliser ces objectifs, ce projet comprend deux phases.

La phase initiale HMP1, lancée en 2008 et terminée en 2013, a pour but de
caractériser les communautés microbiennes, de plusieurs sites corporels (voies respiratoires
hautes, cavité orale, peau, tractus gastro-intestinal et tractus uro-génital), de 300 individus
sains. A l'origine, une méthode de séquencage direct de I'ARNr (Acide RiboNucléique
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ribosomique) 16S est utilisée, puis la méthode Shotgun est mise en ceuvre, afin de
caractériser la complexité des communautés microbiennes et de définir s’il existe un
microbiome central de I’homme sain, c’est-a-dire un microbiome qui serait identique entre
tous les individus sains et divergerait en cas de maladie.

La seconde phase de ce projet, nommée iHMP (integrative Human Microbiome
Project), est la création de bases de données longitudinales, concernant a la fois le
microbiome et le génome de I'hGte, a partir de trois études de cohortes différentes. Le
premier groupe d’étude s’intéresse aux grossesses et a la naissance des prématurés, le
deuxieme aux MICI (Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin) et le troisieme au
diabete de type 2. Chaque groupe d’étude développe de nouvelles méthodes d’analyse
statistique et observe les changements du microbiome en cas de dysbiose. (Site du HMP ;
Turnbaugh et al., 2007)

Dans les années qui suivent le lancement du HMP, de nombreuses études ont vu le
jour afin d’identifier les membres du microbiote dans des conditions physiologiques et
pathologiques. La plupart se sont intéressées au microbiote bactérien, mais certaines
commencent également a analyser le mycobiote. Cette recherche débute a peine chez nos
carnivores domestiques.

2. Prélevement

Il s’agit dans un premier temps de définir une « population d’étude » selon des
criteres d’exclusion et d’inclusion qui sont propres a chaque étude : espéce, race, age, sexe,
statut médical, zone géographique d’origine... Plus la population d’étude est hétérogene,
moins les analyses statistiques pourront étre pointues. Ensuite, les commémoratifs sont
récupérés, ainsi que I'anamnése en cas de maladie cutanée. Un critére d’exclusion retrouvé
dans la majorité des études, s’intéressant a la relation entre le mycobiote et I'h6te, consiste
en l'application d’un topique ou la prise d’un antifongique systémique par le sujet étudié,
dans un certain laps de temps avant I'étude. La collecte de ces informations est primordiale
pour les analyses qui suivront le séquencage. (Kong et al., 2017, Shankar, 2017)

De nombreux facteurs entrainent une variation du microbiote cutané. Etant donné
gu’il est impossible de tous les contréler, une standardisation de la conception des études
semble nécessaire. Par exemple, le lavage de la peau pouvant altérer la communauté
microbienne cutanée, la plupart des études stipulent un délai minimum sans lavage avant le
prélevement. (Kong et al., 2017)

Il existe différentes méthodes de prélevement cutané : I’écouvillonnage, la biopsie, le
raclage, superficiel ou profond, et le le prélevement a I'aide de cellophane adhésive. Chaque
méthode possede des avantages et des inconvénients concernant le volume de biomasse
récolté, la profondeur du prélevement et I'inconfort du sujet. (Kong et al., 2017)

La méthode la plus utilisée est I"écouvillonnage car c’est une technique non invasive
qui permet un prélevement correct de la biomasse. L’écouvillon est humidifié a I'aide d’'une
solution tampon et fermement frotté sur la surface cutanée pendant, approximativement,
30 secondes. La procédure peut étre répétée deux fois afin de récolter d’avantage de
biomasse. Récemment, des méthodes d’enrichissement microbien ont vu le jour, afin de
pallier le manque de biomasse cutanée lors des prélevements. Il n’existe pas de consensus
considérant ces méthodes d’enrichissement. (Feretti et al., 2016 ; Kong et al., 2017)
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Lors du prélevement, il faut considérer plusieurs facteurs : la localisation de
I’échantillon prélevé car le microbiote peut varier en fonction du site corporel et la
fréquence de prélevement. Le fait de répéter le prélévement dans le temps ou de maniére
symétrique au niveau du corps pourrait constituer un controle interne. Il est important que
chaque groupe d’étude standardise sa méthode de prélévement afin de diminuer les biais.
(Kong et al., 2017)

Dans la majorité des études, les échantillons prélevés sont ensuite refroidis, puis
congelés a -80°C. (Kong et al., 2017)

3. Extraction de '’ADN

Le choix de la méthode d’extraction de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) tout
comme celui de [I'échantillonnage est primordial. Les méthodes d’extraction
conventionnelles combinent une lyse chimique des cellules (parfois avec I'ajout d’enzymes)
et une lyse physique (par la chaleur ou par action mécanique). (Kong et al., 2017)

Le fait que certaines membranes et parois fongiques soient plus sensibles a ces
méthodes que d’autres peut constituer un biais. Si la lyse des cellules fongiques n’est pas
assez efficace, les champignons les moins sensibles aux méthodes de lyse seront sous-
estimés ; au contraire si la lyse est trop intense, cela peut aboutir a la fragmentation de
I’ADN des espéces fongiques les plus sensibles. Une fragmentation excessive de I’ADN peut
induire des pertes durant la préparation, compromettre la lecture des séquences et réduire
la qualité de reconstruction des génomes au cours de la méthode Shotgun. (Feretti et al.,
2016)

Suite a la lyse des cellules fongiques, 'ADN récolté est purifié via différentes
approches, comme la précipitation par des solutés alcooliques ou la liaison a des colonnes
par affinité. La méthode de séquencage dicte les caractéres que doit avoir I’ADN en termes
de taille de fragments, de quantité et de pureté. (Kong et al., 2017)

4. Méthodes de séquencage de nouvelle génération

Il existe principalement deux approches de séquencage du mycobiome : le
séquencage d’amplicons ciblés et la métagénomique via la méthode Shotgun. A la fin du
séquencage, des librairies qui regroupent I'ensemble des fragments d’ADN séquencés sont
obtenues.
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Figure 21 : Schéma des deux approches d’étude possibles du microbiome cutané (d'apres Feretti et al., 2016)

a. Séquencage d’amplicons et « métagénomique » ciblée

Lors de cette approche ciblée, des régions spécifiques de I'ADN sont d’abord
amplifiées par PCR (Polymerase Chain Reaction), puis séquencées. |l s’agit de choisir des
régions dont la variation interspécifique excede la variation intraspécifique. Chez les
bactéries et les archées, cette approche utilise exclusivement le géne de I’ARNr 16S. Il
n’existe pas de consensus aussi tranché concernant les champignons : les génes des ARNr
18S ou 28S, des régions ITS (Internal Transcribed Spacer regions) 1 ou 2 ou encore les génes
d’autres protéines, notamment la grande sous-unité de I"ARN polymérase Il (RPB1), sont
utilisés. (Conrad et al., 2012; Feretti et al., 2016; Kong et al.,, 2017) Néanmoins,
I"'amplification par PCR des genes d’autres protéines que celles des sous-unités des
ribosomes fongiques, est moins fiable, limitant de facto I'utilisation de ces régions. (Conrad
etal., 2012)

Les génes de 'ARNr 18S, comme ceux de son homologue, ’ARNr 16S, contiennent
des séquences conservées et d’autres domaines hypervariables, qui sont utilisés pour
évaluer la composition taxonomique d’'une communauté fongique. Les domaines
hypervariables sont la cible d’amorces spécifiques concues a partir des domaines conservés
et amplifiés par PCR.
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Néanmoins, I’ARNr 18S possede moins de domaines hypervariables que I’ARNr 16S, lui
conférant une résolution taxonomique moindre. (Conrad et al., 2012 ; Feretti et al., 2016 ;
Kong et al., 2017)

En fait, pour les études du mycobiome, le locus le plus usité est I'ITS qui se situe entre
les genes des ARNr 18S et 28S. L'ITS est constitué d’une région hypervariable ITS1, d’une
région conservée de I’ARNr 5,85 et d’'une seconde région variable ITS2. (Diaz et al., 2017)
Selon I'étude de Conrad et al. (2012), outre RPB1 dont I'amplification est difficile, I'lTS est la
région qui posséde le pouvoir de discrimination entre les différentes espéces fongiques le
plus élevé (0,75 pour les Ascomycota et 0,79 pour les Basidiomycota). L'ITS apparait donc
comme la région la plus indiquée pour le séquengage d’amplicons. Toutefois, les limites de
cette région en termes d’identification de certaines espéces fongiques doivent étre encore
documentées. Par exemple, les genres Cladosporium, Penicillium et Fusarium possedent des
séquences d’ITS similaires et les séquences des ITS au sein du genre Aspergillus sont
identiques entre certaines especes, ce qui peut introduire des erreurs dans les études des
mycobiomes. Il peut alors paraitre nécessaire de coupler les séquencages d’amplicons de
plusieurs régions précédemment citées, mais I’étude de Conrad et al. (2012) révele que le
gain concernant la discrimination des espéces fongiques reste modéré. La nécessité de ce
couplage doit donc étre évaluée en fonction de l'objectif de I'étude et des moyens
temporels, technologiques et financiers qui lui sont alloués. Il est également important de
noter que lorsque des comparaisons quantitatives entre especes fongiques sont initiées, il
faut prendre en compte le fait que le locus de I'ITS est dupliqué entre 100 a 200 fois. (Tang
etal., 2015)

Le choix de la région hypervariable, des amorces et du nombre de cycle de PCR est
primordial car il influe sur lI'analyse de la communauté fongique. Comme expliqué
précédemment, certaines régions hypervariables permettent une approche taxonomique
plus précise que d’autres. De plus, les amorces ne sont pas universelles et leur choix éclairé
conduit inévitablement a I'amplification préférentielle de certaines espeéces, biaisant par la
suite I'interprétation taxonomique. En outre, plus le nombre de cycles de PCR est important,
plus la diversité des séquences obtenues est faible et cela peut conduire a la non détection
des taxons fongiques les moins abondants. La plupart des études utilisent environ 30 cycles
de PCR afin d’éviter une suramplification. La longueur des amplicons dépend du but initial de
I’étude. Plus les amplicons sont longs et plus la résolution taxonomique sera précise, mais il
existe une longueur limite intrinseque a la technique de PCR. (Feretti et al., 2016 ; Kong et
al., 2017 ; Usyk et al., 2017)
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Figure 22 : Diagramme schématique de I'ITS, avec les amorces de PCR et les bases de données taxonomiques
(d'apres Diaz et al., 2017 ; Usyk et al., 2017)
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Suite a la PCR, les amplicons obtenus sont séquencés et regroupés par similarité de
séquence. Le séquencage via les plateformes MiSeq (lllumina) ou lon Torrent (Life
technologies) semble étre le plus usité pour ces études du fait de son haut débit de
séquencage. Les séquences avec plus de 97% de ressemblance sont considérées comme
appartenant aux mémes micro-organismes ou en tous cas a des organismes trés proches
génétiquement. Elles sont regroupées en UTO (Unités Taxonomiques Opérationnelles) qui
sont a la base de la classification taxonomique et de I'analyse quantitative des données.
(Tang et al., 2015 ; Feretti et al., 2016)

b. Méthode Whole Genome Shotgun (séquencage aléatoire de l'intégralité du
génome) et métagénomique globale

A l'inverse du séquencage d’amplicons, la méthode Shotgun permet le séquencage
direct de la totalité de I'ADN récolté. Ce dernier est fragmenté en une multitude de
fragments qui sont ensuite séquencés. Pour les especes fongiques déja identifiées, il s’agit
de définir leur souche et leur fonctionnement ; alors que pour les micro-organismes
fongiques non encore identifiés, cette méthode permet de définir leurs caractéristiques, leur
taxonomie et leur mode de fonctionnement.

Comme la majorité des échantillons contiennent peu d’ADN, ce dernier est amplifié
avant le séquencgage. Plusieurs méthodes d’amplification de I'ADN existent mais la plus
usitée reste la PCR. Une PCR en temps réel (quantitative) peut étre réalisée afin d’estimer la
contamination de I'échantillon par I’ADN humain, canin ou félin. (Feretti et al., 2016)

Concernant le séquencgage, les plateformes Illumina s’aveérent étre le standard pour
cette méthode. Comme la taille des microbiomes est a priori inconnue, le séquencage est
basé sur les études précédentes. Plus le séquencage est précis, plus il sera aisé de
reconstruire le génome des micro-organismes fongiques présents en faible abondance et
plus il sera aisé de détecter les erreurs d’attribution de bases. (Feretti et al., 2016)

c. Séquencage du métatranscriptome et métatranscriptomigue

La métatranscriptomique est I'analyse du transcriptome de I'ensemble des micro-
organismes et de I’'hote, c’est-a-dire des ARN issus de la transcription de leurs génomes. Elle
permet donc I'étude de I'expression des génomes et du fonctionnement de I'ensemble du
microbiote. Outre les difficultés liées aux techniques d’extraction et de purification des ARN,
les outils bio-informatiques d’analyse ne sont pas encore disponibles.

Lorsque les analyses de données seront optimisées et standardisées, cette approche
des microbiomes pourrait permettre de réelles avancées dans la recherche sur les
microbiomes. (D’Argenio, 2018)

5. Controles et témoins

Lorsque l'on considére une population atteinte d’'une maladie cutanée précise, il
semble opportun d’étudier en amont ou en parallele une population dite « saine»,
regroupant des individus sains ayant les mémes caractéristiques que la population d’intérét
(en terme de race, d’espéce, d’age, de sexe...). (Kong et al., 2017)
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Comme pour toute étude, des contréles positifs et négatifs sont mis en place et sont
analysés via les plateformes parallelement aux échantillons d’intérét. Les controles négatifs
correspondent a des échantillons qui ne contiennent aucun matériel biologique d’intérét (la
plupart du temps des solutions tampons). Ces contrdles négatifs permettent d’identifier les
contaminants lors des étapes de prélevement, d’extraction de I’ADN et de séquencage, ainsi
que les artéfacts d’amplification de la PCR. Les contréles positifs correspondent a des
échantillons dont la composition microbienne est préalablement connue. lls sont plus
compliqués a mettre en place et souvent absents des études sur le mycobiote car il n’existe
pas de controle positif de référence comme pour les bactéries. Deux types de controles
positifs sont envisageables : un échantillon contenant soit une souche fongique unique pure,
soit des concentrations équimolaires de plusieurs taxons susceptibles d’étre retrouvés dans
I’échantillon d’intérét. (Kong et al., 2017 ; Shankar, 2017)

Il existe un contréle qualité des produits de séquencage pour les études
métagénomiques globales et ciblées : les fragments séquencés (appelés lectures) de faible
qualité sont supprimés, les fragments qui n‘ont été que partiellement séquencés sont
également supprimés, ainsi que les lectures identiques et redondantes qui forment des
artéfacts. Pour les études métagénomiques de type Shotgun, les contrbles impliquent la
suppression des lectures d’ADN humain (elles peuvent représenter jusqu’a 90% du total des
lectures). LADN humain peut étre supprimé des échantillons par plusieurs méthodes
(DeconSeq, CS-SCORE) ou par alignement des lectures avec le génome humain de référence.
(Feretti et al., 2016)

6. Méthodes d’analyse

Les méthodes d’analyses, qu’elles fassent suite aux méthodes métagénomiques
globales ou ciblées, peuvent étre classées en 2 catégories. Les analyses primaires pour le
séquencage d’amplicons comprennent les regroupements en UTO et I'attribution d’une
taxonomie donnée ; alors que pour la méthode Shotgun, il s’agit de reconstruire les
génomes, ensuite de leur attribuer une taxonomie et d’étudier le fonctionnement des micro-
organismes. Les analyses secondaires regroupent I'utilisation de biomarqueurs, les études
statistiques et écologiques. (Feretti et al., 2016)

a. Analyses primaires

La premiére donnée obtenue grace aux moyens informatiques est I'identification des
micro-organismes et leur relative abondance. Des études statistiques et des analyses
comparatives entre les échantillons sont ensuite systématiquement lancées. (Feretti et al.,
2016)

La nomenclature des espéces fongiques rend I'attribution des rangs taxonomiques
difficile. En effet, a I'inverse d’autres organismes comme les bactéries par exemple, un
organisme fongique dispose de plusieurs noms en fonction de découvertes historiques ou
géographiques et des différents stades sexués et asexués. Une homogénéisation de la
nomenclature a travers l'initiative One name one fungus (un nom pour un champignon) est
réalisée afin de supprimer tous les synonymes se reportant au méme champignon. (Diaz et
al., 2017 ; Usyk et al., 2017)
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Concernant la méthode de séquencage des amplicons, la premiere stratégie de
regroupement consiste a comparer les séquences présentes dans I’échantillon d’intérét avec
les séquences d’une base de données de référence afin de former des UTO. En général, un
seuil de similarité est fixé a 97%. En examinant les régions hypervariables des séquences, un
rang taxonomique leur est attribué par comparaison avec des bases de données de
références (GenBank, Findley, UNITE, RTL et THF pour I'ITS et SILVA pour '’ARNr 18S). La
résolution taxonomique est limitée au Genre et parfois a I'Espéce.

Il arrive que certaines séquences soient absentes des bases de données. Ces
séquences sont alors comparées entre elles et regroupées par similarité : elles forment des
clusters qui peuvent soit étre intégrés aux bases de données soit restés comme tel,
définissant des taxons inconnus. Ainsi, dans I’étude de Paulino et al. (2006), plus de 95% des
séquences des librairies sont regroupées en 2 phylotypes inconnus qui peuvent étre reliés
phylogénétiquement a Malassezia furfur mais avec moins de 97% de similarité.

Suite a cela, des tables d’UTO sont construites et constituent le point de départ des
analyses statistiques. Il s’agit de tableaux a double entrée contenant le nombre de
séquences par échantillon et par UTO. Il existe également des pipeline bio-informatiques, qui
a partir des données brutes du séquencage d’ADN effectuent les analyses des mycobiomes.
Les plus usités sont QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) et Mothur. (Tang et
al., 2015 ; Feretti et al., 2016 ; Kong et al., 2017 ; Usyk et al., 2017 ; D’Argenio, 2018)

Récemment, la pertinence biologique du regroupement des lectures en UTO est
remise en cause. En effet, cette stratégie de regroupement peut induire un biais car des
taxons trés proches génétiguement ne seront pas différenciés. Des stratégies de
remplacement voient le jour : DADA2 (Divise Amplicon Denoising Algorithm 2) est un
algorithme en libre acces implémenté dans R qui permet Iattribution d'un rang
taxonomique a I'échelle de I'Espece ; ou UNOISE2, qui est un autre algorithme qui permet le
regroupement des lectures en ZOTU (Zero-Radius Operationnal Taxonomic Unit), c’est-a-dire
en UTO avec une similarité supérieure a 97%. (D’Argenio, 2018)

Concernant la méthode Shotgun, les fragments d’ADN séquencés sont assemblés afin
de reconstruire les génomes des micro-organismes fongiques. |l n’existe pas de consensus
guant a la meilleure stratégie de construction des génomes. Des stratégies de construction
basées sur la comparaison avec des banques génomiques de référence sont utilisées :
chaque lecture est alignée sur un modele de génome de référence. On appelle « profondeur
» le nombre moyen de lectures qui se superposent et « recouvrement » I'étalement des
lectures sur la zone d’intérét. Le recouvrement est un facteur essentiel, afin de s’assurer que
les génomes obtenus sont représentatifs de I'ensemble des communautés fongiques
présentes.

