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L'imagerie in vivo en infectiologie

Les maladies infectieuses sont responsables d’environ 17 millions de morts chaque année et
d’'un quart des déces chez les hommes et les femmes de moins de 60 ans. Elles impactent
tout particulierement les plus jeunes, dont les deéfenses immunitaires ne sont pas encore
matures, et les plus ages, chez lesquels le systeme immunitaire devient moins efficace. En
2014, I'Organisation mondiale de la santé estimait que pres des deux tiers de la mortalité
des enfants de moins de cinq ans étaient directement liés aux infections responsables
d’atteintes respiratoires et intestinales, ainsi qu’au paludisme ou au sida (1).
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les vaccins, et leur traitement,
nécessitent une meilleure
compréhension des mécanismes
moléculaires et cellulaires de
I'invasion et la dissémination des
micro-organismes pathogenes,
de la mise en place des défenses
de I'hote et de la progression de
la maladie, mais aussi 'amélioration
des outils diagnostiques et d’éva-
luation de I'efficacité des traitements.
Lors d'une maladie infectieuse, les
interactions entre I'agent pathogene
et 'organisme hote sont tres dyna-
miques, se situent souvent dans des
environnements divers et complexes
(tissus, organes...) et peuvent évo-
luer dans le temps. Les innovations
récentes dans les technologies d'ima-
gerie, appliquées a I'échelle molécu-
laire, microscopique ou de I'orga-
nisme entier, sont particuliérement
puissantes pour capter ces interac-
tions dans le temps et dans I'espace.
La microscopie est sans aucun
doute la technologie qui a, depuis
Louis Pasteur et Alexander Flemming,
le plus contribué a la microbiologie
et a I'étude des mécanismes infec-
tieux. Elle a été longtemps appliquée
a des virus, des bactéries et des para-
sites isolés en culture ou dans des
tissus sortis de leur contexte ou
inertes. Les nouvelles technologies
permettent dorénavant d’envisager
I'étude approfondie des micro-orga-
nismes dans des tissus vivants,
jusqu’a visualiser la complexité des

I es infections, notamment par

phénomeénes dans un organisme
entier et vivant. Elles permettent
d’accroitre la précision des obser-
vations et la caractérisation des
éléments visualisés au point qu’il
est envisageable, par exemple,
d’identifier un micro-organisme
pathogene spécifique dans les
tissus profonds d’un patient. La
recherche préclinique en infectio-
logie s’intéresse principalement a
la détection des agents pathogeénes,
a leur dissémination dans 'orga-
nisme hote, aux mécanismes
pathogéniques associés, a la mise
au point d’agents de contraste spé-
cifiques permettant éventuellement
une imagerie multimodale, ainsi
qu'au développement de nouvelles
thérapies ciblées, voire d’agents
théranostiques (2,3). Ces études font
appel a un large éventail de tech-
niques - IRM, TEP, tomographie par
émission de simple photon (TEMP),
tomodensitométrie (TDM), écho-
graphie, imagerie de luminescence
et de fluorescence. Cependant, ces
approches utilisant I'imagerie in vivo
ne sont pas encore treés répandues
de par I'acces limité a des structures
et des équipements adaptés au petit
et au gros animal en laboratoire
de confinement biologique pour
les agents pathogenes humains.
Il a néanmoins été démontré, par
une équipe de 'Université Emory,
aux Ftats-Unis, qu'il est possible
d’observer directement les micro-
organismes pathogenes au sein de

Voie d'entrée de la bactérie

S. flexneri dans le c6lon

Les bactéries pénétrent dans

le tissu par ['épithélium au niveau

des cryptes. En bleu, le noyau cellulaire ;
en rouge : actine ;

en vert : S. flexneri (20).
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leur hote, par immunoTEP, une
technique associant l'injection
d’anticorps marqués avec un isotope
radioactif du cuivre (4).

