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RESUME

Salmonella enterica est une bactérie pathogéne causant une variété de maladies
chez I’homme et I’animal. Le sérovar Typhi est 1’agent étiologique de 1’infection
systémique appelée fievre typhoide qui cause plus de 21 millions de nouveaux cas par
année et plus de 200 000 morts. Typhi est restreint a I’homme et il n’existe pas de
modele animal pour I’étude de ses mécanismes de virulence. Pour cette raison, la
majorité des connaissances sur Typhi ont été extrapolées d’études utilisant un sérovar
apparenté, Typhimurium, dans un modéle murin de fiévre typhoide. Par contre,
Typhimurium cause chez ’homme une infection localisée, ce qui laisse supposer que
Typhi possede des facteurs de virulence spécifiques qui lui permettent d’infecter
I’homme de fagon systémique. La survie de Sal/monella dans les macrophages est
déterminante pour causer une infection systémique. L’hypothése de cette thése est que
les génes de Typhi exprimés dans les macrophages sont impliqués dans sa pathogenése.
Les objectifs de cette thése sont donc I’identification et la caractérisation de génes
uniques a Typhi exprimés dans les macrophages. Pour 1’identification, nous avons
d’abord utilisé I’approche « Selective Capture of Transcribed Sequences » (SCOTS).
Cette méthode a permis d’identifier 36 génes uniques a Typht (absent dans le génome de
Typhimurium) exprimés dans les macrophages, dont I’opéron fimbriaire szg. Nous avons
ensuite utilis€ SCOTS en conjonction avec les biopuces pour obtenir le profil
d’expression global des génes de Typhi dans les macrophages humains comparés au
surnageant d’infection. Cette deuxiéme approche a aussi permis d’identifier 117 génes

exprimés de fagon constitutive durant I’infection de macrophages dont 19 génes uniques
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a Typhi incluant cly4 et STY1499. La majorité des facteurs de virulence extrapolés du
modéle murin de la fiévre typhoide ont aussi été identifiés pendant I’infection de
macrophages humains par Typhi. Il s’est avéré que Typhi exprime le systeme de
sécrétion de type trois impliqué dans la survie dans les macrophages et plusieurs génes
impliqués dans la résistance aux peptides antimicrobiens. Par la suite, nous avons
caractérisé et déterminé I’implication de 1’opéron fimbriaire stg, de cly4 et de STY1499
dans la pathogenese de Typhi. Il s’est avéré que stzg augmente 1’adhérence de Typhi aux
cellules épithéliales. Par contre stg semble restreindre la phagocytose de Typhi par les
macrophages humains. ClyA est cytotoxique pour les cellules épithéliales, mais pas pour
les macrophages. Par contre, ClyA semble réduire la survie de Typhi dans les
macrophages. Ceci peut étre important pour contréler la multiplication de Typhi et
permettre 1’établissement d’une infection systémique. STY 1499 est une nouvelle
protéine sécrétée par Typhi, indépendamment des deux systemes de sécrétion de type
trois. STY 1499 semble étre impliqué dans I’invasion des cellules phagocytaires par
Typhi, mais pas dans 1’invasion des cellules épithéliales. STY 1499 a donc été renommé
TaiA pour « Typhi associated invasin A ». En conclusion, la technique SCOTS, seule ou
en conjonction avec les biopuces, a identifié des génes uniques a Typhi impliqués dans
I’interaction avec les cellules humaines. Les travaux de cette thése ont permis de mieux
comprendre les mécanismes de la pathogenése de Typhi et pourrait permettre le
développement de souches atténuées utilisables comme vaccin ou comme vecteur
d’antigene.
Mots clés : Salmonella enterica sérovar Typhi, fievre typhoide, infection systémique,
spécificité d’hote, « Selective Capture Of Transcribed Sequences » (SCOTS), biopuces,

facteurs de virulence, fimbriae, hémolysine, invasine
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ABSTRACT