Un assemblage de novo est initié lorsqu’il n’existe aucun génome de référence
plausible : les fragments d’ADN chevauchants permettent de reconstruire des contigs,
ensuite un processus de scaffolfing permet de réduire les zones non couvertes des génomes
et de relier les contigs entre eux. Cette stratégie de construction trés chronophage nécessite
des moyens informatiques plus conséquents (nécessité d’algorithmes bio-informatiques
performants) et présente le risque de former des contigs chimériques a partir de fragments
appartenant a des micro-organismes différents.

La caractérisation taxonomique des génomes peut, également, étre basée sur la
construction aléatoire de génomes a partir des fragments séquencés ou sur des modeles
probabilistes de construction ou sur la fréquence relative des 4 nucléotides. La méthode
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Shotgun peut aussi étre couplée avec l'utilisation de marqueurs génétiques (universels ou
spécifiques d’especes) afin d’identifier les microorganismes en présence. (Ma et al., 2014 ;
Feretti et al., 2016 ; Kong et al., 2017 ; D’Argenio, 2018)

La méthode Shotgun permet d’étudier, outre la composition du microbiote, son
possible fonctionnement. Le but est d’établir un catalogue de génes a partir du métagénome
reconstitué et de le comparer a une base de données de référence, regroupant la fonction
de ces génes. Lorsque les génes ne sont pas référencés, une recherche par analogie est
lancée. Cette analyse permet ainsi de déduire le métabolisme, les moyens de survies et
parfois I’évolution des microorganismes. Toutefois, elle est compliquée par le fait de devoir
travailler sur un métagénome auquel il manque parfois des codons start ou stop et qui se
compose a la fois de régions codantes et non codantes, qui ne peuvent étre distinguées une
fois les génomes reconstitués. Une autre approche consiste donc en [lidentification
préférentielle des lectures des séquences codant pour des protéines. (Ma et al., 2014 ;
Feretti et al., 2016 ; D’Argenio, 2018)

b. Analyses secondaires

Du fait du caractere pluridisciplinaire des études sur le mycobiome, un modele
statistique unique n’est pas exploitable afin de caractériser le lien entre le microbiome
fongique et les autres parametres mesurés. De multiples modéles statistiques sont donc
créés en combinant plusieurs variables dépendantes ou non les unes des autres. (Shankar,
2017)

La richesse et la diversité des communautés microbiennes sont étudiées a travers 2
variables : les diversités a et B. La diversité-a désigne la richesse d’'une communauté au
niveau local ou la diversité a l'intérieur d’'une méme communauté, alors que la diversité-p
désigne la diversité entre 2 communautés microbiennes distinctes. La diversité-a peut étre
calculée a partir des UTO et caractérisées par différents index (notamment I'index Shannon).
La diversité-B est calculée a I'aide de plusieurs parametres : I'indice de dissimilitude de Bray-
Curtis et la distance UniFrac.

On procede, le plus souvent, a lI'analyse multivariée de la matrice des UTO en ayant
recours aux méthodes d'ordinations, comme I'analyse en coordonnées principales (PCoA),
qui permet de réduire les dimensions de la matrice des UTO. Une visualisation sous forme de
graphiques est possible, chagque axe étant choisi afin d’avoir une visualisation
tridimensionnelle : le fait que des points soient regroupés indique qu’ils ont des profils
taxonomiques similaires. Il existe une autre méthode appelée positionnement
multidimensionnel non métrique mais qui est moins usitée. (Ma et al., 2014 ; Feretti et al.,
2016)

68



A. Graphique de coordonnées principales
selon l'individu considéré

* Chienl

® Chien2

b * Chien3
° “
*% . '. . . . n!-rr,«.:
. ' o ™ l‘ hien S
o ® L F Chiené
r Rt fre N Chien?
. €
e de Chien&
o." ~ = . g « Chien9
b Chis
( . . .' ® » Chien 10
- Sy | ¢
? |

B. Graphique de coordonnées principales

. s 20 C. Graphique de coordonnées principales
selon le site corporel considére phiq P P

selon le microemwironnement cutané
Héglon axilldrs
"";’A""="~" * Zonesmuqueuses
Chanfrein ®  Jonespilenses
Condult suditit Zones muco-cutancos
Y. e . | . *  Région inguinak
. . afue ’ Espraces intescligités P ) ., -,

.
.

5 K Babing ‘ .. .t -

g . . :" e by Reégion lombaire . - P

oo . ¢ o4 *  Narines - &0

. * . e » Pavillonsurculere e % * .

Figure 23 : Approche par la méthode des coordonnées principales de I'influence du sujet, du site corporel et
du microenvironnement considérés sur le mycobiote canin (d'aprés Meason-Smith et al., 2015)

Par exemple dans l'étude de Meason-Smith et al. (2015), qui s’intéresse au
mycobiote canin, I'analyse en coordonnées principales permet d’appréhender le fait qu’il
existe un regroupement des données en fonction du sujet considéré mais pas en fonction du
site corporel prélevé.

7. Avantages, inconvénients et limites de chague méthode

Une limite de ces méthodes génomiques est qu’elles ne révelent pas si les
microorganismes fongiques séquencés étaient vivants ou morts. De plus, elles ne
différencient pas les différents stades de champignons (appareil végétatif, appareil
reproducteur ou spores). (Shankar, 2017)

a. Séquencage des amplicons

Etant donné la petite taille des amplicons et des génes associés, cette méthode est
plutot rentable. Par contre, elle ne procure aucune information sur le fonctionnement du
microbiome et la résolution taxonomique est limitée comparée a la méthode Shotgun. En
outre, des amplicons chimériques (séquences de deux microorganismes distincts qui ont été
assemblés par erreur) sont générés et doivent étre éliminés. (Feretti et al., 2016)

Afin de pallier au manque d’information sur le fonctionnement du microbiome
séquencé, des outils bio-informatiques sont en train d’étre créés. Par exemple, |'outil
PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States)
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permet, a partir d’informations extraites du séquencage d’amplicons de ’ADN codant pour
I’ARNr 16S, de prédire quelles sont les familles de génes présents et leur relative abondance.
Ces outils doivent encore étre validés expérimentalement, mais ils constituent un espoir
pour le séquencage d’amplicons. Il n‘existe pas d’équivalent pour 'ARNr 18S ou les ITS.
(D’Argenio, 2018)

Comparé au séquencage de I’ARNr 16S chez les bactéries, le séquencage de I'ITS
présente deux nouveaux défis.

Tout d’abord, les ITS entre différentes espéces fongiques peuvent présenter une
variation importante en taille et en séquence. L'effet de ces variations sur les étapes de
séquencage par les plateformes n’est pas véritablement connu, mais il pourrait constituer un
biais. En effet, il est difficile de séquencer avec la méme efficacité tous les ITS des différentes
especes fongiques présentes au sein d’'un méme mycobiome. L'étude de Tang et al. (2015)
compare directement les 2 plateformes de séquencage précédemment citées. Il existe un
biais faible en faveur des fragments de petite taille lorsque I'analyse est lancée via la
plateforme Illlumina ; alors que le biais, via la plateforme lon Torrent, est plus important (non
détection des fragments a partir de 450 pb). Une méthode de normalisation de la taille de
fragments pourrait permettre de réduire le biais observé, mais aucune n’a encore été
validée. (Tang et al., 2015 ; Diaz et al., 2017)

Ensuite, si les bases de données référengant les séquences de I’ARNr 16S sont bien
documentées, il n’en est pas de méme pour celles référencant les séquences des ITS ou de
I’ARNr 18S. De nombreuses séquences redondantes sont assignées a un rang taxonomique
incorrect ou incomplet au sein de ces bases de données. Par exemple, 20% des séquences
fongiques de I'INSD (International Nucleotide Sequence Databases) sont associées a la
mauvaise espece fongique et parmi les 45 979 entrées dans la base UNITE, 12 096 (soit
26.31%) de ces entrées ne sont pas assignées a des rangs taxonomiques. En outre, il est
prouvé que certaines séquences d’ITS référencées dans GenBank sous les termes de «
champignon » ou « champignon non-cultivé » sont en fait des artéfacts de PCR du fait des
amorces. Ces bases de données génerent, ainsi, un biais important car la distribution des
champignons détectés va dépendre de la base de données utilisée.

Plusieurs bases de données concernant les ITS sont disponibles avec des approches
différentes (Findley, UNITE, RTL, THF), mais probablement aucune n’est compléete. La base
de données UNITE est la plus utilisée : elle se base sur les données de I'INSD et tente de
regrouper toutes les séquences des ITS fongiques disponibles. La base de données, créée par
Findley et al. pour leurs recherches, consiste en une approche bio-informatique permettant
d’extraire toutes les séquences d’ITS valables disponibles dans Genbank, en éliminant les
séquences redondantes et en évitant certains biais taxonomiques. La création de la base de
données RTL (RedSeq Targeted Loci) a été faite par un consortium de mycologistes : chaque
séquence a été évaluée par rapport a sa taille, sa qualité, son identification taxonomique par
des scientifiques. La base de données THF (Targeted Host-associated Fungi) est créée pour
I’étude du tractus intestinal : elle regroupe les séquences des ITS déja publiés au niveau des
échantillons gastro-intestinaux et donne aux espéces fongiques un nom en lien avec leur
fonction. (Tang et al., 2015 ; Diaz et al., 2017) Il est nécessaire de noter que le temps
d’analyse est directement proportionnel a la taille de la base de données.
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Tableau VI : Taille et temps nécessaire pour une analyse type de 8.2 M de lectures par les différentes bases
de données (d’apres Tang et al., 2015)

45976 23 456 2593 1817

18,25 12,2 4,1 3,6

b. Méthode Shotqun

La résolution taxonomique est meilleure, avec une identification de I'espéece et
parfois méme de la souche considérée, et cette méthode permet d’appréhender le
fonctionnement global du microbiome (notamment son métabolisme) en séquengant
I'ensemble des genes présents. La stratégie Shotgun permet aussi de réduire les biais
intrinséques aux techniques d’amplification de I’ADN. Toutefois, étant donné qu’un grand
nombre de lectures est nécessaire, afin d’obtenir la reconstruction de tous les génomes des
microorganismes présents, il est parfois nécessaire d’amplifier I’ADN de I’échantillon et ainsi
les biais inhérents a la PCR sont réintroduits.

Par contre, cette méthode est plus coliteuse que la précédente. Les algorithmes de
traitement de données sont également beaucoup plus complexes que ceux requis pour le
séquencage d’amplicons, car les librairies sont trés volumineuses et les lectures sont
généralement courtes, rendant difficile I'alignement des séquences avec les bases de
données. En outre, elle est moins sélective puisque tous les ADN présents sont séquencés
sans discernement qu’ils soient fongiques, bactériens, viraux ou humains. (Ma et al., 2014 ;
Feretti et al., 2016 ; Kong et al., 2017) Cette méthode n’est donc pas adaptée a I'étude des
champignons au sein d’un microbiote. En effet, lorsqu’'une communauté, comme le
microbiote cutané, est dominée par des bactéries (ou d’autres sources d’ADN comme celle
de I'h6te ou d’autres agents microbiens), le séquencage afin d’identifier les espeéeces
fongiques se révele étre extrémement coliteux et requiert des moyens bio-informatiques
tres pointus, afin de sélectionner seulement les séquences se rapportant au mycobiote. De
plus, cette tache est d’autant plus compliquée que les bases de référence concernant les
génomes des espéces fongiques sont plus qu’incomplétes. (Tang et al., 2015) Il s’avere plus
aisé d’utiliser des bases de références regroupant uniguement les séquences des ITS.
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II. Répartition du mycobiote fongique cutané et influence de divers
facteurs

Comparé au tractus intestinal, la peau est un environnement inhospitalier, contenant
peu de nutriments. Pour survivre au sein de cet écosystéme sec et acide, les micro-
organismes doivent s’adapter et utiliser les ressources contenues dans la sueur, le sébum et
la couche cornée de I'épiderme. Classiquement, le microbiote cutané peut étre divisé en
flore résidente et flore transitoire. La flore résidente comprend le microbiote central,
relativement stable et abondant, qui peut repeupler de maniére rapide la peau aprées une
perturbation. Ce groupe est considéré comme le microbiote commensal au sens strict. Au
contraire, la flore transitoire est tres variable dans le temps et dépend du
microenvironnement, ainsi que de contacts directs avec |'extérieur, comprenant a la fois des
sources inertes (objets, meubles, habitations) mais également des organismes vivants
(humains et animaux). Elle ne se maintient, a la surface de la peau, que quelques heures a
guelgues jours. Ces groupes peuvent, tous deux, contenir des micro-organismes
commensaux et d’autres potentiellement pathogénes. (Weese, 2013)

L’étude du mycobiote des hommes, des chiens et des chats domestiques en bonne
santé permet d’identifier ce qui peut étre considéré comme « normal » et de comprendre
comment les micro-organismes opportunistes peuvent contribuer aux infections et aux
maladies cutanées. La définition d’un mycobiote central d’'un héte sain est I'objectif de la
plupart des études génomiques. Leurs résultats restent difficiles a interpréter du fait de
nombreux facteurs de variations. En effet, le mycobiote semble dépendre de plusieurs
parameétres relatifs d’une part a I’'h6te (espéce, race, sexe, age, statut immunitaire, style de
vie, traitements médicaux et pratiques hygiéniques); d’autre part a l'environnement
extérieur, avec des contacts directs entre étres humains, entre étres humains et animaux et
enfin entre hotes et objets.

A. Répartition générale et comparaison des mycobiotes cutanés
humain, canin et félin

L’étude du mycobiote de nos carnivores domestiques, basée sur le séquencage de
nouvelle génération, en est a ses débuts. L'intérét porté a ce dernier est en pleine expansion,
car il est de plus en plus clair qu’il pourrait influer sur celui de I’'étre humain et
vraisemblablement avoir un impact sur la santé des propriétaires d’animaux domestiques.
(Meason-Smith et al., 2015)

1. Mycobiote cutané de 'lhomme

Chez ’'homme, le genre Malassezia prédomine dans la majorité des sites cutanés, a
I’exception des pieds. Ces derniers sont colonisés par des communautés fongiques plus
diverses, regroupant notamment, les genres Malassezia, Aspergillus, Cryptococcus,
Rhodotorula et Epicoccum (voir figure 24). La volte plantaire est le site corporel dont la
diversité, en termes de genres fongiques, est la plus élevée (environ 80 genres), suivi par les
autres sites du pied (respectivement 60 et 40 genres pour |'espace entre les orteils et les
ongles des orteils). Les bras ont une diversité intermédiaire avec, approximativement, 18 a
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32 genres fongiques différents, alors que les autres sites corporels sont colonisés par moins
de 10 genres fongiques. En outre, les pieds sont les sites corporels dont le mycobiote
posséde la plus grande variabilité individuelle. (Jo et al., 2017)

Findley et al. (2013) ont identifié onze des quatorze espéces connues de Malassezia
chez des individus sains dans leur étude. L'espéce M. restricta prédomine sur la téte (canal
auditif externe, pli rétro-auriculaire, glabelle) alors que I'espéce M. globosa prédomine sur le
tronc (dos, occiput, pli inguinal). D’autres sites corporels montrent une plus grande diversité
d’especes de Malassezia: l'intérieur des narines, la fosse antécubitale, I'éminence
hypothénar et le milieu de I'avant-bras constituent des niches pour M. restricta, M. globosa
et M. sympodialis. D’autres organismes fongiques, au rang de I'espéce, sont isolés : Candida
tropicalis, C. parapsilosis et C. orthopsilosis et Cryptococcus flavus, C. dimennae et C.
diffluens. Ces especes font partie de la flore commensale de I'étre humain, mais peuvent
étre des pathogenes opportunistes en cas d’'immunodéficience ou de blessure, de type
brilure. La diversité fongique dépend plus du site corporel que de l'individu a I’échelle de
I'espece. (Findley et al., 2013 ; Jo et al., 2017)

La peau humaine est divisée en plusieurs niches qui different par leur physiologie : il
existe des zones cutanées humides, seches et grasses qui sont identifiées dans la figure 32.
La répartition des lipides cutanés varie également selon le site corporel. La répartition
corporelle des différentes espéces de Malassezia peut s’expliquer, en partie, par la
génétique, certaines d’entre elles ne possédant pas le géne codant pour I'enzyme de
synthese des acides gras (Fatty Acid Synthase en anglais), elles dépendent des lipides du
microenvironnement. Ceci explique leur prédominance au niveau des zones cutanées
grasses. En outre, les especes de Malassezia ne possedent pas les mémes lipases et
phospholipases, leur conférant une préférence pour certains lipides. L'ensemble de ces
données pourrait expliquer la répartition corporelle des différentes espéces de Malassezia.
(Joetal., 2017 ; Byrd et al., 2018)
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. Ascomycétes (autres) Basidiomycétes (autres)

Aspergillus Epicoccum Antrodia
Candida Leptosphaerulina Cryptococcus
Chrysosporium . Penicillium . Malassezia
- Cladosporium Phoma . Rhodotorula
Debaryomyces Saccharomyces Autres

Figure 24 : Composition des communautés fongiques selon le site corporel chez ’homme adulte (entre 18 et
39 ans) (d’apres Jo et al., 2017)

Il est également important de considérer les biais inhérents au séquencage
d’amplicons. En effet, 'utilisation de I'ITS 1, dans les études génomiques, induit un biais
d’identification des champignons Basidiomycétes (comme Malassezia) ; I'utilisation de I'ITS2
favorise l'identification des Ascomycétes (comme Candida). Ainsi, il est possible que la
méthode utilisée par Findley et al. ne soit pas suffisamment sensible pour détecter
I’ensemble des Ascomycetes des échantillons. (Ward et al., 2017)

2. Mycobiote cutané du chien

L'étude de Meason-Smith et al. (2015) comprend 10 chiens sains (5 males et 5
femelles), chez lesquels des prélévements sont effectués sur 10 sites cutanés, et 8 chiens
atteints de dermatite atopique (DA), chez lesquels les prélevements sont effectués sur 6
sites corporels. Le site corporel influence la diversité-a du mycobiote. Ainsi, les muqueuses,
les narines et les conjonctives présentent un nombre réduit d’espéces fongiques. Cela peut
s’expliquer par une protection plus importante de ces zones vis-a-vis de I’environnement
extérieur. La diversité et la richesse fongique dépendent de I'individu considéré. La diversité-
B est plus influencée par le facteur individuel que par le site corporel, comme le montrent
les graphiques de coordonnées principales de la figure 23 : il n’existe pas de regroupement si
I'on considére les facteurs « microenvironnement cutané » ou « site corporel », alors qu'il
existe un regroupement pour des chiens donnés. (Meason-Smith et al., 2015)

Le phylum des Ascomycetes est le plus représenté sur la peau des chiens en bonne
santé, suivi de prés par le phylum des Basidiomycetes. La classe d’Ascomycetes la plus
abondante est celle des Dothideomycétes, avec les genres Alternaria, Cladosporium et
Epicoccum. 1l faut noter que certaines UTO (Unités Taxonomique Opérationnelles)
abondantes, appartenant aux Ascomycétes, ne peuvent pas étre classés au rang
taxonomique du genre, du fait de la déficience de bases de données de référence. Les genres
appartenant aux Basidiomycetes les plus représentés sont Crytococcus et Malassezia. De
méme que pour les diversités, le facteur individuel a plus d’influence sur la composition
taxonomique du mycobiote que le site corporel. Ainsi, un taxon particulier peut étre
retrouvé sur tous les sites corporels d’un chien, mais sur aucun site d’un autre. Il s’agit d’'une
premiere différence avec le mycobiote humain qui lui, est largement dépendant du site
corporel. La faible abondance de Malassezia a la surface cutanée des chiens, comparée a
celle de 'homme, est une découverte importante ; car les études du mycobiote cutané
canin, basées sur la culture fongique, montraient, a I'inverse, que le genre Malassezia était
I’'un des plus abondants. (Meason-Smith et al., 2015 ; Noli, 2017)

74



Ascomycetes
Pavillon Conduit

Chanfrein Conjonctives auriculaire auditif
& Alternonio

Cladosporiurm
Epicoccum

\ Genre non classifié de l'ordre des Capnodiales
Genre non classifie de l'ordre des Pléosporales

Genre non classifie de la classe des Dothidéomycates

Dothidéormycétes

-e

.~
~

Léotiomycétes
» Blumena
Golowinomyces

Région

< Saccharomycétes
lombaire

® Condida
Sordariomycétes

W Clgviceps

® Fusarrum

Autres Ascomycotes

Narines

Basidiomycetes
Tramellomycétes
m Crytococcus
Classe de Basidiomycetes incertae sedis
" Molgssezia
" Wollemia
Pucciniastrum

e — Ustilaginomycites
Sporisovium
® Autres Basidiomycétes
Babines Région Espaces Région " Autres champignons

axiliaire interdigités inguinale

Figure 25 : Abondance relative des différents taxons fongiques selon le site corporel considéré chez des
chiens sains (d'aprés Meason-Smith et al., 2015)

Les différences physiologiques entre les peaux de ’lhomme et du chien pourraient, en
partie, expliquer les différences de mycobiotes. La peau humaine posséde des zones dont les
caractéristiques sont spécifiques : zones seches, sébacées ou humides ; alors que la peau
canine est plus uniforme, la quasi-totalité de la surface corporelle étant recouverte de poils,
qui comportent tous, une glande sébacée et une glande sudoripare apocrine.