DANS LA PRATIQUE

En clinique, de nombreuses
pathologies infectieuses nécessitent
des techniques d’'imagerie pour
visualiser la localisation des foyers
infectieux et la persistance ou I'éra-
dication des agents pathogenes. Des
méthodes d’'imagerie anatomiques
telles que I'TRM permettent de visua-
liser des abcés ou des cedemes qui
peuvent étre indicatifs de foyers
infectieux localisés. La réponse
inflammatoire est aussi classique-
ment détectée par I'injection de
fluoro-déoxy-glucose ('*F-FDG),
un marqueur radioactif de I'acti-
vité métabolique glycolytique des
cellules utilisé en TEP. Cependant,
ces méthodes ne permettent pas
d’observer directement les agents
pathogenes vivants, ce qui est par-
ticulierement génant dans les formes
osseuses de tuberculose ou lors
d’infections pulmonaires causées
par les champignons du genre
Aspergillus par exemple. La réac-
tion inflammatoire ou les altérations
structurelles des tissus consécutives
a l'infection peuvent, en effet, per-
durer longtemps apres I'élimination
par I'organisme de I'agent patho-
gene. Dans le cas de ces infections
de longue durée, la visualisation



directe du micro-organisme patho-
gene permettrait de mieux ajuster
la durée du traitement et de dimi-
nuer sa toxicité. Or aucun agent
d’imagerie ne permet aujourd’hui
de faire cela en clinique.

1l est donc envisageable et néces-
saire de développer de nouvelles
sondes d’imagerie spécifiques qui
permettront de détecter et d’identi-
fier directement et spécifiquement
les agents pathogenes vivants dans
les tissus profonds d’un patient a
'aide d’instruments comme I'IRM
ou la TEP couplée a un scanner. De
nombreuses recherches sont en cours
dans ce domaine, ciblant par des
approches variées des virus (VIH),
des bactéries (Gram-, staphylocoque)
ou des champignons (Aspergillus).
La détection des agents infectieux,
et particulierement des bactéries,
semble néanmoins envisageable.
Ainsi a-t-il été possible d’identifier
des foyers bactériens lors d’essais
cliniques par TEP couplée a la TDM,
au moyen de peptides antibactériens
ou d’antibiotiques marqués au techne-
tium (UBI29-41, ®*Te-ciprofloxacine...)
ou avec I'imagerie TEP et I'utilisa-
tion d’antibiotiques ou de substrats
d’enzymes bactériennes marqués
au fluor 18 (*®F-ciprofloxacine et
1-(29-déoxy-29-fluoro--D-arabino-
furanosyl)-5-iodouracile) (5,6).

Les travaux les plus avanceés
portent sur 'utilisation de sorbitol
radioactif (**F-FDG) pour la détec-
tion par TEP d’entérobactéries,
lesquelles comptent parmi les
bactéries les plus résistantes aux
antibiotiques (Escherichia coli,
Klebsiella pneumonice...), sans
détecter d’autres bactéries patho-
génes a Gram+ (pneumocoques,
staphylocoques...) ou les cellules
humaines (7). Des essais cliniques
sont en cours pour tester ce nouvel
agent d'imagerie moléculaire.

De nombreux examens cliniques
font appel a des analyses histo-
logiques pour visualiser et carac-
tériser les multiples types cellulaires
impliqués dans la pathologie. Celles-ci
sont effectuées sur des coupes de
quelques micrometres, impliquant
qu’une petite partie seulement de
la biopsie est visualisée et analysée.
De récentes méthodes d’imagerie
devraient permettre une imagerie
tridimensionnelle de plusieurs mar-
queurs spécifiques simultanément.
En recherche, I'histologie confo-
cale tissulaire a permis de mieux
comprendre les étapes précoces
d’interaction et de dissémination de
Shigella flexneri, bactérie responsable

de dysenterie, dans I'intestin (figure
ci-contre) (8). L'apport de la micro-
scopie a feuillet de lumiére devrait,
elle, permettre une imagerie multi-
paramétrique tridimensionnelle des
tissus faisant jusqua 1 cm® avec une
résolution subcellulaire (~5 pm),
comblant un besoin technologique
et méthodologique dans I'imagerie
tissulaire. Ces technologies sont
appelées a étre utilisées en clinique
dans un futur proche.