D’autres éléments d’explication peuvent étre évoqués, notamment les différences
comportementales entre 'homme et I'animal, les habitudes hygiéniques ou, encore, la
différence d’exposition environnementale. En effet, il est généralement admis que les chiens
sont plus exposés aux éléments extérieurs que les humains, du fait de leur proximité avec le
sol et de comportements qui leur sont propres, tels que se rouler par terre ou s’allonger a
méme le sol. De plus, nos carnivores domestiques sont rarement lavés, contrairement aux
humains. (Meason-Smith et al., 2015)

Il faut, également, noter que les trois genres dominants des Dothideomycetes de la
peau canine sont responsables d’allergies environnementales chez 20 a 30 % des personnes
atopiques et 6 % des personnes en bonne santé. Ces champignons peuvent aussi étre
considérés comme des allergenes chez les chiens atteints de DA. La cohabitation entre des
enfants et des chiens porteurs de ces champignons pourrait étre a I'origine d’une tolérance
de ces derniers chez les enfants. Un autre mécanisme hypothétique est celui impliquant
I’exposition de la femme enceinte a ces allergénes, puis la transmission verticale. (Meason-
Smith et al., 2015)
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3. Mycobiote cutané du chat

L’étude de Meason-Smith et al. (2017) comprend un groupe de 11 chats sains, chez
lesquels des préléevements sont effectués sur 12 sites corporels, et 9 chats allergiques, chez
lesquels des préléevements sont effectués sur 6 sites corporels. La diversité-a est
significativement variable entre individus et entre les différents sites corporels. Les
conjonctives et I'appareil reproducteur ont la diversité-a la plus faible ; alors que la zone pré-
auriculaire a la diversité-a la plus élevée. La diversité-a varie, également, significativement,
avec le microenvironnement cutané : les sites muqueux ont une moindre diversité par
rapport aux sites sébacés ou aux sites avec des poils. De méme que pour les chiens, la
diversité-B est plus influencée par le facteur individuel que par le site corporel. (Meason-
Smith et al., 2017)

Comme chez les chiens, le phylum le plus abondant est celui des Ascomycetes et,
dans ce phylum, la classe la plus abondante est celle des Dothideomyceétes, avec les genres
Cladosporium, Alternaria et Epicoccum. La relative abondance des trois genres fongiques les
plus représentés est significativement différente entre les chats. Le genre le plus abondant
des Basidiomycetes est Cryptococcus. Malassezia est présent dans 30% des échantillons des
chats sains, alors que I'abondance relative n’est supérieure a 1% que pour seulement 5% des
échantillons. Il faut noter gu’il existe une grande diversité de taxons entre les différents
échantillons.

Comme dans |'étude portant sur I'espéce canine, 21% des séquences classées dans
les Ascomycetes ne peuvent étre classées au rang taxonomique du genre fongique. En outre,
bien que la moyenne de séquences n’ayant pas trouvé d’assignement taxonomique soit de
6%, pour certains échantillons, il peut y avoir jusqu’a 50% de séquences non assignées. Ceci
est toujours d( au manque de données dans les bases de références. De futures études
devraient permettre d’assigner ces séquences a des taxons fongiques. (Meason-Smith et al.,
2017 ; Noli, 2017)
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Figure 26 : Abondance relative des différents taxons fongiques selon le site corporel considéré chez des chats
sains (d'aprés Meason-Smith et al., 2017)

Cette étude montre que la colonisation fongique de la peau du chat tend a étre
homogene, mais variable entre les individus. Il est possible que le toilettage ait une influence
sur la dissémination du mycobiote. La diversité fongique cutanée du chat (au niveau
gualitatif car on ne peut I’évaluer au niveau quantitatif) semble étre comparable a celle du
chien, mais plus importante que celle de ’homme. (Meason-Smith et al., 2017)

B. Influence de différents facteurs

Les facteurs influengant le mycobiote cutané commencent tout juste a étre étudiés
chez I'homme. Il n’existe pas encore de recherches, concernant ces facteurs, pour nos
carnivores domestiques mais, par analogie et comparaison avec ’homme, il est possible de
formuler certaines hypotheses sur leur influence sur le mycobiote cutané du chat et du chien
domestiques.

1. Age

Le mode d’acquisition du mycobiote a la naissance peut avoir un impact important
sur la future santé de la peau, notamment avec la présence de certains taxons qui sont
nécessaires au développement d’une immunité efficace. L'étude du mycobiote d’un individu
en bonne santé, de son mode d’installation et de maturation, pendant I'enfance, est
nécessaire afin de comprendre l'influence des communautés microbiennes sur la santé des
enfants et des adultes. (Ward et al., 2017)
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a. Acquisition du mycobiote dans les premiers jours de vie

Le premier mois de vie, les taxons fongiques les plus abondants sur la peau de
I’'homme sont : Candida tropicalis, C. parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae, C. albicans et C.
orthopsilosis. Des Malassezia sont également détectées mais avec une abondance de 2%
seulement d’aprés Ward et al. (2018). Néanmoins, ce résultat a pu étre biaisé par I'utilisation
de I'lITS2 dans cette étude. (Ward et al.,, 2018) Les facteurs influencant le mycobiote de
I'enfant sont: le type d’accouchement, le mycobiote maternel, I'exposition a
I’environnement, les traitements recus tels que les antibiotiques ou les antifongiques et I'dge
gestationnel au moment de la délivrance. (Ward et al., 2017)

Le type d’accouchement, par voie basse ou par césarienne, affecte la composition du
microbiote bactérien durant les 6 premiers mois de vie.

La transmission verticale de micro-organismes fongiques, de la mére a I'enfant, est
effective pour C. albicans. Dans une étude, 24% des nouveau-nés agés d’'une semaine
étaient colonisés au niveau d’au moins un site (cavité orale, rectum ou aine) avec la souche
de C. albicans hébergée par leur mere. Considérant que C. albicans est le genre fongique le
plus étudié, du fait de son implication dans la pathophysiologie des vaginites, on peut se
demander si cette transmission verticale ne serait pas effective pour d’autres especes moins
étudiées du mycobiote vaginal ou anal maternel. En effet, le mycobiote vaginal est constitué
de Candida (espéce prédominante : C. albicans) mais aussi de Davidiella, Cladosporium et
d’autres genres fongiques moins importants ; alors que le mycobiote anal maternel est
constitué majoritairement de C. albicans, S. cerevisiae et C. parapsilosis.

En cas de césarienne, le microbiote bactérien de la peau de I’enfant est plus similaire
au microbiote cutané de sa meére. Les parameétres qui different entre un accouchement par
voie naturelle ou par césarienne et qui sont susceptibles d’influencer le mycobiote cutané du
nouveau-né sont : I'absence d’efforts lors de I'accouchement, les antibiotiques périnataux et
I’'absence de passage par le canal vaginal. Dans une étude, deux espéces de Malassezia (M.
restricta et M. globosa) ont été détectées au niveau cutané chez des nouveau-nés d’un jour.
La transmission des Malassezia a partir de la peau des meéres a été confirmée par
génotypage.

Il est possible, en considérant ces différentes observations, de formuler I’hypothese
selon laquelle les enfants nés par voie naturelle auraient un mycobiote plus divers, dominé
par le genre Candida (du fait de I'exposition au mycobiote vaginal et fécal maternel) ; alors
que ceux nés par césariennes auraient un mycobiote dominé par le genre Malassezia (du fait
de la colonisation par le mycobiote cutané maternel). L'étude de Ward et al. (2018), réfute le
fait que la naissance par voie basse soit a I'origine d’un mycobiote similaire au mycobiote
maternel vaginal ou anal. Bien que la transmission verticale de la mére a I'enfant soit
prouvée pour des especes spécifiques de champignons, d’autres sources (notamment
environnementales) doivent contribuer a I'établissement de ce mycobiote. Ainsi, le type
d’accouchement influence significativement certains taxons fongiques mais pas tous. (Ward
etal., 2017 ; Ward et al., 2018)
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L’age gestationnel au moment de I'accouchement a un impact sur le microbiote
bactérien du nouveau-né, mais ces différences sont aplanies a I'age de 2 ans. Plusieurs
facteurs pourraient influencer le mycobiote du nouveau-né : le statut naif du systéme
immunitaire, la dysbiose bactérienne due a I'utilisation d’antibiotiques ou d’antifongiques en
prophylaxie (en particulier le fluconazole inhibe la croissance des Candida au niveau cutané).
(Ward et al., 2017)

Etant donné que la croissance fongique est influencée par les interactions avec les
différents regnes microbiens, notamment le réegne bactérien, il est possible que I'abondance
relative, en bactéries et le type d’accouchement, avec I'administration d’antibiotiques, aient
un impact sur les communautés fongiques commensales. De plus, il n’y a pas de réelle
évolution du mycobiote cutané des nouveau-nés vers un mycobiote que I'on pourrait
qualifier de plus mature dans les 30 premiers jours de vie.

b. Changements du mycobiote a la puberté

Les enfants (entre 8 et 13 ans) possedent des taux relativement plus faibles de
Malassezia que les adolescents et les adultes. lls ont, simultanément, une diversité fongique
plus importante avec les genres Aspergillus, Epicoccum, Cladosporium, Cryptococcus et
Phoma qui constituent une part importante de la flore cutanée (voir figure 27). En outre, la
variabilité du mycobiote cutané entre les individus est plus importante chez les enfants que
chez les adultes. Ainsi, le taxon fongique majoritaire au sein du mycobiote est extrémement
variable d’'un enfant a 'autre.

Méme si M. restricta est identifié chez les enfants, M. globosa est la seule espéce de
Malassezia majoritaire dans tous les sites corporels, a la différence des adultes. Le fait que
M. globosa possede une activité lipase trés importante in vitro comparée a celle de M.
restricta pourrait expliquer cette observation. (Jo et al., 2016)

Le changement de mycobiote lors de la puberté peut étre expliqué par
I'augmentation de I'activité des glandes sébacées, via le systéme hormonal, permettant la
création de niches plus favorables pour les espéces de Malassezia lipophiles. Ainsi, les
changements de composition des lipides cutanés permettraient d’expliquer les changements
de mycobiote lors de cette période. Le mécanisme de ces changements de mycobiote n’est
pas encore élucidé, mais deux hypothéses dominent : soit de nouvelles souches sont
acquises durant la puberté, soit 'abondance relative des différentes souches change. (Jo et
al., 2016 ; Jo et al., 2017 ; Byrd et al., 2018)

La variation des communautés fongiques entre les tranches d’age peut étre corrélée
avec I'age de prédilection de certaines infections fongiques. Par exemple, les teignes de la
téte et les teignes du corps, causées par des champignons n’appartenant pas au genre
Malassezia, touchent d’avantage les enfants, alors que les affections associées a des
Malassezia touchent d’avantage les adultes. Cette dichotomie pourrait étre liée au caractére
permissif de la peau des enfants vis-a-vis de la colonisation par certains agents fongiques. (Jo
etal., 2016 ; Jo et al., 2017 ; Byrd et al., 2018)
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Figure 27 : Composition des communautés fongiques selon les sites corporels chez I’enfant (entre 8 et 13
ans) (d’apres Jo et al., 2017)

2. Sexe

La variabilité du mycobiote selon le sexe de I'hGte peut étre liée a des différences
d’ordre physiologique et anatomique : production hormonale, taux de sueur, production du

sébum, pH cutané, épaisseur de la peau, présence de poils, usage de cosmétiques.
(Schommer et Gallo, 2013)

D’apres I'étude de Jo et al. (2016), certains taxons du mycobiote cutané différent
selon le sexe de I'enfant. En effet, les genres Epicoccum et Cryptococcus sont plus présents
au niveau des sites sébacés des garcons, alors que le genre Malassezia est plus présent chez
les filles, suggérant que le sexe peut affecter la composition du mycobiote. Ces
prédispositions sexuelles peuvent étre reliées a certaines données épidémiologiques : par
exemple, Cryptococcus neoformans, qui est un pathogene causant des maladies graves,
telles que des pneumonies ou des méningites, affecte préférentiellement les gargons.
L'effectif de cette étude étant faible, ces résultats sont a interpréter avec prudence et ne
constituent qu’une piste de réflexion. (Jo et al., 2016)
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Il peut, également, étre intéressant d’étudier la répartition du genre Malassezia au
niveau cutané (genre prédominant chez ’lhomme) en fonction du sexe de I'individu.

Dans I'étude d’Akaza et al. (2010), 40 hommes et 40 femmes adultes ont été |'objet
de prélevements cutanés sur 4 sites. L'étude est menée via une PCR en temps réel avec des
amorces spécifiques des différentes especes de Malassezia. L'abondance relative de
Malassezia est plus élevée chez les hommes que chez les femmes. Cette observation peut
étre liée a la quantité de sébum relativement plus importante chez les hommes par rapport
aux femmes. En outre, la répartition des espéces varie au sein d’'un méme genre : M.
restricta domine sur le front et la joue, alors que M. globosa et M. dermatis dominent sur le
torse et le dos des hommes; chez les femmes, M. globosa et M. sympodialis sont
prédominantes sur la poitrine et le dos.

Dans I'étude de Sugita et al. (2010), 405 hommes et 365 femmes ont été I'objet de
prélévements au niveau des joues et sont séparés en 13 classes d’age. Tout comme pour
I'’étude d’Akaza et al. (2010), une méthode de PCR en temps réel avec des amorces
spécifiques des différentes especes de Malassezia est utilisée. De méme que pour I'étude
précédente, I'abondance relative de Malassezia est plus élevée chez les hommes que chez
les femmes. Le taux de Malassezia augmente, significativement, chez les hommes agés de 16
a 18 ans et M. restricta est I'espéce prédominante quelle que soit la tranche d’age
considérée. A l'inverse, chez les femmes, il y a une augmentation du taux de Malassezia
entre 10 et 18 ans, puis une diminution entre 19 et 29 ans et, enfin, de nouveau une
augmentation entre 30 et 39 ans. Cette observation peut étre liée a l'utilisation de
cosmétiques qui inhiberaient la prolifération fongique chez les femmes de la tranche d’age
19-29 ans.) De plus, M. globosa prédomine chez les femmes de 23 ans et plus et M. restricta
prédomine entre 10 et 18 ans. (Leung et al., 2016 ; Jo et al., 2017)

Ainsi, le mycobiote est influencé par de nombreux parametres. La plus grande
difficulté de ces études est qu’il est quasiment impossible de ne faire varier qu’un paramétre
a la fois : il faut donc essayer de comprendre comment les différents facteurs se combinent
et influent sur le mycobiote cutané.

3. Hygiene

L’équipe de Sugita et al. (2015) bénéficie du volontariat d’une équipe de géologues
japonais engagés dans une excursion de 3 mois en Antarctique. Durant cette période, les
géologues ne peuvent se laver que rarement et partiellement. Des prélevements cutanés
sont réalisés, sur une période de 4 mois, sur 5 sites corporels (cuir chevelu, joue, torse,
arriere des oreilles et plante des pieds). Les échantillons sont ensuite analysés via une
technique de PCR avec des amorces spécifiques des différentes especes de Malassezia.

Une augmentation du taux de Malassezia sur tous les sites corporels est observée
durant la période de I'excursion, avec une augmentation plus importante sur le cuir chevelu.
Ce taux revient a la normale aprés le retour des géologues dans leur pays (et la reprise
d’habitudes hygiéniques réguliéres). Les chercheurs s’intéressent également a la répartition
respective des deux especes majeures de Malassezia chez 'homme : M. globosa et M.
restricta. Sur le cuir chevelu, les deux especes ont une abondance plus élevée durant
I’excursion, M. restricta étant plus abondante que M. globosa. Par contre, on peut regretter
I'absence de témoin (homme sain) dans cette étude.
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Ce changement du mycobiote cutané lors de conditions d’hygiéne précaires peut étre
d{ a I'accumulation de sébum, notamment sur le cuir chevelu. En effet, les géologues ont eu
plus de difficultés a se laver les cheveux que les autres parties du corps. De plus, il est connu
qgue le cuir chevelu est un réservoir de Malassezia. Ainsi, la colonisation de la peau par les
Malassezia augmente lorsque les possibilités de se doucher sont réduites durant une
période de temps conséquente. (Sugita et al., 2015)

4. Traitements médicaux

Dans I'étude de Findley et al. (2013), un individu, parmi les 10 volontaires, posséde
un mycobiote plus diversifié. Sept mois avant I’étude, il a recu un traitement antifongique
per os, pendant 2 mois, a cause d’une infection fongique des ongles des pieds. Deux genres
supplémentaires sont alors identifiés : Aspergillus et Saccharomyces. Bien que le séquencage
ne puisse prouver un lien de cause a effet, cette observation suggére que la dysbiose,
associée a l'infection fongique ou a la prise d’un antifongique, puisse persister pendant une
période de 7 mois.

En outre, les données de la littérature suggerent que certains traitements de
dermatologie doivent étre repensés car ils altérent a long terme le microbiote cutané.
Certains médicaments, provoquant une dysbiose cutanée, pourraient augmenter la
sensibilité a certaines maladies cutanées. (Schommer et Gallo, 2013)

5. Ethnie et style de vie

La plupart des études concernant les populations cutanées de procaryotes et
d’eucaryotes se limitent a des cohortes d’individus occidentaux (vivant aux Etats-Unis pour
la plupart). L'équipe de Leung (2016) s’intéresse au mycobiote de Chinois en bonne santé
vivant a Hong Kong. La cohorte étudiée présente les mémes genres fongiques dominants
gue les populations occidentales.