La combinaison du développement
de nouvelles sondes spécifiques
d’agents pathogenes et de types
cellulaires d'intérét et des nouvelles
technologies d’'imagerie tissulaire
avec les techniques actuelles d’'ima-
gerie in vivo permettront prochaine-
ment d’avoir une vision multimodale
multiparamétrique et multi-échelle
des processus infectieux, allant
de I'agent pathogene et des cellules
au tissu et a I'organisme entiers.

TRANSFERT
A LA CLINIQUE

Les techniques d’imagerie sont
aussi des outils de choix pour évaluer
I'efficacité des stratégies théra-
peutiques mises en ceuvre et iden-
tifier d’éventuelles complications ou
séquelles au cours du suivi longitu-
dinal des patients. La plupart sont
largement utilisées en clinique et
offrent donc des perspectives trans-
lationnelles en matiere technolo-
gique mais aussi dans le domaine
des connaissances fondamentales
en physiopathologie. Elles peuvent
notamment permettre d’identifier
des marqueurs diagnostiques des
maladies infectieuses.

Un enjeu de I'imagerie chez
I'homme est la détection des lésions
tissulaires, dont I’aspect et la topo-
graphie peuvent étre spécifiques d'un
agent infectieux et ainsi aider au dia-
gnostic et au suivi de l'efficacité des
thérapies. L'TRM est particulierement
intéressante car elle permet, outre
la visualisation de I'inflammation et
des Iésions induites par I'infection,
la détection précoce d’altérations
métaboliques, ou fonctionnelles.
L'IRM est ainsi la technique de choix
pour I'imagerie des lésions muscu-
laires au cours d'infections bacté-
riennes résultant de fractures ou
liées a la présence de protheses (9),
tandis que la TEP, avec le '*F-FDG,
permet de déceler I'activité inflam-
matoire liée a I'infection, notamment
au niveau osseux (10,11). Dans le
cas des manifestations extrapulmo-
naires de la tuberculose, I'TRM est

aussi particulierement adaptée a
la détection des lésions musculo-
squelettiques (12). Parmi les infec-
tions du systéme gastro-intestinal,
la schistosomiase, deuxiéme mala-
die parasitaire apres la malaria, est
responsable d’une hépato-spléno-
meégalie et d'une fibrose hépatique
aux conséquences potentiellement
mortelles. L’échographie est la
technique de référence pour le
diagnostic de la maladie et I'éva-
luation de la fibrose. Il a été montré
que la combinée au '®F-FDG est
capable de détecter les parasites dans
le foie en raison de leur métabolisme
glycolytique élevée lors d’études
précliniques (13). Chez I'homme,
seuls quelques cas isolés ont été
imagés avec cette technique (14,15).

L'IRM et la TEP sont particuliere-
ment adaptées a la détection des
lésions tissulaires du systeme ner-
veux central (SNC). LIRM présente
'avantage de déceler également des
altérations métaboliques et fonc-
tionnelles liées a I'infection. Elle est
particuliérement indiquée dans les
encéphalites virales (herpes, vari-
celle, Chikungunya, hépatite A...)
et bactériennes (tuberculose, lis-
teriose ...) potentiellement mortelles
en aidant au diagnostic, notam-
ment lorsque I'agent pathogene est
indétectable dans les prélevements
biologiques. Elle permet de déceler
des lésions tissulaires et/ou vascu-
laires dont la distribution spatiale
est souvent caractéristique de
I'infection (16). La diversité des
approches IRM (anatomique avec
ou sans agent de contraste, de dif-
fusion, de perfusion, spectroscopie
du proton...) est également bien
adaptée au diagnostic des maladies
parasitaires affectant le SNC (17).
Le cas de la malaria cérébrale
est une illustration du transfert
vers 'homme de connaissances
fondamentales en physiopatho-
logie obtenues par imagerie de
I’animal. Cette complication la
plus létale de l'infection par
Plasmodium falciparum se traduit
par une encéphalopathie abou-
tissant au décés dans 15 a 20 %
des cas, tandis que des déficits
cognitifs et neurologiques peuvent
subsister chez les survivants. Une
étude par IRM du modele murin
de la maladie a démontré que la
cause du déces, qui n’avait pas
été clairement identifiée, était un
cedeme cérébral ischémique (18).
Des études chez I'’enfant ont
confirmé I'implication de I'cedéme
cérébral dans cette pathologie (19). ®
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Des bulles et des ultrasons pour améliorer le diagnostic
et la delivrance des medicaments