Cependant, lI'environnement extérieur et le style de vie peuvent moduler le
mycobiote des individus. Par exemple, Debaryomyces, présent dans 0,3% des échantillons,
est un des genres fongiques majeurs chez les individus vivant dans les mangroves du sud de
la Chine. Par ailleurs, les genres Cordyceps et Auricularia, présents dans 0,1% des
échantillons, comptent des especes considérées comme importantes dans la médecine et la
cuisine traditionnelles chinoises. A I'exception de Cordyceps, ces genres ne sont pas décrits
chez les populations occidentales. (Leung et al., 2016)

6. Races de chat

La colonisation de la peau des chats par les Malassezia serait dépendante de leur
race. Dans une étude sur 73 chats, des Malassezia sont isolées (par une méthode de culture
fongique) chez 90% des Devon Rex, 39% des Cornish Rex et 50% des chats Européens. M.
pachydermatis est I'espéce la plus fréquemment isolée chez ces trois races de chats. (Bond
et al., 2008) Ces résultats sont confirmés par une étude trés récente basée sur la génomique.

82



Il est important de noter que les races Devon Rex et Cornish Rex sont des chats a poils tres
courts, avec une quantité de sébum plus importante que les chats Européens.

Older et al. dans leur étude « The effect of breed and environment on the cutaneous
microbiota of cats » parue dans le 30°™® proceeding du NAVDF (North American Veterinary
Dermatology Forum) en avril 2017, démontrent que la race des chats affecte le mycobiote
cutané, notamment la relative abondance des Malassezia chez 5 races de chats (Bengale,
Cornish Rex, Devon Rex, Sibérien et Sphynx) : les Bengales, les Cornish Rex et les Sibériens
ont une abondance relative de Malassezia plus importante. (Noli, 2017)

7. Statut immunitaire

L’étude de personnes souffrant d”immunodéficience primaire permet d’appréhender
le réle du statut immunitaire de I’hote dans la composition du mycobiote cutané. Les
patients atteints de syndrome d’immunodéficience primaire souffrent souvent d’infections
bactériennes et fongiques récurrentes. Par exemple, chez les patients porteurs d’une
mutation de la voie d’activation STAT3, a l'origine d’un syndrome hyper-IgE, le mycobiote
cutané est plus divers : la population de Malassezia est réduite, alors que celles de micro-
organismes pathogenes opportunistes (Aspergillus et Candida) sont augmentées, par
rapport a celles d’individus sains. Ainsi, la barriere cutanée serait plus permissive en cas
d’immunodéficience et la peau constituerait un réservoir pour les micro-organismes
fongiques a l'origine d’infections cutanées. Il est donc difficile de définir un mycobiote
« normal », certains micro-organismes commensaux de la peau semblant pouvoir devenir
pathogénes. (Rizzetto et al., 2014 ; Jo et al., 2017 ; Byrd et al., 2018)

L'immunodéficience peut aussi étre acquise, chez les personnes porteuses du virus
d’immunodéficience humaine ou sous traitement immunosuppresseur. Il n’existe pas
d’études des mycobiotes de ces personnes. Par contre, les infections cutanées qu'’ils
déclarent sont dues, majoritairement, aux pathogénes opportunistes : Candida, Aspergillus
et Cryptococcus. Toutefois, certains micro-organismes, qui ne colonisent habituellement pas
la peau, peuvent également intervenir, comme Trichosporon sp., Fusarium sp., et Emmonsia
sp.. (Joetal., 2017)

8. Environnement extérieur

Le microbiote cutané des hommes et des carnivores domestiques est influencé par
de nombreux facteurs environnementaux tels que le contact entre individus de la méme
espéce, entre especes différentes, ou avec des objets ou I’environnement.

a. Contact humain-environnement extérieur

La plupart des individus de nos sociétés urbanisées passent la majorité de leur temps
a l'intérieur. Lintérieur des habitations forme un écosystéme regroupant de nombreux
micro-organismes et constitue la source de contact prédominante entre les humains et les
micro-organismes environnementaux. Le mycobiote de lintérieur des habitations est
largement influencé par les champignons venant de |’extérieur. En effet, la taille réduite des
micro-organismes fongiques leur permet facilement de se disperser passivement sur de
grandes distances via l'air, I'eau ou les étres vivants. De plus, les champignons, via la
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sporulation et le nombre important de propagules secs produits, favorisent cette dispersion.
L'objectif de Tong et al. (2017) est de déterminer, par I'’étude des mycobiotes d’habitants
Hongkongais et des surfaces intérieures de leurs habitations, s’il existe une transmission
entre les surfaces des meubles et la peau des individus et dans quelles mesures elle se
manifeste.

Il existe une grande ressemblance entre le mycobiote cutané humain et celui des
surfaces intérieures. En outre, I'abondance de Malassezia est significativement plus
importante sur les surfaces qui sont touchées le plus fréquemment. D’autres taxons, tels
qu’Aspergillus et Cladosporium, sont retrouvés en abondance dans I'air ambiant. Les
habitations proches géographiquement ont tendance a avoir un plus grand nombre de
taxons bactériens en commun, ce qui n’est pas observé pour les champignons. La
localisation géographique des habitations est le seul facteur influengant la composition du
mycobiote de I'air ambiant.

Grace a l'approche « Bayesian SourceTracker », la proportion de micro-organismes
échangés entre les mycobiotes de I'air ambiant, des surfaces et de la peau est évaluée. La
transmission, depuis la peau jusqu’aux surfaces, est la plus importante (40%), suivie de peu
par la transmission inverse (30%). Ceci indique que les surfaces des habitations sont
colonisées par un mycobiote reflétant celui de leurs occupants. Les transmissions faisant
intervenir 'air sont faibles et, méme, nulles entre l'air et la peau. La plupart des genres
fongiques sont identifiés au niveau des 2 échantillons considérés (source et destination),
suggérant des échanges bidirectionnels (bien gu’'un nombre restreint ne soit identifiés qu’a
un seul endroit source : la peau pour Cladosporium et Candida par exemple). (Tong et al.,
2017)
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Air exterieur
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Figure 28 : Représentation schématique des transmissions de micro-organismes fongiques entre I'étre
humain, les surfaces et I'air ambiant (d'aprés Tong et al., 2017)
L’épaisseur des lignes est proportionnelle au pouvoir de dispersion des microbes.
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b. Contact carnivores domestigues — environnement extérieur

Le type d’environnement extérieur pourrait affecter la diversité-B des mycobiotes
cutanés canins, expliquant le degré élevé de variabilité interindividuelle. Par exemple, les
chiens de maisonnées différentes ont a un environnement extérieur tres différent selon le
nombre et la nature des arbres, des plantes, de I'herbe et des points d’eau naturels ou
artificiels. En outre, les surfaces intérieures d’habitations différentes n’hébergent pas les
mémes mycobiotes, et leur contact peut donc aussi avoir une influence. Il est remarquable
qgue le site corporel humain ayant la diversité-a la plus élevée soit les pieds, site le plus en
contact avec le sol. (Meason-Smith et al., 2015)

Néanmoins, I’hypotheése selon lagquelle I'exposition a I’environnement extérieur serait
responsable de la prédominance des genres fongiques environnementaux au niveau cutané
chez le chien est remise en cause. En effet, les mémes genres sont présents en forte
abondance au niveau cutané chez les chats ; or, plus de la moitié sont des chats d’intérieur,
qui n‘ont aucun contact avec I'environnement extérieur. De nouvelles études semblent
nécessaires afin d’évaluer si I'’environnement extérieur influence le mycobiote de nos
animaux domestiques et dans quelle mesure. (Meason-Smith et al., 2017) Older et al. dans
leur étude « The effect of breed and environment on the cutaneous microbiota of cats »
s'intéressent a cette influence en étudiant des chats domestiques qui ont accés a I'extérieur
et d’autres qui ne sortent pas. lls remarquent une différence de composition du mycobiote
cutané entre ces deux cohortes avec, notamment, un taux de Fusarium sp. plus important au
niveau des narines des chats qui sortent.

c. Contacts humain — humain et humain — carnivores domestiques

L'étude de Song et al. (2013) suggere que les membres d’une famille ont un
microbiote cutané bactérien plus proche que ne l'ont des individus qui n’habitent pas
ensemble. Le fait de partager un environnement commun serait un facteur
d’homogénéisation des communautés microbiennes cutanées des individus, via les contacts
interindividuels intenses, avec les mémes surfaces et le méme air ambiant. De plus, le fait
gue les habitants soient propriétaires de chiens, d’une part, augmente la similarité de leurs
mycobiotes et, d’autre part, la similarité de leur microbiote cutané bactérien avec celui de
leur chien est plus élevée que celle avec un chien ne leur appartenant pas. Cela ne concerne
qgue les habitants adultes et non les enfants ou les personnes agées, ce qui pourrait
s’expliquer par un contact plus intense des adultes avec les chiens. De plus, ces adultes
propriétaires de chiens présentent une plus grande diversité de microbiote au niveau du
front et des mains que les adultes ne possédant pas d’animal. Par contre, |I'appartenance des
microbes partagés entre ’homme et le chien au microbiote cutané humain, plutét qu’a la
flore transitoire résultant d’un contact direct, reste indéterminée. (Song et al., 2013) Une
étude de cette envergure concernant le mycobiote n’est, pour l'instant, pas disponible.
Toutefois, il est possible de baser notre réflexion sur plusieurs points secondaires dans
certaines études parues récemment.

A la différence du microbiote bactérien, le fait de cohabiter ne semble pas affecter le

mycobiote des individus, dans I'étude de Leung et al. (2016). Ainsi, la peau semble collecter
les micro-organismes fongiques des différentes surfaces de I'intérieur des habitations, mais
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la transmission entre les individus qui y vivent ne semble pas effective. Cela suggére que les
variations interindividuelles peuvent étre dues a une exposition différente entre les individus
d’'une méme maisonnée. (Leung et al., 2016) La cohabitation avec des animaux pourrait
avoir une influence sur le mycobiote. D’autres études seraient nécessaires pour conclure a
une corrélation entre la cohabitation et la présence de mycobiotes similaires entre les étres
humains et les animaux d’'une méme maisonnée. (Meason-Smith et al., 2015)

9. Temps

Dans I'étude de Findley et al. (2013), utilisant le séquencage d’amplicons, pour
I’étude de la stabilité temporelle du mycobiote, six volontaires sont, de nouveau, prélevés 1
a 3 mois apres le premier échantillonnage. Les sites avec une prédominance de Malassezia
restent inchangés avec les mémes especes prédominantes. Les sites podaux ont toujours
une plus grande diversité fongique. Par contre, leur mycobiote est moins stable dans le
temps, reflétant potentiellement une exposition a I’environnement plus intense et une flore
transitoire plus abondante.

Oh et al. (2016) utilisent une méthode métagénomique appliquée a des individus
prélevés plusieurs fois de suite, afin d’étudier la diversité et la stabilité temporelle des
communautés microbiennes cutanées. Leur étude révele que le microbiote est stable sur un
intervalle de temps variant entre 1 mois et 2 ans, malgré I’exposition constante de la peau a
des facteurs extrinseques. Toutefois, I'indice de similarité (index théta Yue-Clayton) indique
gue cette similarité est plus faible sur des intervalles de temps longs (1-2 ans) que sur des
intervalles courts (1-2 mois). La nature et le degré de cette stabilité varient selon les
individus. Certains individus ont un mycobiote qualifié de « hautement variable » car leurs
communautés microbiennes ont tendance a fluctuer, méme au niveau des sites corporels les
plus stables (sites sébacés). Les communautés fongiques des sites sébacés sont les plus
stables, alors que les sites podaux sont les moins stables. Ceci peut s’expliquer par une
combinaison de facteurs physiques et comportementaux tels que le port de chaussures,
I’hygieéne personnelle ou, encore, I'épaisseur de la couche cornée plantaire. La stabilité au
cours du temps est corrélée de maniére négative a la diversité des communautés
microbiennes : les sites avec une diversité fongique importante sont moins stables que ceux
avec une diversité faible.

Oh et al. (2016) essaient de déterminer si certaines especes ou communautés
précises sont instables dans une niche cutanée ou si la variabilité du microbiote est liée a
plusieurs flux d’espéces dans une méme communauté. Par exemple, si une espéce n’est pas
bien adaptée a sa niche écologique, son abondance relative peut varier au cours du temps a
cause du phénoméne de compétition. lls démontrent que la stabilité temporelle du
microbiote cutané est permise par la maintenance de certaines souches, plutét que par
I'acquisition de nouveaux microbes issus de I'environnement ou d’autres individus.
Toutefois, si un changement de microbiote a lieu, les espéces sont largement remplacées par
des especes identiques, ce qui permet de préserver les caractéristiques des niches cutanées.
La variabilité est plus importante pour les espéces d’abondance intermédiaire : les espéces
présentes en grande quantité et les especes rares (mais non transitoires) permettent la
stabilité du microbiote cutané. En outre, ces espéces rares sont spécifiques d’individus,
constituant une véritable signature individuelle. (Oh et al., 2016)
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Ill. Des relations étroites entre organismes vivants

La nature stable du microbiote cutané humain et la persistance de certains micro-
organismes, constituant le microbiote central, suggérent une fonction importante des
commensaux dans la santé cutanée. Plusieurs études suggérent I'existence d’une certaine
homéostasie entre les organismes commensaux et leur hote. La perturbation de cette
homéostasie aboutirait a I'’émergence de maladies cutanées. L'étude des interactions entre
les commensaux et I’h6te apparait ainsi, comme primordiale. (Barnard et Li, 2017 ; Jo et al.,
2017)

Les mécanismes de cette homéostasie restent largement méconnus et leur
observation est compliquée par la diversité du microbiote entre les individus, bien qu’il reste
stable au cours du temps. Les interactions au sein du systéme cutané ne restent pas
cantonnées a celles entre I’hote et son microbiote, il existe également des interactions au
sein du microbiote, entre les micro-organismes appartenant a des regnes différents et entre
les espéces d’'un méme regne. La compétition entre espéces et entre souches, au sein d’une
méme espece, apparait comme importante pour le développement et la maintenance d’un
microbiote chez I'individu sain. (Schommer et Gallo, 2013)

Les interactions des microbes, entre eux ou avec I'h6te, peuvent étre divisées en trois
catégories : positives, négatives ou neutres (sans impact pour I'une ou I'autre des parties). Le
role de I'immunité de I'hote est de sélectionner les microbes avec lesquels existent des
interactions positives. Le commensalisme définit une interaction qui ne bénéficie qu’a une
des parties, 'autre n’étant pas affectée par la relation. Le mutualisme définit une interaction
dont les deux parties tirent un bénéfice. (Schommer et Gallo, 2013)
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Figure 29 : Schéma des différentes interactions a la surface de la peau (d'aprés Schommer et Gallo, 2013)
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A. Relation hote - champighon

La relation mutualiste entre ’homme et son mycobiote est issue d’une co-évolution
d’un demi-milliard d’années. Le systeme immunitaire cutané permet la protection contre les
agents fongiques pathogénes, mais aussi la tolérance des agents fongiques commensaux.
Afin d’assurer cette double fonction, le systéeme immunitaire cutané est hautement
spécialisé et rigoureusement controlé. (Zielinski, 2014)

1. Définition d’une niche naturelle sans nuisance envers I’"h6te

La peau est divisée en régions définies par plusieurs facteurs : le pH, la température,
'humidité, le taux de sueur et le contenu lipidique. Chaque site représente une niche
écologique unique qui favorise la croissance d’un ensemble de micro-organismes, qui lui
sont spécifiques. L’hote fournit donc aux microbes des nutriments et une niche écologique
stable. (Barnard et Li, 2017)

La maniere dont I'héte tire profit de sa flore cutanée reste en cours d’exploration. Le
microbiote cutané serait en compétition avec les agents pathogenes pour I'utilisation des
ressources, formant ainsi une résistance a la colonisation de la peau par ces derniers. Cette
résistance a la colonisation, grace aux agents microbiens commensaux, est bien décrite
concernant le microbiote du tractus intestinal. De nouvelles études sont nécessaires pour
déterminer si la présence de certaines souches fongiques permet une résistance a la
colonisation par d’autres souches de la méme espece ou d’especes différentes. (Belkaid et
Segre, 2014 ; Byrd et al., 2018)

La possession d’un microbiote évoluant rapidement permet a I’'h6te de s’adapter a
son environnement. (Schommer et Gallo, 2013) Le microbiote cutané aurait, également, un
effet bénéfique sur la cicatrisation cutanée, la protection contre les pathogénes et le
développement de réponses immunitaires adaptées via des mécanismes encore
incomplétement élucidés. (Rizzetto et al., 2014)

2. Tolérance et éducation du systtme immunitaire : du commensalisme au
mutualisme

Les facteurs permettant a un organisme fongique commensal d’étre toléré par son
hote et de modeler son systéme immunitaire sont en cours d’investigations.

Les especes de Malassezia (genre prédominant au niveau cutané chez I’homme)
produisent de l'acide azélaique, qui possede des propriétés antimicrobiennes, via le
métabolisme des acides gras. (Barnard et Li, 2017) Par contre, leur réle de modulateur du
systéme immunitaire cutané reste inconnu. (Underhill et Pearlman, 2015) C’est pourquoi,
nous prendrons, dans ce paragraphe, I'exemple de Candida albicans, un champignon
commensal de la peau pouvant devenir pathogéene opportuniste lorsque les défenses de
I’h6te sont perturbées.
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a. Tolérance des commensaux

Les PRR (notamment la Dectine 1, la Dectine 2 et la DC-SIGN) permettent la
reconnaissance des agents fongiques pathogénes, mais aussi des agents commensaux,
transitoires ou opportunistes. Cette reconnaissance permet, a la fois, le maintien du lien
symbiotique entre I’héte et les micro-organismes fongiques commensaux et une balance
homéostatique entre les réponses immunes pro-inflammatoires et tolérogenes. Les réles du
systeme immunitaire de I'h6te sont primordiaux: il permet a la fois une résistance,
permettant de limiter la charge microbienne, et une tolérance, permettant de limiter les
dommages en cas de réponse immune incontrolée grace aux lymphocytes T régulateurs
(LTreg). (Rizzetto et al., 2014)

Le role tolérogéne des cellules dendritiques permet d’expliquer la tolérance par
I’h6te des micro-organismes commensaux abrités par la couche cornée, alors que les agents
pathogenes qui forment une bréche cutanée et activent les cellules dendritiques dermiques
sont éliminés par le systeme immunitaire. (Rizzetto et al., 2014) Par exemple, d’apres I'étude
de Bonifazi et al. (2009), les cellules dendritiques cutanées présentent une certaine plasticité
au contact de C. albicans. Les cellules dendritiques inflammatoires initieraient des réponses
immunitaires de type Th17 ou Th2, au contact des levures, via le facteur MyD88, alors que
les cellules dendritiques tolérogénes initieraient des réponses immunitaires Thl ou la
différenciation des LTreg (via l'induction de I'enzyme 2,3 indoleamine dioxygénase) au
contact des hyphes. Le facteur STAT3 contribue aussi a la plasticité des cellules dendritiques
et a leur spécialisation fonctionnelle. (Bonifazi et al., 2009 ; Zielinski, 2014) Ainsi, C. albicans
agit sur les signaux immunitaires décidant du réle inflammatoire ou du role tolérogene des
cellules dendritiques. (Ifrim et al., 2013)

Légende

GM-CD : Cellule dendritigue obtenue par stimulation avec le facteur GM-CSF/IL-4
FL-CD : Cellule dendritique obtenue par stimulation avec le facteur FLTL-3

MyDES : Facteur-BE de différenclation myéloide

TRIF : Adaptateur contenant le domaine récepteur Toll/IL-1 induisant |a synthése de I'IFN-§
P38 Kinase p38

5TAT3 : Facteur de transcription 5TAT3

NF-KB : Facteur nucléaire KB

DO : Enzyme 2,3 indoleamine dickygénase
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Figure 30 : Schéma des voies de signalisations possibles liées a la plasticité des cellules dendritiques au
contact de C. albicans (d'aprés Bonifazi et al., 2009)

b. Education du systeme immunitaire

Le role d’éducation du systeme immunitaire de I'hGte par les micro-organismes
commensaux est formalisé a travers « I’hypothése hygiénique », qui suggere qu’une
exposition initiale a divers micro-organismes commensaux permettrait d’éduquer le systeme
immunitaire de I’hote, afin de tolérer une grande variété d’antigénes environnementaux. Par
contre, une exposition réduite a ces micro-organismes serait la cause principale des maladies
inflammatoires chroniques et des désordres auto-immuns. Ainsi, si l'exposition aux
commensaux est insuffisante dés le plus jeune age, les cellules immunitaires de I’h6te ne
seraient pas suffisamment éduquées, menant a des réponses immunes incontrolées. Les
micro-organismes commensaux seraient des adjuvants endogénes du systeme immunitaire
de leur hote. (Song et al., 2013 ; Rizzetto et al., 2014)

Il a été démontré que Candida albicans, comme certaines bactéries du microbiote
cutané, était capable d’éduquer le systéeme immunitaire adaptatif de son hote. En présence
de ce champignon, les cellules de Langerhans stimulent la prolifération des LTreg cutanés,
mais aussi des LTeff. Ce processus d’induction est médié par la présentation d’antigenes et
par I'lL-15. (Rizzetto et al., 2014)

En outre, C. albicans (sous forme de levure ou d’hyphe) et, en particulier, le B-1,3-
glycane de sa paroi interne, permet d’activer les cellules mononucléées du sang
périphérique conduisant, lors d’une seconde stimulation par des ligands des TLR ou des
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bactéries commensales, a la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, 1I-183)
ou a l'inhibition de cytokines anti-inflammatoires (IL-6), in vitro. Cette activation des cellules
immunitaires requiert la participation du récepteur Dectine-1 et de la voie d’activation Raf-1.
En définitive, C. albicans est capable de promouvoir une réponse pro-inflammatoire des
cellules immunitaires lors du contact avec des bactéries et contribue ainsi a la défense
cutanée de I’hote. (Ifrim et al., 2013)

Les micro-organismes commensaux auraient évolué avec une capacité de contrdle
immunitaire spécifique a la niche dans laquelle ils évoluent. La compartimentation et la
spécialisation des réponses permettraient de limiter les réponses inflammatoires
systémiques non voulues. Enfin, le systeme immunitaire cutané ne doit pas étre sous le seul
contrble des organismes commensaux : les organismes transitoires pourraient également
jouer un roéle important dans son activation. (Belkaid et Segre, 2014)

Ainsi, l'acquisition d’un microbiote complexe permet le développement d’une
immunité adaptative efficace et le microbiote est a son tour capable de moduler le systeme
immunitaire afin de se maintenir. Les changements importants du microbiote semblent
influencer directement le systeme immunitaire et étre a 'origine du développement des
désordres inflammatoires chroniques ou auto-immuns, de plus en plus observés dans les
pays industrialisés. (Belkaid et Segre, 2014)

3. Homéostasie cutanée et dysbiose

Plusieurs facteurs peuvent perturber la composition du microbiote physiologique.
Cette dysbiose affecte le dialogue entre les microbes et leur hote et peut induire une
maladie cutanée. Les facteurs de I’'h6te (age, sexe, prise de médicaments, style de vie et
hygiéne) ont un réle essentiel dans le maintien de cette homéostasie. Un microbiote riche et
varié serait plus avantageux car s’adaptant plus facilement. (Schommer et Gallo, 2013)
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Figure 31 : Schéma de plusieurs parameétres influengant ’homéostasie cutanée
(d'aprés Schommer et Gallo, 2013)

Chez 'homme, de nombreux désordres cutanés inflammatoires sont associés a une
dysbiose du microbiote. Les levures Malassezia sont liées a de nombreuses maladies
cutanées comme le pityriasis versicolor, les folliculites, la dermatite séborrhéique, le
psoriasis et la dermatite atopique. (Rizzetto et al., 2014) M. globosa est |'espéce
prédominante au niveau des lésions de pityriasis versicolor et M. restricta prédomine au
niveau des lésions de dermatite séborrhéique. (Zhang et al., 2011) Ainsi, les Malassezia qui
font partie intégrante du mycobiote cutané peuvent devenir pathogénes opportunistes en
cas de déficit immunitaire de I’h6te, de perturbation du cycle de croissance du champignon
ou de déficit de la barriere cutanée. (Jo et al., 2017)

La dermatite atopique (DA) est une maladie inflammatoire cutanée, chronique,
multifactorielle, caractérisée par du prurit et des Iésions d’eczéma. La pathophysiologie de
cette maladie inclut une perturbation de la barriére cutanée, ainsi qu’une réponse de type
Th2 du systéme immunitaire. Le mycobiote cutané pourrait participer a I'exacerbation des
réactions allergiques via la libération d’antigénes, la sécrétion de composés modulant la
réponse inflammatoire ou la production d’enzymes endommageant les cellules de I'h6te. Les
Malassezia seraient un facteur d’exacerbation de la dermatite atopique. Zhang et al. (2011)
observent que la diversité des genres fongiques, autres que Malassezia, augmente en cas de
dermatite atopique. Les especes Candida albicans, Cryptococcus diffluens et Cryptococcus
liquefaciens, ainsi que les champignons filamenteux Cladosporium sp. et Toxicocladosporium
irritans sont détectés réguliéerement chez les individus atteints de DA, alors gu’ils ne le sont
gue de maniére occasionnelle chez les individus sains. (Zhang et al., 2011 ; Huffnagle et
Noverr, 2013 ; Schommer et Gallo, 2013 ; Rizzetto et al., 2014)
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Les individus présentant un squamosis du cuir chevelu ont un mycobiote différent de
celui des individus sains : les champignons appartenant a la classe des Basidiomycétes sont
plus abondants, avec une augmentation de la proportion du genre Filobasidium qui atteint
94% du total des Basidiomycetes. Les Ascomycetes restent prépondérants, aussi bien chez
les individus atteints que chez les individus sains, avec une augmentation de la proportion de
Penicillium. (Huffnagle et Noverr, 2013) En outre, les especes M. restricta et M. globosa
seraient, aussi, associées a cette maladie. (Schommer et Gallo, 2013)

Tableau VII : Proportions relatives de 3 catégories de micro-organismes fongiques en fonction du statut «

sain » vs « atteint de dermatite atopique » chez ’homme (d’aprés Zhang et al., 2013)
Malassezia Levures (autres que Champignons

Malassezia) filamenteux
Homme atteint de 68,7%
dermatite atopique

19,9% 12,3%
79,2% 12,8% 8,1%

De méme, chez nos carnivores domestiques, une dysbiose du mycobiote peut étre
concomitante d’'une maladie cutanée, I'exemple le plus étudié étant la DA canine par
analogie avec celle de ’lhomme.

Le mycobiote de chiens atteints de DA est significativement moins riche que celui de
chiens sains. Cette différence avec 'homme pourrait s’expliquer par la diversité moindre du
mycobiote humain (dominé par le genre Malassezia), par rapport a celle du mycobiote du
chien. Ainsi, une perturbation de ce mycobiote conduirait a la diminution de I'espece
majoritaire, permettant une colonisation de la peau par d’autres micro-organismes
fongiques ; alors que la perturbation d’un mycobiote naturellement plus divers, comme celui
du chien, conduirait a I'augmentation de I'abondance d’un seul ou d’un nombre restreint de
micro-organismes fongiques, qui deviendraient majoritaires. Chez ces chiens atteints de DA,
des différences entre les sites corporels (narine, région axillaire et espaces interdigités) sont
observées. Il existe également une différence de composition du mycobiote : 12 taxons
fongiques sont plus abondants chez les chiens sains, alors que 7 autres taxons fongiques
sont plus abondants chez les chiens atteints de DA. Les genres plus abondants chez les
chiens atteints sont: Sporobolomyces, Hydnum, Irpex, Periconia, Cochliobolus et
Microascales. En outre, ces chiens ont, dans leurs oreilles, un mycobiote de diversité réduite
et dominé par un genre, Malassezia ou Sporobolomyces.

Les chats peuvent étre atteints d’'une dermatite allergigue dénommée « dermatite
par hypersensibilité non induite par les piqlres de puces ou par l'alimentation ». Les
diversités a et B du mycobiote sont similaires entre les chats allergiques et les chats sains.
Par contre, 'abondance relative de 9 taxons fongiques s’avere différente entre ces 2 groupes
incluant le genre Epicoccum et l'ordre des Capnodiales. Les Agaricomycétes et les
Sordariomyceétes sont plus abondants dans le mycobiote des chats allergiques. Le fait que le
statut allergique des chats n’ait pas d’influence sur la diversité du mycobiote, contrairement
a ce qui est observé chez les chiens, peut s’expliquer de plusieurs fagons. En premier lieu, la
présentation phénotypique et la distribution de ces deux maladies ne sont pas équivalentes
dans ces espéces. Ensuite, la régulation immunitaire peut étre différente ; enfin, et surtout,
on n’observe pas de perturbation de la barriere cutanée chez les chats allergiques. (Meason
Smith et al., 2017)
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Davantage d’études du lien entre une dysbiose cutanée et linitiation ou la
progression de maladies cutanées sont nécessaires. Compte tenu de leur prédominance et
de leur prévalence chez I'individu sain, ces micro-organismes sont-ils représentatifs du statut
pathologique ou sont-ils des constituants commensaux du microbiote cutané, spectateurs
innocents des maladies cutanées, considérés comme coupables par association ?

B. Relation bactérie - champignon

Les microbiotes cutanés humain, canin et félin sont dominés par les bactéries, alors
gue le regne des champignons est de moindre abondance (voir figure 32). Cette observation
est, toutefois, a nuancer car les bases de données de référence des génomes fongiques sont
largement incomplétes et les études sur le mycobiote beaucoup plus rares que celles sur le
microbiote bactérien. (Byrd et al., 2018, Jo et al., 2017)

Environ 1200 espéces bactériennes sont présentes sur la peau de 'homme. Le
microbiote bactérien de I'homme sain est dominé par les genres Propionibacterium,
Corynebacterium et Staphylococcus, avec des espéces bactériennes transitoires
supplémentaires qui participent a la variation interindividuelle. (Findley et al., 2013 ; Noli,
2017) Chez les chiens et les chats, la répartition des bactéries dépend de la physiologie des
sites corporels, avec une richesse du microbiote plus importante au niveau des zones avec
des poils. Les phylums les plus abondants chez les chiens sont les Protéobactéries, suivies
par les Firmicutes, les Actinobactéries, les Bacteroidetes et les Cyanobactéries. Ces mémes
phylums sont les plus abondants chez les chats, mais dans un ordre de prévalence différent
(Protéobactéries, suivies des Bacteroidetes, puis des Firmicutes et des Actinobactéries) Chez
les chiens, la famille Oxalobacteriaceae est la plus abondante, tous sites corporels
confondus, avec, notamment, le genre Ralstomia, qui est une bactérie environnementale.
Chez les chats, les familles Porphyromonadaceae, Moraxellaceae, Pastereurellaceae et
Pseudomonadaceae sont les plus abondantes. (Rodrigues Hoffmann et al., 2014 ; Older et
al., 2017)

L'étude des dynamiques entre les différents regnes est essentielle pour la
compréhension du développement et du maintien des mycobiotes chez un hote sain, ainsi
qgue pour celle des interactions pouvant exacerber les maladies cutanées ou faciliter la
transition des micro-organismes du stade commensal au stade opportuniste puis pathogene.
(Oh et al., 2016) C’est pour cela que la plupart des études se sont intéressées aux relations
entre des bactéries et Candida albicans, une levure présente au sein du mycobiote cutané,
qui peut également causer des infections séveres. Dans ce contexte, les communautés
mixtes, champignons-bactéries, ont une résistance et une virulence différentes de celles des
communautés formées exclusivement de champignons. (Schommer et Gallo, 2013) La
présence de micro-organismes fongiques au sein des écosystéemes mixtes permettrait une
plus grande stabilité. Les interactions entre les différents micro-organismes pouvant varier,
dans le temps et dans I'espace, elles dépendent, a la fois, de facteurs biotiques (présence ou
absence d’autres micro-organismes) et de facteurs abiotiques (oxygene, température, pH,
source de nutriments). (Tipton et al., 2018)
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Figure 32 : Répartition des regnes microbiens cutanés chez I’homme (d'apres Belkaid et Segre, 2014)
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Chez I'lhomme, I'abondance des bactéries et des champignons des sites corporels
n’est pas corrélée de facon linéaire, mais les sites corporels peuvent étre regroupés comme
suit : les bras ont une grande diversité bactérienne et une faible diversité fongique, les pieds
ont une grande diversité fongique et une faible diversité bactérienne, et les autres sites
corporels ont, a la fois, une faible diversité fongique et bactérienne. (Findley et al., 2013 ;
Leung et al., 2016) La physiologie des sites corporels influence la répartition des bactéries.
On distingue des sites sébacés, des sites humides et des sites secs. Cette ségrégation ne
s'appligue pas aux champignons qui se regroupent plus par localisation : les champignons
colonisant les bras, les pieds, la téte ou le corps forment des groupes discrets sur les
analyses en coordonnées principales. (Findley et al., 2013 ; Byrd et al., 2018)

La communication entre micro-organismes serait basée sur le systeme de « quorum
sensing ». (Schommer et Gallo, 2013) Il correspond a la capacité des bactéries et des
champignons a communiquer et a se coordonner, via la sécrétion de molécules de
signalement. Le « quorum sensing » a été décrit, pour la premiere fois, chez les eucaryotes
avec I'exemple de Candida albicans et I'identification du farnésol, un composant permettant
d’inhiber la formation d’hyphes, de résister a certains médicaments et intervenant dans le
maintien de l'intégrité de la paroi fongique. (Martinez et Fries, 2010)
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Figure 33 : Représentation graphique de la diversité du microbiote cutané en fonction des sites corporels et
des régnes fongique ou bactérien (d'aprés Findley et al., 2013)

Une analyse de co-occurrence, basée sur la corrélation de Spearman (mesure de
dépendance statistique non paramétrique entre deux variables) entre I'abondance relative
des bactéries et des champignons au niveau des sites podaux, permet d’évaluer les
associations bactérie-champignon éventuelles. Par exemple, les Actinobactéries sont
corrélées négativement avec les Ascomycetes et les Basidiomycetes, alors que les Firmicutes

et les Proteobactéries sont corrélées positivement avec ces taxons fongiques. (Findley et al.,
2013)

Dans I'étude de Leung et al. (2016), SparCC est utilisé afin d’étudier les relations de
co-abondance ou de co-exclusion entre les différents micro-organismes cutanés a partir des
UTO (Unités Taxonomiques Fonctionnelles) fongiques et bactériennes disponibles. Les
Malassezia, indépendamment du site corporel considéré, présentent une corrélation de co-
abondance avec elles-mémes. Cette relation est également retrouvée entre les bactéries, ou
les interactions entre micro-organismes du méme genre tendent a étre plus positives que
négatives. De plus, les UTO de Malassezia présentent une possible co-abondance avec
Corynebacterium, Prevotella et Propionibacterium; et une possible co-exclusion avec
Pseudomonas et Actinobacter, Streptococcus, Enhydrobacter selon les sites corporels. Les
UTO de Candida présentent une relation de co-abondance avec Pseudomonas et
Enhydrobacter et une relation de co-exclusion avec Corynebacterium et Staphylococcus.
Selon le site corporel, Candida et Enhydrobacter présentent, soit une relation de co-
abondance, soit une relation de co-exclusion. En outre, les UTO de Malassezia et Candida ne
présentent pas seulement des relations avec les UTO bactériens ou fongiques majeurs, mais
aussi avec des UTO plus rares qui permettraient une meilleure compréhension du
microbiome. Néanmoins, ces relations liant les micro-organismes sont, éventuellement,
spécifiques de I'h6te ou d’un site corporel donné. (Leung et al., 2016)
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Il existe différents types d’interactions entre les bactéries et les champignons. Par
exemple, Candida albicans et Staphylococcus aureus sont capables de coloniser le méme
milieu et de former des biofilms mixtes, les protégeant contre les antifongiques et les
antibiotiques. De méme, Candida albicans et Staphylococcus epidermidis peuvent former des
biofilms lors d’infections, ces derniers étant, également, plus résistants aux antimicrobiens.
A l'inverse, Pseudomonas aeruginosa est capable d’inhiber la croissance de Candida albicans
au niveau des brilures. Cette espéce bactérienne est, également, capable de coloniser la
surface cutanée en cas de dermatophytose. Ces exemples laissent a penser gu’il existe un
lien particulier entre les associations microbiennes et le statut, pathologique ou sain, d’un
individu. (Schommer et Gallo, 2013 ; Jo et al., 2017)

Néanmoins, ces analyses de co-occurrence devraient étre couplées avec une
méthode de culture fongique afin de s’assurer des interactions effectives entre micro-
organismes, comme suggéré dans I'étude de Tipton et al. (2018). En effet, bien que la
coexistence soit nécessaire pour qu’il y ait une interaction microbienne, elle est loin d’étre
suffisante et I'approche actuelle ne permet pas d’appréhender les dynamiques entre les
différentes especes microbiennes. De plus, ces études de culture fongique couplées avec les
études génomiques permettent de cultiver des micro-organismes fongiques et bactériens,
qui étaient considérés comme non cultivables in vitro. Enfin, des études génomiques, basées
sur la méthode Shotgun, semblent nécessaires pour pallier aux limites du séquencgage
d’amplicons et des analyses statistiques. (Leung et al., 2016 ; Tipton et al., 2018)

C. Relation champignon - champignon

L’'observation de la formation de biofilms par des micro-organismes non pathogenes,
au niveau des ulceres de jambes des individus diabétiques, a mené au concept de
« pathogroupes » : isolées, certaines espéces ne sont pas dangereuses alors que
rassemblées, elles ont un potentiel de virulence identique a celui d’'un micro-organisme
pathogéne. (Barnard et Li, 2017)

Les biofilms microbiens sont des communautés de micro-organismes fixées sur un
substrat biologique ou non, par une matrice protectrice qu’ils produisent. La formation d’un
biofilm confere plusieurs avantages aux micro-organismes : survivre dans un environnement
hostile, résister a des pressions physiques et chimiques et favoriser la coopération
métabolique. Une grande variété de micro-organismes fongiques sont capables de coloniser
les surfaces et de former des biofilms : Candida sp., Cryptococcus neoformans, Aspergillus
fumigatus, Fusarium sp., Pneumocystis sp., Trichosporon asahii, Blastoschizomyces capitatus,
Malassezia pachydermatis, S. cerevisiae et Coccidioides immitis. La persistance de certaines
infections fongiques, sur le matériel médical comme les cathéters, est permise par la
formation de biofilms. Candida albicans, un champignon commensal de la peau chez
'homme, est un pathogene opportuniste capable de former des biofilms constitués de
levures, d’hyphes et de pseudo hyphes intégrés dans une matrice contenant des protéines,
de la chitine, de ’ADN et des B-1,3-glycanes. Or, ces biofilms sont résistants a la plupart des
antimicrobiens et aux mécanismes de défense immunitaire. (Martinez et Fries, 2010)
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Etant donné la complexité des microbiotes cutanés de ’lhomme, du chien et du chat,
explorer les interactions entre les microbes et entre les microbes et I'hote, en plus de la
caractérisation taxonomique, semble primordial. Pour ce faire, de nouvelles études basées
sur la métatranscriptomique, la métaprotéomique et le fonctionnement métabolique du
microbiote sont nécessaires.
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Partie 3 : Du commensalisme a la pathogénicité opportuniste :
exemple de Malassezia

Dans certaines conditions, les micro-organismes, commensaux ou mutualistes,
peuvent devenir pathogénes. Le cas des Malassezia en est un exemple probant. En effet, ces
levures sont isolées a la surface de la peau, de maniére physiologique, a la fois de I'homme
et de nos carnivores domestiques. Par contre, en cas d’altération de la barriere cutanée, les
Malassezia proliferent et acquiérent un pouvoir pathogéne, lors de diverses affections
cutanées telles que la dermatite séborrhéique, la dermatite atopique, le psoriasis, les
folliculites ou le pityriasis versicolor chez I’homme, la dermatite a Malassezia primaire ou la
dermatite atopique (DA) chez le chien.

|. La pathogénicité de Malassezia lors de dermatite a Malassezia
primaire

A. Généralités sur les Malassezia

Le genre Malassezia comprend 14 especes de levures commensales qui colonisent les
couches superficielles de I'épiderme. Malassezia pachydermatis est la seule espéce qui
s’affranchit de supplémentation lipidique lors de sa culture in vitro. Elle est régulierement
isolée de la peau, des conduits auditifs externes, des surfaces muqueuses (orale et anale),
des sacs anaux et du vagin, des chiens et des chats sains. D’autre part, il existe 6 espéeces
dépendantes de lipides : M. furfur, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae et M.
sympodialis ; qui sont également isolées de la peau et des conduits auditifs de nos carnivores
domestiques. (Miller et al., 2013b ; Teramoto et al., 2015)

B. Diversité de I'espéce M. pachydermatis

Les M. pachydermatis, isolées de la peau, sont étudiées par de nombreuses équipes
de recherche. Les différentes souches sont regroupées selon des spécificités de séquences
du géne de I’ARNr. Chaque étude a choisi une région de ce géne selon différents critéres et a
tenté de démontrer un lien entre les génotypes et le caractére pathogene des différentes
souches de M. pachydermatis.