Couplés a I'injection intraveineuse d’agents de contraste composés de microbulles,

les ultrasons ont révolutionne la classification des lésions hépatiques cancéreuses, contribuant
a une meilleure prise en charge des patients. Ils peuvent aussi étre focalisés en profondeur
dans les tissus et apporter localement un stimulus mécanique et/ou thermique. Ces deux
phénomenes peuvent étre mis a contribution pour délivrer des médicaments de fagon ciblée,
en plus grand quantité et plus spécifiquement que s’ils étaient injectés dans la voie sanguine.
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est apparue en Europe en

2003, principalement pour
caractériser les Iésions hépatiques.
Elle permet de distinguer les lésions
malignes des lésions bénignes a
partir de I'analyse qualitative a
trois phases - artérielle, portale et
tardive - apres 'injection par voie
intraveineuse d'un produit de
contraste. Une telle injection en
routine est également utilisée
pour détecter des métastases hépa-
tiques chez les patients a risque.
La mise sur le marché asiatique
du Sonovue, I'agent de contraste
commercialisé par la société ita-
lienne Bracco dans les années 2010,
et son autorisation aux Etats-Unis
cette année pour la caractérisation
hépatique donnera probablement
une trés forte dynamique a cette
indication.

Afin de rendre cette technique
plus robuste, des méthodes de
quantification de la prise de
contraste ont été¢ développées
aprés injection en bolus* du

L 9 ¢chographie de contraste

* Dose administrée au complet en une seule
fois, généralement par injection intraveineuse

Sonovue, en Europe, ou en infu-
sion continue, privilégiée au
Canada. La premiere méthodolo-
gie, financée par I'Institut national
du cancer et approuvée dans plu-
sieurs essais monocentriques et
sur une large étude multicentrique
menée par Gustave Roussy - plus
de 500 patients inclus dans 19
centres —, a validé un biomar-
queur lié au volume vasculaire
tumoral, avec une corrélation
significative a la survie sans pro-
gression et a la survie globale,
pour prédire I'efficacité des trai-
tements anti-angiogéniques (1).

PETIT PANORAMA DES
PROJETS EN COURS
L'amélioration de la biodispo-
nibilité d’'un médicament peut étre
obtenue en encapsulant le prin-
cipe actif puis en le libérant par
un stimulus physique tel que les
ultrasons. Par exemple, la doxo-
rubicine encapsulée dans des
liposomes thermo-sensibles -
Thermodox, de la société du New
Jersey Celsion, actuellement en
essais cliniques avancés — a mon-
tré une amélioration d’efficacité.
L’augmentation de biodisponi-
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bilité peut aussi résulter d’'une
augmentation locale du flux san-
guin, d'un meilleur passage des
parois vasculaires par le principe
actif ou encore d'une aide a la dif-
fusion interstitielle. La encore, les
ultrasons, combinés ou non a I'in-
jection de microbulles, peuvent
induire ces effets qui peuvent, bien
siir, étre associés (2).