18S 58 rh= 26S 58 18S
[ L T ———
L A A ] J
ITS1 ITS2 IGS1 I6S2

Figure 34 : Représentation schématique du géne de 'ARNr fongique (d’apres Sugita et al., 2005)

Historiquement, I'équipe de Guillot et al, en 1997, avait divisé |'espéce M.
pachydermatis en 7 types (la-Ig), en considérant I'analyse de séquences partielles de la
région D2 du gene codant pour I’ARNr. Seuls les types la, Id et le étaient isolés de chiens,
alors que seuls les types la et le I'étaient de chats. Il n’existait pas de corrélation entre
I'isolement d’un type particulier de M. pachydermatis et le statut, sain ou atteint d’une
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dermatose, de I'hote. Cette étude a montré que la peau d’un animal est colonisée par plus
d’un type de M. pachydermatis. (Sugita et al., 2005)

Sugita et al. ont défini une nouvelle classification avec une séparation en 3 groupes
(1, 2 et 3) et 10 sous-groupes. lls se sont basés sur I'analyse des séquences d’ADN de la
région IGS 1 (Intergenic Spacer 1 en anglais), qui comparée a la région ITS ou aux régions
D1/D2 de I'ARNr 26S, posseéde une plus grande diversité intra-espéce, permettant une
meilleur discrimination entre les groupes de M. pachydermatis. Ainsi, chaque groupe ne
possede que 41,7 a 55,4% de similarité de séquences avec les autres. Les types la, Id et le,
définis par Guillot et al., correspondent, respectivement, aux groupes 3, 2 et 1. (Sugita et al.,
2005) Les pourcentages de chaque groupe de Malassezia pachydermatis isolé de la peau de
chiens sains sont répartis comme explicité dans le tableau VIII. (Kobayashi et al., 2011)

Tableau VIII : Pourcentages des groupes de Malassezia pachydermatis isolés de chiens sains ou atteints de
dermatite atopique (d’aprés Kobayashi et al., 2011)

6

27 11 = 6 6 11 = 3 24

Légende : = non communiqué

Teramoto et al. ont caractérisé les M. pachydermatis isolées en se basant sur
I’'analyse des régions ITS1 et IGS1. lls n’ont pas trouvé de corrélation entre les génotypes et
le pouvoir pathogéne des souches. Buommino et al. ont regroupé les souches de M.
pachydermatis en 4 génotypes en se basant sur I'analyse des régions ITS1 et ITS2 de I’ARNTr.
Simultanément, ils ont étudié les facteurs de virulence de M. pachydermatis et ont conclu a
I'existence d’une relation entre les génotypes et les facteurs de virulence. (Teramoto et al.,
2015 ; Buommino et al., 2016)

M. pachydermatis aurait une relation symbiotique avec Staphylococcus grace a la
production de facteurs de croissance et a des altérations du microenvironnement
bénéficiant aux deux especes. Ceci expliquerait que des chiens avec de nombreuses
Malassezia cutanées aient, également, un nombre accru de S. intermedius et
pseudintermedius, pouvant méme conduire fréquemment a des pyodermites a
Staphylococcus. (Miller et al., 2013b)

C. Facteurs prédisposants de la dermatite a Malassezia

Généralement, une prolifération de Malassezia est secondaire a une dermatose
(dermatite atopique, trouble de la kératinisation, pyodermite bactérienne, dysendocrinie en
particulier hypothyroidie). Néanmoins, dans environ 20% des cas, la prolifération est
primaire, il s’agit alors d’une dermatite a Malassezia. Les mécanismes sont encore méconnus
(principalement des phénomenes d’irritation ou d’hypersensibilité). (Miller et al., 2013b)
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En cas de perturbation de la barriere cutanée, physique, chimique ou
immunologique, Malassezia peut devenir pathogéne. Il existe chez I’homme des cas rares de
fongémie, pouvant étre mortelle, attribuée a M. pachydermatis, dont les carnivores
domestiques constituent des hoétes naturels. Le mécanisme par lequel Malassezia
pachydermatis provoque une inflammation, et les facteurs a I'origine de sa prolifération ainsi
gue du passage du statut d’organisme commensal au statut pathogene restent encore
incomplétement élucidés. (Buommino et al., 2016)

Certaines races canines semblent prédisposées : West Highland White Terrier, Basset
Hound, Cocker Américain, Shih Tzu, Setter Anglais, Caniche, Boxer, Cavalier King Charles,
Terrier Australien, Berger Allemand et Teckel. Elles ont significativement plus de risque de
développer une dermatite a Malassezia. (Miller et al., 2013b)

Certains facteurs sont supposés prédisposer a l|'‘apparition d’une dermatite a
Malassezia chez le chien : un taux d’humidité important et une localisation anatomique
spécifique (plis de peau, conduits auriculaires externes). Un acces facilité aux nutriments et
aux facteurs de croissance pour les M. pachydermatis pourrait aussi constituer un facteur
prédisposant, lors de trouble hormonal avec une altération de la quantité et de la qualité du
sébum ou lors de la colonisation cutanée par des Staphylococcus symbiotiques commensaux,
par exemple. Une corticothérapie au long court favoriserait, également, la survenue de cette
affection. (Miller et al., 2013b)

D. Facteurs de virulence de M. pachydermatis

Le passage du statut commensal au statut pathogéne de Malassezia est,
vraisemblablement, lié a des facteurs de I'h6te, notamment la perturbation de son systéme
immunitaire, le déséquilibre du microbiote cutané local ou la présence d’un
microenvironnement particulier ; mais aussi a des facteurs de virulence de la souche de M.
pachydermatis.

Le premier facteur de virulence est la capacité d’adhésion des Malassezia aux cellules
épithéliales. Des protéines et des glycoprotéines permettent I'adhérence des levures aux
cornéocytes canins. Les plus étudiées sont les adhésines exprimées par M. pachydermatis.

La dermatite a Malassezia résulterait des réactions inflammatoires, innées ou
spécifiques, dues aux antigenes et autres molécules produites par les levures (voir figure 35).
Les facteurs de virulence de M. pachydermatis incluent de nombreuses enzymes : des
protéases, des lipases, des phospholipases, des lipoxygénases, des phosphatases, des
phosphohydrolases, des glycosidases, des galactosidases, des leucine-arylamidases, des
uréases et du zymosane. Ces molécules, par leur action de protéolyse, de lipolyse,
d’altération locale du pH cutané, de libération d’eicosanoides et de I’activation du
complément, contribuent a l'inflammation et au prurit lors de dermatite. (Miller et al.,
2013b)

M. pachydermatis produit, également, de la mélanine qui est considérée comme un
facteur de virulence a part entiere. En effet, la mélanine protege les levures contre de
nombreux facteurs de stress environnementaux, notamment les UV et les agents oxydatifs,
mais aussi contre le systéme immunitaire de I’héte. (Brilhante et al., 2018)
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Figure 35 : Modéle des interactions entre Malassezia et I’épiderme humain (d’apreés Gaitanis et al., 2013)

Les enzymes sécrétées et les allergénes peuvent sensibiliser les individus susceptibles de I'étre, alors que les
produits métaboliques (indoles) modifient I’action des mélanocytes et des cellules dendritiques.

Malassezia produit des phospholipases qui favorisent la libération d’acide
arachidonique, intervenant dans l'inflammation cutanée. Ces enzymes ont également un
role important dans la croissance des levures. En effet, elles permettent la lyse des lipides
exogenes (en particulier des acides gras) et les produits obtenus sont directement intégrés a
la paroi des levures, permettant leur croissance. Les phospholipases auraient donc un réle
dans la colonisation des tissus lors d’otites chroniques ou de dermatites chez le chien. Elles
sont généralement divisées en 5 classes: A, A2, B, C et D selon le type de liaison ester
gu’elles ciblent. Les études s’accordent sur le fait que les souches de M. pachydermatis,
isolées de la peau lésée ou des conduits auriculaires externes des chiens atteints d’otites,
ont une production accrue de phospholipases par rapport a celles de chiens sains. Ceci
supporte I'hypothése que la pathogénicité de la levure est étroitement associée a la
production des phospholipases. Dans I'étude de Buommino et al., il s’agirait de la
phospholipase A2 ; alors que dans celle de Teramoto et al., il s’agirait de la phospholipase D.
Néanmoins, les inhibiteurs des phospholipases utilisés afin d’identifier la classe des enzymes
ne sont pas suffisants pour inhiber totalement l'activité de M. pachydermatis, laissant
envisager des mécanismes pathogéniques complexes faisant intervenir plusieurs classes de
phospholipases. (Teramoto et al., 2015 ; Buommino et al., 2016)
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Dans |'étude de Figueredo et al. (2012), 95,2% des souches isolées de M.
pachydermatis sont capables de former un biofilm in vitro. Un biofilm se définit comme une
communauté de micro-organismes, attachée a une surface biotique ou abiotique.
L'architecture des biofilms formés par M. pachydermatis, étudiée par microscopie
électronique a balayage, est hétérogene en termes de distribution des levures et de matrice
extracellulaire. Deux souches de M. pachydermatis dans |'étude de Figueredo et al. (2012)
isolées de chiens sains présentent une organisation en biofilms avec des levures isolées et
une absence de matrice extracellulaire (voir figure 36) ; les autres souches, isolées de chiens
avec ou sans lésions cutanées, présentent une organisation en biofilm avec un
regroupement de blastoconidies organisées en une ou plusieurs couches avec une quantité
variable de matrice extracellulaire (voir figure 37).

Alors que les phospholipases interviennent majoritairement dans la premiéere phase
de colonisation de la peau de I’hote, la production d’un biofilm possede plutdt un réle dans
la chronicité de l'infection. En effet, le biofilm procure un environnement protecteur pour M.
pachydermatis, la protégeant de la réponse immunitaire de I’'hote et réduisant également
I'efficacité des antifongiques. Bien que I’existence ou l'absence d’un biofilm ne soit pas
associée au statut, sain ou lésé, de la peau chez les chiens, elle peut agir en synergie avec la
production de la phospholipase A2 et, ainsi, induire ou exacerber les Iésions cutanées. En
effet, il est rapporté que les Malassezia, isolées de la peau enflammée de carnivores
domestiques, produisent une quantité de biofilm directement proportionnelle a I'activité
des phospholipases : parmi les 95,2% des souches de M. pachydermatis formant un biofilm
dans I'étude de Figueredo et al. (2012), 55,9% produisent également des phospholipases et
les souches isolées de chiens avec des lésions cutanées ont des taux plus élevés de
formation de biofilms. (Figueredo et al., 2012 ; Buommino et al., 2016)

Figure 36 : Microscopie électronique a balayage montrant I'architecture des biofilms de souches de M.
pachydermatis isolées chez des chiens sans lésion cutanée (d'apres Figueredo et al., 2012)

Figure 37 : Microscopie électronique a balayage montrant I'architecture des biofilms de souches de M.
pachydermatis isolées chez des chiens avec ou sans Iésions cutanées (d'apres Figueredo et al., 2012)
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Alors que les études antérieures ont échoué a démontrer une corrélation entre le
génotype et la pathogénicité de M. pachydermatis, Buommino et al. (2016) montrent que le
génotype 1 est le seul qui regroupe des souches produisant les deux facteurs de virulence
(biofilm et phospholipase A2). L'étude génétique des différentes souches de M.
pachydermatis apparait donc comme primordiale car elle permettrait de connaitre le degré
de virulence des levures. Néanmoins, des études supplémentaires in vivo semblent
nécessaires afin de confirmer cette hypothése.

E. Réaction immunitaire et hypersensibilité

La réponse immunitaire a la prolifération de Malassezia est double : humorale et
cellulaire. Quatorze antigénes de Malassezia sont identifiés par Western Blot. Les chiens
atteints de dermatite a Malassezia ont des anticorps dirigés contre plus d’antigenes que les
chiens sains et des taux sériques d’'immunoglobulines A et G relativement plus élevés, bien
gue cette réponse ne soit pas totalement protectrice. En effet, les immunoglobulines G sont
capables d’agir en tant qu’opsonines afin de faciliter la phagocytose des antigenes de
Malassezia, mais elles peuvent aussi activer le systeme du complément (via les voies
classique et alterne). La réponse immunitaire la plus efficace reste la réponse cellulaire chez
les individus atteints de dermatite a Malassezia. (Kim et al., 2010 ; Miller et al., 2013b)

Cette affection est caractérisée sur le plan histopathologique par une exocytose
importante de lymphocytes CD3+ et une accumulation dermique de mastocytes, ce qui
suggére un mécanisme de sensibilisation. Des tests cutanés d’intradermo-réaction,
réalisés avec des antigénes de Malassezia, sont positifs chez 30% des chiens atteints de
dermatite a Malassezia avec ou sans la présence d’'une DA concomitante. (Miller et al.,
2013b)

F. Aspect clinique de la dermatite a Malassezia

Chez les chiens, la dermatite a Malassezia peut étre localisée ou généralisée. Elle
affecte, principalement, les lévres, les zones axillaires, la face ventrale du cou, la face
médiale des cuisses, les espaces interdigités, la zone périanale et les plis cutanés. Plus de
70% des chiens atteints de dermatite a Malassezia souffrent d’une affection cutanée
concomitante. Les Malassezia sont aussi un facteur secondaire d’otites externes
érythémato-cérumineuses.

Cette affection se manifeste par une dermatite modérément a séverement
prurigineuse, avec une alopécie localisée a généralisée. Elle est érythémateuse,
séborrhéique et squameuse en cas de généralisation. En cas de chronicité, les lésions
secondaires de lichénification  (vulgairement appelée «peau d’éléphant »),
d’hyperpigmentation et de squamosis sont présentes. Une odeur rance caractéristique se
dégage des régions colonisées par Malassezia. Malassezia peut étre a l'origine d’un
périonyxis avec une coloration, brune a rouge, de la base des griffes. (Miller et al., 2013b ;
Hnilica et Patterson, 2017)
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Figure 38 : Lésions de dermatite a Malassezia chez le chien (d’aprées Miller et al., 2013b)

A = Alopécie extensive avec un érythéme, une lichénification et une hyperpigmentation au niveau du cou
chez un West Highland White Terrier atteint de dermatite a Malassezia

B = Erythéme, alopécie et hyperpigmentation au niveau des zones axillaires et de la face dorsale des
membres antérieurs chez un West Highland White Terrier atteint de dermatite a Malassezia

C = Infection a M. pachydermatis au niveau des griffes d’un chien

D = Erythéme, cedéme et squames au niveau des zones interdigités chez un Shih Tzu atteint de dermatite a
Malassezia

La dermatite a Malassezia est plus rare chez les chats que chez les chiens. La
prolifération des Malassezia est souvent secondaire a une affection sous-jacente (allergie
cutanée, immunodéficience féline, diabete sucré, néoplasie). En particulier, la dermatite a
Malassezia peut apparaitre chez les chats atteints de thymome ou présentant une alopécie
paranéoplasique. Elle se manifeste par un érythéme, une séborrhée et une alopécie localisés
ou généralisés. Elle peut étre associée a une acné chronique du menton ou a des otites
externes. (Miller et al., 2013b ; Hnilica et Patterson, 2017)
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Figure 39 : Lésions de dermatite a Malassezia chez le chat (d’aprées Miller et al., 2013b)

A = Acné due a Malassezia pachydermatis chez un chat
B = Périonyxis due a Malassezia pachydermatis chez un chat

G. Diagnostic et traitement

Le diagnostic différentiel de la dermatite a Malassezia est large et inclut: les
allergies, les dermatites de contact, les proliférations bactériennes de surface, les
dermatophytoses, la démodécie, et le lymphome épithéliotrope. Le diagnostic peut étre
compliqué du fait de I'association de cette affection a d’autres dermatoses. (Miller et al.,
2013b ; Hnilica et Patterson, 2017)

Les examens complémentaires permettant de mettre en évidence Malassezia sont,
par ordre de priorité : un examen cytologique, un examen histopathologique, une culture
fongique et un test allergique permettant de conclure a une sensibilisation a Malassezia.

A I’examen cytologique, Malassezia pachydermatis a un diameétre variant entre 3 et 8
um et présente une forme caractéristique de bouteille avec un bourgeonnement unipolaire
a base large. La valeur diagnostique de cet examen reste difficile a appréhender. En effet,
une étude sur des chiens sains a montré que la plupart des individus présentent moins de dix
Malassezia par échantillon de 1,25 cm?, mais cette valeur dépend du site corporel et de la
race de chien. Ainsi, il n’existe pas de valeur seuil de micro-organismes a partir de laquelle il
est possible d’établir le diagnostic de dermatite a Malassezia. Un essai thérapeutique
concluant reste toujours nécessaire afin de confirmer le diagnostic.

L'examen histopathologique, par biopsies cutanées, montre une dermatite
superficielle, périvasculaire a interstitielle, avec une hyperplasie irréguliere, une spongiose
diffuse de I'épiderme et une exocytose de lymphocytes au sein de I'épiderme et des
infundibulums folliculaires. Une parakératose est également présente, ainsi qu’un infiltrat
inflammatoire dermique, dominé par des lymphocytes, des histiocytes et des plasmocytes.
Les levures sont observables a la surface cutanée ou au niveau de I'infundibulum dans 70%
des cas. Dans 14% des cas, on observe des micro-abces éosinophiliques épidermiques et
dans 47% des cas, des mastocytes sont alignés juste en dessous de la jonction dermo-
épidermique. Des signes d’infection bactérienne concomitante sont fréquemment observés.
Un test d’'immunofluorescence révele la présence d'immunoglobulines dans les espaces
intercornéocytaires (10% des cas) ou au niveau de la jonction dermo-épidermique.

La culture de Malassezia pachydermatis in vitro est aisée (mise a part pour certaines
souches) car il n’est pas nécessaire de complémenter les milieux en lipides exogenes.

106



Néanmoins, du fait du statut commensal de cette levure, son isolement ne possede qu’une
faible valeur diagnostique. Des cultures quantitatives pourraient étre mises en place mais
comme pour I'examen cytologique aucune valeur seuil n’a été déterminée.

En dernier lieu, un argument en faveur d’'une dermatite a Malassezia peut étre
apporté par un essai thérapeutique. Chez certains chiens atteints de dermatite a Malassezia,
les examens complémentaires précédemment cités révelent la présence de levures en
guantité négligeable, alors qu’il y a une réponse compléete a la mise en place du traitement.
(Miller et al., 2013b ; Hnilica et Patterson, 2017)

Le traitement consiste en [Iapplication de topiques antifongiques ou en
I’'administration d’antifongiques par voie systémique suivant la gravité des |ésions, I'animal
et la volonté des propriétaires. Le pronostic reste généralement bon. (Hnilica et Patterson,
2017)

Les dérivés azolés sont largement utilisés et ont prouvé leur efficacité. Néanmoins,
les études in vitro montrent des sensibilités variables de Malassezia a ces agents
antifongiques, comme décrit dans le tableau IX regroupant les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de différents antifongiques. Le kétoconazole, I'itraconazole, la terbinafine
et le voriconazole ont les CMI les plus faibles. De plus, le kétoconazole et 'amphotéricine B
sont les antifongiques permettant la plus grande réduction de I'activité métabolique des
biofilms de M. pachydermatis, qui est un facteur important de virulence. Par contre,
I’'amphotéricine B n’est pas utilisée chez le chien compte tenu de sa voie d’administration
intraveineuse et de sa néphrotoxicité. Dans I'étude de Brilhante et al. 2018, des valeurs
seuils épidémiologiques (Epidemiological cut-off values, ECV, en anglais) permettent de
séparer les souches de M. pachydermatis en une population de type sauvage et une
population ayant acquis des mécanismes de résistance aux antifongiques. Les souches de M.
pachydermatis présentant des mécanismes de résistance au fluconazole en ont également
pour d’autres dérivés azolés, indiquant des mécanismes de résistance croisée. (Brilhante et
al., 2018)

Tableau IX : CMI, ECV et nombres de souches de type non sauvages de M. pachydermatis des différents
dérivés azolés dans I’étude de Brilhante et al. (2018)

0.03-0.25
>32 >0.03 >0.25

10/25 11/25 13/25
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Il. Le statut pathogéne de Malassezia lors de dermatite atopique

(DA)

La dermatite atopique (DA) est une affection cutanée inflammatoire et prurigineuse,
multifactorielle, a prédisposition génétique. Affectant aussi bien 'homme que le chien, sa
pathogeneése reste incomplétement élucidée. La prévalence de la DA a triplé chez I'lhomme
ces 30 dernieres années, dans les pays industrialisés, en faisant un sujet d’actualité médicale
et scientifique. La prévalence de la DA canine reste inconnue car son évaluation est soumise
a de nombreux biais.

Actuellement, 3 théories concernant la pathogenése de la DA sont débattues. La
premiere, qualifiée de « inside-outside », implique des mutations génétiques a I'origine d’un
dysfonctionnement du systéme immunitaire aboutissant a une réponse immunitaire
polarisée LTh2 et une augmentation du taux d’IgE au contact d’allergénes inoffensifs. La
deuxiéme théorie, plus récente et qualifiée de « outside-inside », propose que la pénétration
d’allergenes, facilitée par une perturbation de la barriére cutanée chez les individus atteints
de DA, induirait I'inflammation. Ces deux premiéres théories ne sont pas nécessairement
exclusives mutuellement et se combinent afin de former la troisieme théorie qualifiée de
« outside-inside-outside ». Selon celle-ci, une perturbation de la barrieére cutanée permet la
pénétration d’allergénes et de micro-organismes qui stimulent de facon excessive
I'immunité cutanée locale, cette stimulation déclenchant une réaction inflammatoire qui
aggrave la perturbation de la barriere cutanée. (Elias et al., 2008 ; Wolf et Wolf, 2012)

Les Malassezia peuvent contribuer de plusieurs maniéres a cette pathogeneése : soit
en qualité d’allergenes, par un mécanisme primaire d’hypersensibilité encore
incomplétement élucidé, soit par I'exacerbation des signes cliniques lors de prolifération de
surface secondaire a la DA.

A. Perturbation de la barriere cutanée lors de DA

L’étude de la perturbation de la barriere cutanée semble primordiale autant pour la
médecine humaine que pour la médecine vétérinaire afin de mieux appréhender son réle
lors de dermatite atopique. Toutefois, il n’est pas évident de déterminer si cette
perturbation est primaire ou secondaire a I'inflammation lors de DA. Il existe de nombreuses
similitudes la concernant entre ’homme et le chien.

1. Evaluation de l'imperméabilité de la barriére cutanée par la mesure de la
Perte Insensible en Eau (PIE)

L'approche non invasive la plus usitée afin d’évaluer la fonction de barriere de
I’épiderme est la mesure du TEWL (TransEpidermal Water Loss en anglais) ou de la PIE (Perte
Insensible en Eau). Chez 'homme et le chien atteints de DA, en présence d'une peau
Iésionnelle ou d’une peau cliniquement indemne, ce paramétre est augmenté, ce qui est en
faveur d’une altération primitive de la barriére cutanée. (Shimada et al., 2009 ; Hightower et
al., 2009 ; Cornegliani et al., 2011) En médecine humaine, plusieurs études ont montré que
I'augmentation de la PIE est proportionnelle a la gravité des signes cliniques, chez des
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individus atteints de DA. En médecine vétérinaire, les études ne s’accordent pas sur ce point.
Zajac et al. (2014) démontrent une corrélation entre la mesure de la PIE et la gravité des
signes cliniques au niveau de 5 zones corporelles, chez des chiens atteints de DA ; alors que
I’étude rétrospective de Marsella, en 2012, avait échoué a prouver une telle corrélation. De
plus, la mesure de la PIE canine posséde des limites et une répétabilité parfois remise en
guestion, du fait des variations mesurées entre différents sites corporels, entre différentes
races et dans le temps.

2. Diminution du taux de céramides et de lipides épidermigues

Chez les chiens atteints de DA, I'augmentation de la PIE est associée a une diminution
du taux de céramides de la couche cornée de I'épiderme. Chez I’'homme atteint de DA, cette
réduction est également observée et est considérée comme résultant d’une perturbation du
métabolisme des lipides épidermiques, aboutissant a une altération de I'extrusion des corps
lamellaires. Une étude montre que les taux de CER[EQS] et de CER[EOP] sont
significativement plus faibles chez les chiens atteints de DA au niveau des zones corporelles
sans lésion que chez les chiens sains. Par contre, le taux de cholestérol est relativement plus
élevé chez les chiens atteints de DA. Ces résultats seraient compatibles avec une déficience
primaire en céramides, puisque les zones sans lésion des individus atteints de DA sont des
zones de moindre inflammation. La recherche de causes génétiques de cette déficience
semble nécessaire afin de conclure a I'existence d’un défaut primaire ou secondaire. (Van
Smeden et al., 2014 ; Santoro et al., 2015)

L’organisation lipidique des couches les plus externes de I'épiderme est également
altérée en cas de DA. La continuité et I'épaisseur des lamelles lipidiques intercellulaires sont
diminuées chez des chiens atteints de DA au niveau des zones sans lésion. L'organisation
lamellaire et I'organisation latérale sont modifiées chez les individus atteints de DA : le
pourcentage d’organisation hexagonale est notamment augmenté. (Van smeden et al.,
2014 ; Santoro et al., 2015)

Une étude montre que la concentration en shingosine-1-phosphate est diminuée
dans la peau de chiens atteints de DA comparée a celle de chiens sains. Ce sphingolipide est
un composant important de la couche cornée qui possede a la fois un réle structurel et un
réle de signalement. (Baumer et al., 2011)

3. Altération de I'expression de la filaggrine

La filaggrine est une protéine qui permet I'agrégation des filaments de kératine et,
ainsi, la formation d’une matrice filamenteuse au sein des cornéocytes. Des études en
médecine humaine montrent que les mutations du géne de la filaggrine sont un facteur de
prédisposition important de la DA. (Barker et al., 2007 ; Morar et al., 2007) Chez les chiens
atteints de DA, I'expression de cette protéine est diminuée voir indétectable par des
méthodes d’immunofluorescence utilisant des anticorps dirigés contre sa région C-
terminale. Ces anomalies d’expression sont variables suivant la race. (Santoro et al., 2015 ;
Asahina et Maeda, 2017)
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4. Altération des jonctions serrées épidermiques

Les jonctions serrées, initialement décrites dans I’épithélium intestinal, forment une
barriere imperméable a l'interface de la couche granuleuse et de la couche cornée. Elles
sont, en partie, formées de protéines telles que les claudines et les occludines. Elles ferment
les espaces interkératinocytaires et régulent le passage des molécules intercellulaires. Chez
I’'homme atteint de DA, ces jonctions sont altérées du fait de la réduction de I'expression de
la claudine-1. Dans un premier modéle de la DA canine, I'expression de la claudine-1 est
réduite dans I'épiderme. Dans un second modeéle, ce sont les expressions de la protéine ZO-1
et de l'occludine qui le sont. Bien qu’il n’existe pas d’étude in vivo des protéines des
jonctions serrées chez des chiens atteints de DA, ces modeles expérimentaux sont en faveur
d’un dysfonctionnement de ces jonctions, de maniére similaire a la DA humaine. (Asahina et
Maeda, 2017)

5. Modification de I'expression des PAM

Les peptides antimicrobiens (PAM) ont un réle clé dans la protection de la peau et la
modulation des réponses immunitaires, innée et adaptative. Le lien entre les PAM et les
infections cutanées secondaires a la DA a été largement étudié en médecine humaine, mais
débute dans I'espece canine.

Chez I'homme atteint de DA, I'expression de plusieurs PAM est modifiée en zone
Iésionnelle : la hBD2, la hBD3, la RNase7 et la psoriasine sont surexprimées en comparaison
d’un individu sain, alors que la dermcidine est sous-exprimée. Par contre, I'expression de ces
PAM, en zone non lésionnelle, chez des individus atteints de DA, est similaire a celle chez des
individus sains. D’aprés Leonard et al. (2012), les chiens atteints de DA présentent une
expression augmentée de la cBD1 et une expression diminuée de la ¢cBD103, mais ces
résultats sont remis en cause par plusieurs autres études. Ainsi, de nouvelles études
semblent nécessaires afin de comprendre le lien complexe entre les PAM, le microbiote
cutané et la DA ; lien qui doit également dépendre de la race de chien, du génotype et du
phénotype clinique. (Leonard et al., 2012b ; Santoro et al., 2015 ; Asahina et Maeda, 2017)

En définitive, de nombreuses anomalies, qualitatives et quantitatives, des protéines
et des lipides de la couche cornée sont a I'origine d’un déficit de la fonction de barriere de
I’épiderme et sont associées a |'apparition de lésions de DA. Ce défaut de la barriére cutanée
pourrait expliquer la pénétration excessive d’allergénes a travers la peau, entre autres ceux
de Malassezia. Néanmoins, toutes ces anomalies ne sont pas systématiquement retrouvées
chez les individus atteints de DA et des anomalies similaires peuvent étre présentes chez des
individus ne souffrant pas de DA. Ainsi, la DA doit étre considérée comme une maladie
multifactorielle plutét que comme une entité unique.

B. Réponse immunologique inappropriée

De nombreuses réponses immunologiques inappropriées sont décrites chez les
individus atteints de DA. La plupart des articles scientifiques suggerent qu’elles sont
secondaires a la perte de fonction protectrice de la barriére cutanée.
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La quantité totale d’IgE chez les chiens atteints de DA et les chiens sains est similaire.
La majorité des individus atteints de DA (70-80%) présentent des taux d’IgE spécifiques
d’allergénes plus élevés. Par contre, certains chiens atteints de DA ne présentent pas de taux
d’Igk spécifiques plus élevés ; alors que certains chiens sains présentent un taux plus élevé
d’Igk spécifiques d’un allergéne. Ainsi, I'augmentation des IgE chez les individus atteints de
DA est a évaluer avec prudence car ils nont pas de role dans le déclenchement de la DA.
(Miller et al., 2013c)

La production de cytokines par les LTh1 et les LTh2 est tres étudiée chez les individus
atteints de DA. Chez ’homme, une présentation bimodale est prouvée. Les lésions de DA
aigués sont caractérisées par la présence de LTh2 CD4+, d’éosinophiles et la libération d’IL-4
et d’IL-13 ; alors que les Iésions chroniques sont caractérisées par la présence de LThl et de
cytokines de type Thl (IL-2, IL-12, IFN-y et IL-18). Toutefois, les études ne s’accordent pas
toutes sur la définition des lésions aigués et chroniques, introduisant un biais dans cette
évaluation des profils cytokiniques. Les chimiokines jouent également un réle important
avec notamment la TARC (Thymus and Activation-Regulated Chemokine en anglais) dont le
taux est directement corrélé a la sévérité de la maladie chez I'homme. Dans I'espéce canine,
les études ne s’accordent pas toutes. Les cytokines de type Th2 sont prépondérantes dans
les lésions de DA, mais cela n’exclut pas I'action de cytokines de type Thl. Un modele est
proposé par analogie avec 'homme : les cytokines de type Th2 interviendraient durant la
phase d’initiation de la maladie et les cytokines de type Thl permettraient la persistance de
I'inflammation. (Miller et al., 2013c)

Les allergenes mis en cause lors de DA sont variés. Ills sont majoritairement de 4
types: environnementaux, alimentaires, bactériens (Staphylococcus) et fongiques
(Malassezia). Des auto-antigénes ont été mis en évidence chez les patients humains. Chez le
chien, leur existence n’a pas été prouvée. (Olivry et al., 2008) La pénétration des allergénes a
lieu par voie transcutanée autant chez le chien que chez ’homme.

Toutes ces observations seraient en faveur d’une réaction d’hypersensibilité aux
allergénes environnementaux qui pénetrent a travers une barriere cutanée altérée. Un
déreglement de la réponse lymphocytaire T serait a I'origine d’une synthese accrue d’IgE (et
probablement d’lgG), d’une prolifération initiale de LTh2 et d’une réaction retardée
d’hypersensibilité de type IV prédominante avec une prolifération de LTh1.

Toutefois, les profils cytokiniques des |ésions de DA, humaine et canine, seraient bien
plus complexes que cette vision simplifiée, avec l'intervention de LTh22, LTh9 et LTh17,
rendant I’étude de la seule balance Th1/Th2 obsoléte. (Asahina et Maeda, 2017)

C. Roles pathogenes de Malassezia lors de DA

Les Malassezia peuvent contribuer de différentes maniéres a la pathogenese de la
DA, en agissant sur la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. Elles
peuvent également exacerber les mécanismes pro-inflammatoires lors de prolifération de
Malassezia secondaire a une DA.
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Un modele de I'action de Malassezia lors de DA humaine est proposé par Glatz et al.
(2015).
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Figure 40 : Mécanismes par lesquels Malassezia sp. concourent a I'inflammation chez un individu atteint de
DA (d’apres Glatz et al., 2015)

La fleche rouge désigne une auto-réaction des LT via la MgSOD (Superoxyde Dismutase au Manganése).

Un lien entre les lésions de DA et la quantité de Malassezia est suggéré, chez le chien,
par une méthode de culture semi-quantitative. La fréquence d’isolement des levures est
élevée au niveau des espaces interdigités (70,7%), des oreilles (63,4%), des griffes (35,7%),
de la bouche (33,3%), des conjonctives et des zones axillaires (23,8%), de I'anus (19%) et des
glandes périanales (9.5%), sites qui correspondent aux localisations préférentielles des
lésions de DA. (Nardoni et al., 2007) Par contre, I'équipe de Meason-Smith, via des
méthodes génomiques, ne parvient pas a détecter de différence significative d’abondance
de Malassezia entre des chiens sains et des chiens atteints de DA. (Meason-Smith et al.,
2015) Ainsi, la prolifération de cette levure ne serait pas forcément nécessaire a son role
pathogene.

Des injections intradermiques d’extraits de Malassezia provoquent des réactions
positives chez des chiens atteints de DA, suggérant que les protéines des Malassezia
pourraient agir en tant qu’allergénes. D’autres observations sont en faveur de cette
hypothése. Notamment, le fait que les chiens atteints de DA possédent globalement des
taux d’Igk anti-Malassezia plus importants que les chiens sains et que les taux sériques d’IgA
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et d’'lgG anti-Malassezia soient également plus élevés chez les chiens atteints de DA,
reflétant une sensibilisation. (Kim et al., 2010 ; Santoro et al., 2015)

Chez I’'homme, neuf allergenes de Malassezia furfur sont identifiés avec des poids
moléculaires de 37 ; 21;20; 35; 18,2; 17,2; 16,2 ; 19,2 et 14 kDa respectivement. Chez les
chiens atteints de DA, Chen et al. (2002) démontrent que les allergéenes sont des protéines
de Malassezia pachydermatis de poids moléculaires de 45, 52, 56 et 63 kDa. Comme ces
protéines sont reconnues chez plus de 50% des chiens atteints de DA mais chez une minorité
de chiens sains, elles sont qualifiées d’allergénes majeurs. D’autres protéines de poids
moléculaires de 26, 48 et 60 kDa sont qualifiées d’allergenes mineurs. Les allergénes de
poids moléculaires 45 et 48 kDa semblent étre les plus pertinents, car ils sont reconnus chez
la plupart des chiens atteints de DA mais chez un faible nombre de chiens sains. Des études
supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer exactement la nature des protéines
isolées dans cette étude. (Chen et al., 2002). En outre, une étude similaire, basée sur la
réponse immunitaire en IgG a des extraits de Malassezia pachydermatis, menée par Kim et
al. (2010), a permis l'identification d’une protéine, dont le poids moléculaire est de 98 kDa,

reconnue par un nombre de chiens atteints de DA significativement supérieur. (Kim et al.,
2010)
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Figure 41 : Graphique représentant le pourcentage de chiens de deux groupes (sains en blanc et atteints de
dermatite atopique en noir) montrant un lien entre les IgE et les protéines provenant des extraits de M.
pachydermatis (d'apres Chen et al., 2002)

Le déreglement de la réponse lymphocytaire T est un composant important de la
théorie physiopathologique de la DA. Chez I'homme, une réponse lymphocytaire
blastogénique accrue est démontrée au contact d’extraits de M. furfur chez les individus
atteints de DA. Leffet de Malassezia sur la réponse immunitaire cellulaire reste
incompletement élucidé dans I'espéce canine. Une seule étude montre une réponse
lymphocytaire blastogénique accrue au contact d’extraits de M. pachydermatis chez les
chiens atteints de DA avec des preuves cytologiques de dermatite a Malassezia
concomitante, comparée a celle chez des chiens sains ou atteints d’otites externes a
Malassezia. (Morris et al., 2002)
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Historiquement, il est établi que les hommes et les chiens atteints de DA présentent
des infections cutanées bactériennes secondaires récurrentes, mais également des
infections cutanées fongiques secondaires (notamment a Malassezia). La relation entre les
infections cutanées et I'exacerbation des signes cliniques de la DA est complexe et
incomplétement élucidée. De nombreuses études en médecine humaine ont montré une
corrélation entre les infections cutanées et la sévérité de la DA, suggérant un effet direct des
micro-organismes sur le systeme immunitaire. Cela est bien moins étudié chez nos
carnivores domestiques. (Petry et al., 2012 ; Santoro et al., 2015)

Malassezia serait a l'origine de l'induction d’une réponse immunitaire pro-
inflammatoire chez I’"homme qui participerait a maintenir I'inflammation lors de DA. La
premiere hypothese repose sur le fait que la perturbation de la barriere cutanée lors de DA
faciliterait le contact entre Malassezia et les cellules de I'épiderme et du derme
(kératinocytes, cellules de Langerhans, cellules dendritiques, cellules NK, fibroblastes). La
deuxieme hypothese fait référence a des protéines de Malassezia qui seraient
immunogéenes. Ces protéines seraient libérées par l'intermédiaire de nano vésicules et
stimuleraient la libération de TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 et IL-12 par les cellules dendritiques et
les mastocytes. Certains auteurs suggerent que la communication entre Malassezia et les
cellules immunitaires de I’hote seraient médiée par les TLR. (Glatz et al., 2015)

L'étude de Kobayashi et al. (2011) montre que le groupe de Malassezia
pachydermatis prépondérant, isolé a 91% chez les chiens atteints de DA, est le groupe 3D. Il
s'agit du groupe possédant la production de phospholipase A2, facteur de virulence
prépondérant dont le role est décrit dans la partie 3-1, la plus élevée. (Kobayashi et al., 2011)
Les facteurs de virulence de Malassezia sont également mis en cause lors de prolifération de
Malassezia secondaire a une DA.