L’'imagerie, essentiellement
I'IRM et celle par ultrasons, joue
un role clé dans le guidage de cette
délivrance de médicaments. Elle
permet de repérer et de délinéer la
région a traiter, puis de cartogra-
phier en temps réel I'élévation de
température (thermométrie) ou
bien I'activité des microbulles sous
ultrasons (détection de cavitation)
pendant 'intervention (3,4). De
plus en plus, le méme échographe
sert a la fois a I'imagerie et a la
libération contrdlée des principes
actifs. Enfin, I'imagerie confirme
aussi, dans certains cas, 'efficacité
de la délivrance a court terme
(médicament fluorescent, agent de
contraste associé a la molécule
active...) mais, surtout, I'efficacité
thérapeutique a plus long terme —
la régression d'une tumeur par
exemple (5).



DELIVRANCE LOCALISEE

Avec T'utilisation des micro-
bulles, la modalité d’échographie
a connu des développements
technologiques qui ont considé-
rablement amélioré la précision et
la confiance du diagnostic (6).
Aussi ces microbulles sont-elles
actuellement explorées comme
un systéeme d’administration de
médicaments dans divers organes
et pathologies. Sous 'action
des ultrasons, les oscillations des
microbulles perméabilisent tran-
sitoirement les barrieres biolo-
giques, notamment la barriere
vasculaire (7). Cette technique,
appelée « sonoporation », poten-
tialise I'extravasation de molécules
thérapeutiques dans la région
d'intérét en augmentant leur bio-
disponibilité uniquement dans la
zone ou les ondes sont focalisées.
Cette approche a ¢té validée avec
succes in vitro et sur des modeles
animaux pertinents cliniquement
par I'équipe Imagerie et Ultrasons
de 'unité Inserm U930 (figure ci-
dessus) (8,9). Son évaluation

clinique débutera a la fin de
I’année dans le cadre de 1'essai
SONCHIMIO, au Centre hospitalier
universitaire de Tours, pour traiter
des métastases hépatiques non
résécables du cancer colorectal.
Le but est de démontrer la faisabi-
lité de la technique grace a un
échographe dédié et une sonde
innovante permettant a la fois
d’imager et d’appliquer les
séquences de sonoporation.

UNE HISTOIRE
DE BARRIERES

Dans le cerveau, les parois vas-
culaires sont bien moins perméa-
bles au passage des médicaments
que celles d’autres organes.
Environ 95 % des principes actifs
connus ne passent pas suffisam-
ment pour avoir une activité
thérapeutique. Bien que vitale en
temps normal, la barriére hémato-
encéphalique constitue le prin-
cipal frein au développement de
nouveaux traitements pour les
pathologies cérébrales, telles que

les tumeurs et les maladies neuro-
dégénératives.

Plusieurs équipes, dont celle du
CEA-NeuroSpin, a Saclay, ont
démontré que la sonoporation avec
emploi de microbulles circulantes,
sous réserve de traverser la boite
cranienne proprement et de mai-
triser I'énergie du faisceau, aug-
mente transitoirement, localement
et réversiblement la perméabilité
vasculaire dans le cerveau (10).

Forts de résultats chez I'animal,
le projet public-privé 3BOPUS
(Blood-Brain Barrier OPening
with UltraSound), qui démarre
en novembre 2017, soutenu par
I’Agence nationale de la recherche
et les poles de compétitivité
Medicen et Alsace BioValley, vise
a fournir, d’ici a trois ans, un nou-
veau dispositif médical robotisé
d'ultrasons transcraniens, optimisé
pour la délivrance locale de médi-
caments dans le cerveau. D’autres
dispositifs sont en essai clinique
au Canada et en France pour valider
cette nouvelle voie de délivrance
thérapeutique (11,12). m
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Qbservations par imagerie en
fluorescence d'animaux traités
par le cétuximab - un anticorps
monoclonal murin humanisé qui
bloque le récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR) -
marqué au fluor (4 gauche) et par
le cétuximab marqué accompagné
d'une sonoporation ( droite).
Cette technologie provoque
I'accumulation du cétuximab
dans la tumeur uniquement
lorsqu'il est co-administré avec
les microbulles.
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