D. Présentation et diagnostic cliniques de la DA canine

L’age d’apparition des symptomes se situe entre 1 et 3 ans. Cependant, des cas sont
décrits chez des animaux plus jeunes ou plus dgés. De nombreux facteurs modulent cet age
d’apparition, notamment la race de chien et le milieu de vie. En effet, des chiens sensibles,
en présence de pollens et sous des climats tempérés, ont un risque élevé de développer une
DA. Les signes cliniques peuvent étre saisonniers dans un premier temps, puis étre présents
toute I'année au fur et a mesure de I’évolution de I'affection. (Miller et al., 2013c)

Les races prédisposées a la DA sont : le Beauceron, le Boston Terrier, le Boxer, le
Cairn Terrier, le Shar-Pei, le Cocker Spaniel, le Dalmatien, le Bouledogue Anglais, le Setter
Anglais, le Fox Terrier, I'lrish Terrier, le Labrador, le Berger des Pyrénées, le Lhassa Apso, le
Schnauzer nain, le Carlin, le Scottish Terrier, le Sealyham Terrier, le West Highland White
Terrier et le Yorkshire Terrier. Il n’existe par contre pas de prédisposition de sexe. (Miller et
al., 2013c)

Les Iésions cutanées affectent, principalement, les régions ventrales dépourvues de
poils : régions axillaires, inguinales et interdigitées. Elles sont également localisées au
museau, aux zones périoculaires, aux pavillons auriculaires et aux coudes.

La DA est, avant tout, une dermatose prurigineuse. Les lésions primaires (papules)
sont rares car elles apparaissent seulement lors des premiéres expositions de I'animal aux
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allergenes. Lors des expositions suivantes, la |ésion primaire la plus souvent observée est un
érytheme. La DA canine est une maladie dynamique : non seulement de gravité variable
selon les individus mais aussi au cours de la vie d’'un méme individu. D’autres signes cliniques
peuvent étre observés : une conjonctivite, des otites, des remaniements du fait du caractere
prurigineux de [I'affection (coloration des poils, lichénification, hyperpigmentation,
squamosis, excoriations et cro(tes). Les chiens atteints de DA sont susceptibles de
développer des infections secondaires (bactériennes et fongiques). La séborrhée, rapportée
chez les chiens atteints de DA, est due, en partie, aux infections secondaires, notamment a la
dermatite a Malassezia. (Miller et al., 2013c)

G

Figure 42 : Lésions de dermatite atopique chez le chien (d’aprés Miller et al., 2013c)

A = Lésions de DA en régions ventrales, inguinales et interdigitées visualisables par une coloration des poils
du fait de léchage chez un chien

B = Lésions de DA en régions interdigitées chez un chien

C = Lésions de DA au niveau du museau chez un chien

D = Lésions de DA péri oculaires chez un chien

Le diagnostic de la DA est clinique. Il est basé sur 'anamneése, les commémoratifs, les
signes cliniques et surtout I'exclusion des autres causes de prurit. Des critéres de diagnostic
sont proposés tant en médecine humaine que vétérinaire. Historiquement, Willemse a mis
en place des criteres majeurs et mineurs de diagnostic de la DA canine, adaptés de
I'allergologie humaine. D’autres critéres ont été proposés par Prélaud et al.. Actuellement
les critéres reconnus, internationalement, sont ceux de Favrot et al. détaillés dans le tableau
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X. Certains criteres reprennent ceux précédemment utilisés, mais ces groupes de criteres ont
une meilleure spécificité et sensibilité. En pratique courante, Favrot et al. proposent
d’utiliser le premier groupe de critéres (au minimum 5 critéres positifs afin de suspecter une
DA). (Favrot et al., 2010 ; Miller et al., 2013c)

Tableau X : Ensemble de critéres de diagnostic de la DA canine (d’aprés Favrot et al., 2010)

‘ Premier groupe Second groupe
1. Apparition des signes cliniques avant 3 ans 1. Apparition des signes cliniques avant 3 ans
2. Vit principalement a l'intérieur 2. Vit principalement a I'intérieur
3. Prurit corticosensible 3. Prurit non lésionnel initial
4. Dermatite a Malassezia chronique ou 4. Atteinte des membres antérieurs
récidivante 5. Atteinte des pavillons auriculaires
5. Atteinte des membres antérieurs 6. Absence d’atteinte du bord des pavillons
6. Atteinte des pavillons auriculaires auriculaires
7. Absence d’atteinte du bord des pavillons 7. Absence d’atteinte de la zone dorso-lombaire

auriculaires
8. Absence d’atteinte de la zone dorso-lombaire

Tableau XI : Spécificité et sensibilité des groupes de critéres provenant des différentes études (d’aprés Favrot
etal., 2010)

Sensibilité Spécificité
Criteres de Willemse 49,3% 80,2%
Criteres de Prélaud 74,3% 68,4%

Groupe 1 85,4% 79,1%
5 critéres positifs Groupe 2 =y 839
Critéres de Favrot ’
Groupe 1 58,2% 88,5%
6 critéres positifs
Groupe 2 42% 93,7%

Malgré I'existence de ces critéres, il peut étre nécessaire de mettre en place un
diagnostic d’exclusion. Comme le premier signe clinigue de DA est un prurit et que les
complications secondaires sont fréquentes, le diagnostic différentiel inclut toutes les
dermatoses prurigineuses : les hypersensibilités (dermatite par allergie aux piqlres de puces
(DAPP), dermatite de contact), la dermatite a Malassezia primaire, la prolifération
bactérienne de surface et les ectoparasitoses (gale sarcoptique, démodécie, thrombiculose).
Les examens complémentaires (examen direct et cytologique) doivent étre réalisés en
routine, afin de diagnostiquer les infections secondaires, pouvant péjorer le pronostic et
devant étre prises en compte au moment du traitement. (Miller et al., 2013c)

Les tests allergologiques ne sont pas diagnostiques, mais ils renseignent sur les
allergénes, éventuellement en cause, pour la mise en place d’'une immunothérapie
spécifique. Il en existe 2 types : les tests cutanés intradermiques in vivo et les tests
sérologiques mettant en évidence des IgE spécifiques de I'allergéne in vitro par la méthode
RAST (Radio Allergo Sorbent Test) ou ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). (Miller et
al., 2013c ; Oldenhoff et al., 2014)
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E. Approche thérapeutique de la DA canine et des proliférations de
Malassezia secondaires

En 2010, I'lITFCAD (International Task Force on Canine Atopic Dermatitis en anglais)
publie le premier consensus sur la prise en charge thérapeutique de la DA canine. Depuis
lors, une révision a eu lieu en 2015, afin de prendre en compte I’évolution des traitements et
de la maladie.

Le traitement de la DA est complexe et requiert la combinaison de plusieurs outils
thérapeutiques, afin d’optimiser les chances de la réguler. Il est a adapter a chaque patient
en fonction du stade de I'affection, de sa gravité et de la distribution des lésions. Le
traitement spécifique nécessiterait I'éviction des allergénes, ce qui est peu réalisable en
pratique. (Olivry et al., 2015)

En cas de lésions aigués de DA, un traitement a base de shampoings doux, afin
d’améliorer la protection cutanée, et de molécules antiprurigineuses (glucocorticoides
topiques voir systémiques ou oclacitinib) doit étre mis en place. Les shampoings avec une
formulation émolliente sont a privilégier (Douxo Calm® et Allermyl®) et leur fréquence est a
adapter au patient. Lors de traitements de longue durée, au niveau d’une zone précise,
I'atrophie cutanée est un effet indésirable des glucocorticoides topiques. De la prednisolone,
de la prednisone ou de la méthylprednisolone per os (PO) peuvent étre prescrites a la
posologie de 0,5 mg/kg/j, en une ou deux prises, pendant une courte période. En cas de
traitement de longue durée, les effets déléteres classiques de la corticothérapie se
manifestent. Les injections de glucocorticoides a longue durée d’action sont contre-
indiquées. L’oclacitinib peut étre prescrit a la posologie de 0,4 a 0,6 mg/kg deux fois par jour
(BID) pendant 14 jours, avec une réévaluation de I'animal, puis elle peut étre réduite a 0,4 a
0,6 mg/kg SID. L'utilisation d’antihistaminiques ne posséde pas d’efficacité prouvée : le seul
bénéfice clinique proviendrait de leur effet sédatif. (Olivry et al., 2015)

En cas de Iésions chroniques de DA, il faut privilégier une utilisation plus fréquente de
shampoings, une supplémentation en acides gras essentiels, 'utilisation de molécules
antiprurigineuses (ciclosporine PO ou oclacitinib PO). L'effet bénéfique des acides gras
essentiels (en particulier des oméga-6) n’est visible qu’au bout de 2 mois de
supplémentation. Il est donc nécessaire de combiner cette derniere avec d’autres approches
thérapeutiques. Les glucocorticoides et I'oclacitinib ont un délai d’action plus court que la
ciclosporine, mais cette derniére peut étre combinée avec I'administration de prednisolone
PO les trois premiéres semaines de traitement afin de réduire ce délai. La posologie initiale
de la ciclosporine est de 5 mg/kg une fois par jour (SID) jusqu’au contrdle des lésions
(environ 4-6 semaines), ensuite, la posologie ou la fréquence d’administration peuvent étre
diminuées en fonction du patient. (Olivry et al., 2015)

L'application d’un spray a base d’acéponate d’hydrocortisone, deux fois par semaine,
localement sur les zones cutanées indemnes, chez des chiens atteints de DA, peut différer
I’apparition de nouvelles Iésions au niveau de ces zones, sans risque d’atrophie cutanée.
(Olivry et al., 2015)

L'immunothérapie consiste en I'injection a doses croissantes d’allergenes spécifiques,
chez un individu allergique, afin de réduire les signes cliniques par une exposition continue a
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ces allergenes. Cette méthode est considérée comme sans danger et, plus ou moins,
efficace. Elle peut induire de rares effets secondaires (prurit, urticaire, angioedéme, anxiété,
hyperactivité, anaphylaxie). Comme la réponse clinique est différée dans le temps,
I'immunothérapie doit étre faite au moins pendant 1 an, pour évaluer son efficacité et des
traitements adjuvants restent nécessaires au début du traitement. (Colombo et al., 2007 ;
Olivry et al., 2015 ; Aberg et al., 2017)

L’efficacité de 'immunothérapie a I'aide d’extraits de Malassezia uniquement, chez
des chiens atteints de DA avec une hypersensibilité aux Malassezia, est étudiée par Aberg et
al. (2017) dans une étude rétrospective: 56% des chiens présentent une réponse
satisfaisante a l'immunothérapie, avec une réduction de plus de 50% des traitements
adjuvants (antifongiques et anti-inflammatoires), et d’aprés les propriétaires, ils présentent
également une réduction du prurit de plus de 50%. Ces résultats sont concordants avec les
études sur I'immunothérapie contre d’autres allergénes environnementaux. Néanmoins, la
plupart des chiens atteints de DA sont sensibles a plusieurs allergénes environnementaux,
bactériens et fongiques. De nouvelles études sont ainsi nécessaires, afin d’évaluer dans
guelle mesure I'ajout d’extraits de Malassezia a leur protocole d’'immunothérapie serait
bénéfique. (Aberg et al., 2017)

Outre la gestion thérapeutique de la DA canine, le clinicien doit également traiter les
infections concomitantes et notamment les proliférations de Malassezia secondaires a la DA.
Dans leur étude, Colombo et al. (2007) montrent que les chiens atteints de DA traités par
immunothérapie requierent des traitements additionnels. Sur une période de 9 mois, 74%
des chiens sont traités pour une prolifération bactérienne de surface, 67% pour une
dermatite a Malassezia, 30% pour des otites avec prolifération bactériennes ou fongiques et
30% avec des glucocorticoides afin de gérer le prurit. (Colombo et al., 2007) Les chiens sont
souvent mis sous traitements antifongiques systémiques au long court ou avec des
posologies élevées. Les molécules le plus souvent utilisées sont des dérivés azolés,
notamment le kétoconazole et I'itraconazole.

Dans leur étude, Cafarchia et al. (2012) ont évalué la sensibilité in vitro de M.
pachydermatis, isolé chez des chiens sains ou atteints de DA, a différents dérivés azolés en
calculant les CMI correspondantes. L'itraconazole, le kétoconazole et le posaconazole ont
une meilleure activité sur les souches de M. pachydermatis que le miconazole, la terbinafine
et le fluconazole. Les CMI sont généralement plus élevées chez les individus atteints de DA
avec des lésions cutanées que chez les chiens sains. En effet, les chiens atteints de DA sont
exposés de maniere prolongée aux traitements antifongiques et peuvent donc développer
des résistances. De plus, les souches résistantes au fluconazole, chez les chiens atteints de
DA, ont également une résistance ou une sensibilité intermédiaire aux autres dérivés azolés,
ce qui serait en faveur de résistances croisées entre les dérivés azolés. (Cafarchia et al.,
2012) Des résultats similaires sont avancés par |'équipe de Watanabe et al. (2013)
concernant la population canine de I'Est de I’Asie. Ainsi, la mise en place d’un traitement
antifongique, chez les chiens atteints de DA, requiert une évaluation attentive du choix de Ia
molécule et de la voie d’administration, en particulier en cas de non réponse a un précédent
traitement ou d’infections cutanées récurrentes.
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CONCLUSION

La ou les méthodes de culture fongique échouaient a traduire la diversité et la composition
relative du mycobiote, les avancées dans le domaine de la métagénomique le permettent. Deux
approches différentes s'opposent : la métagénomique ciblée via le séquengage d'amplicons et la
metagénomique globale via la méthode Shotgun. Bien que cette derniére soit plus informative en
termes de résolution taxonomigue et de caractérisation du fonctionnement du mycobiote, sa mise
en place requiert encore trop de moyens techniques et financiers.

L'objectif de notre é&tude bibliographique était de répertorier les micro-organismes
fongiques appartenant aux mycobiotes des individus humains, félins et canins, en bonne santé, en
vue, dans un second temps, d’améliorer notre compréhension des changements de ces mycobiotes
lors de maladies cutanées. Chez I'homme, le mycobiote cutané, de la majorité des sites corporels, est
dominé par le genre Molossezia, a |'exception des pieds qui sont colonisés par des communautés
fongiques plus diverses. Au contraire de celui de I'étre humain, le mycobiote cutané de nos
carnivores domestiques présente une composition similaire entre les différents sites corporels mais
une variabilité interindividuelle et une diversité importantes, les genres les plus abondants étant
Alternorio, Cladosporium, Epicoccum, Crytococcus et Maolassezia. Ces derniers, a |'exception de
Malassezia, sont omniprésents dans l'environnement et pourraient constituer des membres
transitoires de la flore cutanée, qui ne peuvent étre distingués des micro-organismes commensaux
par les méthodes d'étude génomique. Enfin, la composition du mycobiote cutané semble influencée
par de nombreux facteurs.

Notre travail montre que la peau est un organe dynamique qui régule sa propre
colonisation par les micro-organismes fongiques. En érigeant une barriére, a la fois physigue,
chimigue et immunitaire, la peau se protége des agents pathogénes. En outre, les membres du
mycobiote cutané entretiendraient, plus gu'une relation commensale, une relation mutualiste, avec
leur hite puisqu’elle confére a ce dernier une véritable protection contre les pathogénes. Par le biais
de meécanismes encore incompleternent élucidés, les micro-organismes commensaux
interviendraient dans I'éducation du systéme immunitaire de I'héte, dans la sécrétion de substances
antimicrobiennes et dans un phénomeéne de compétition avec les agents pathogénes.

Les exemples de Malossezia, lors de dermatite & Molassezia primaire ou lors de dermatite
atopique chez le chien, montrent gue certains agents commensaux peuvent, sous certaines
conditions, devenir pathogénes opportunistes. La question de savoir si le mycobiote cutané est un
ami ou un ennemi reste en suspens |
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MIACHON Sophie

LE MICROBIOTE FONGIQUE CUTANE DE L’HOMME, DU CHIEN
ET DU CHAT : ACTUALITES ET COMPARAISON

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, le 7 décembre 2018

RESUME : La peau est un organe dynamique qui posséde de multiples fonctions. A la fois
barriére physique, chimique et immunologique contre les agents fongiques pathogenes, elle
constitue un véritable milieu de vie pour de nombreux micro-organismes commensaux. Ces
derniers entretiennent avec leur hote une relation mutualiste, dont tous les tenants et les
aboutissants ne sont pas encore connus. Lors de dysbiose cutanée, ils pourraient par contre
acquérir le statut de pathogenes opportunistes, menagant leur hote.

Les méthodes d’étude de culture fongique étant obsolétes, elles ont récemment été remplacées
par des méthodes génomiques : le séquencage d’amplicons et la métagénomique globale ou
méthode Shotgun. Ce travail répertorie les micro-organismes fongiques qui composent les
microbiotes fongiques cutanés humain, canin et félin. Chez I’homme, les sites corporels sont
domineés par le genre Malassezia a I’exception des pieds. A I’inverse, le microbiote fongique de
nos carnivores domestiques présente une diversité et une variabilité interindividuelle
importantes, avec une prédominance de genres fongiques omniprésents dans I’environnement :
Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Crytococcus. Ces derniers pourraient constituer des
membres transitoires de la flore cutanée, indiscernables des micro-organismes commensaux par
les méthodes d’étude génomique.
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