Salmonella enterica is a bacterial pathogen causing a variety of diseases in
humans and animals. The serovar Typhi is the etiologic agent of the typhoid fever, a
systemic infection affecting more than 21 million people each year and killing more than
200,000. Typhi is a human-restricted pathogen and there are no animal models for the
study of its pathogenesis. Most of the data on Typhi has therefore been extrapolated
from studies using serovar Typhimurium in a murine model of typhoid fever. However,
Typhimurium only causes a localised infection in humans, which suggests that Typhi
possesses specific virulence factors permitting systemic infection in humans. It has been
shown that Salmonella’s survival in macrophages is a major determinant in its capacity
to cause systemic infections. The hypothesis of this thesis is that Typhi’s genes
expressed in macrophages are involved in its pathogenesis. The objectives of this thesis
are therefore the identification and characterisation of genes unique to Typhi expressed
in macrophages. For the identification, we first used the Selective Capture of
Transcribed Sequences (SCOTS) approach. This method has permitted the identification
of 36 genes unique to Typhi (absent from the Typhimurium genome) expressed in
macrophages, one of which is the stg fimbrial operon. We then used SCOTS in
conjunction with microarrays to obtain the global expression profile of Typhi’s genes in
human macrophages compared to the supernatant of infection. This second approach has
permitted the identification of 117 genes constitutively expressed during macrophage
infection, of which 19 are specific to Typhi, including c/y4 and STY1499. This method
also allowed the identification of most virulence factors already extrapolated from the

murine model of typhoid fever, which are also used by Typhi during the infection of
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human macrophages. We found that Typhi expresses the type three secretion system
involved in macrophage survival and also many genes involved in antimicrobial peptide
resistance. Next, we characterised and determined the roles of the szg fimbrial operon,
clyA and STY1499 in Typhi’s pathogenesis. We found that Stg increases the adherence
of Typhi to epithelial cells. However, it seems to reduce the phagocytosis of Typhi by
human macrophages. ClyA seems to be cytotoxic for epithelial cells but not for
macrophages. It also seems to reduce Typhi’s survival in macrophages. This could be
important to control the multiplication of Typhi and therefore allow the establishment of
a systemic infection. STY1499 is a novel protein that is secreted by Typhi
independently of both type three secretion systems. It seems to be involved in the
invasion of phagocytic cells but not epithelial cells. STY1499 has therefore been
renamed TaiA for ‘Typhi associated invasin A’. In conclusion, the SCOTS technique,
alone or in conjunction with microarrays, has identified specific Typhi genes involved in
the interaction with human cells. The work presented in this thesis allows a better
understanding of Typhi’s pathogenesis and could help in the development of attenuated

strains amenable to a use as vaccines or antigen delivery systems.

Key words: Salmonella enterica serovar Typhi, typhoid fever, systemic infection, host
specificity, Selective Capture Of Transcribed Sequences (SCOTS), microarrays,

virulence factors, fimbriae, hemolysin, invasin
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There is grandeur in this view of life, with its several
powers, having been originally breathed into a few forms
or into one; and that, whilst this planet has gone cycling on
according to the fixed law of gravity, from so simple a
beginning endless forms most beautiful and most
wonderful have been, and are being, evolved.

Charles Darwin
On the origin of species
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CHAPITRE 1 : Revue de littérature

1.1 Introduction

Les infections bactériennes sont une cause importante de morbidité et de
mortalité¢ tant dans les pays développés que ceux en développement. Les maladies
causées par les bactéries sont multiples : pneumonies, gastro-entérites, septicémies et
dermatites, pour ne nommer que celles-la. Depuis quelques années, les infections
nosocomiales sont devenues un probléme majeur. Un des meilleurs exemple est
I'infection par Clostridium difficile et la peur qu’elle suscite chez les patients
hospitalisés (42). De plus, les infections nosocomiales chez les nouveaux-nés sont une
cause importante de mortalit¢t méme avec I’utilisation d’antibiotiques (135). Pour
prévenir les infections bactériennes, les gouvernements ont établi des régles et des
programmes de surveillance quant & la salubrité des aliments et de 1’eau potable et de

pratiques hospitalieres.

Salmonella est un genre regroupant des especes de bactéries pathogénes & Gram
négatif intracellulaires facultatives qui sont utilisées depuis de nombreuses années
comme modeles pour 1’étude des mécanismes de pathogenése. Les Salmonella causent
chez les mammiferes, y compris ’homme, des infections tant localisées que
systémiques. Actuellement, plusieurs groupes de recherche tentent de mettre au point
des vaccins pour lutter contre ces infections (90). De plus, plusieurs groupes essaient de

développer une souche de Salmonella utilisable comme vecteur d’antigénes pour la



vaccination contre d’autres infections (5). Il est donc impératif de déterminer et de

caractériser les mécanismes de pathogenése de Salmonella.

1.2. Salmonella

Le genre Salmonella fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, qui
comprend les entérobactéries tel que le genre Escherichia. Salmonella partage environ
80 % de son génome avec son plus proche cousin Escherichia (55). De ce fait, la grande
majorité des données actuelles concernant le métabolisme et le catabolisme de base ainsi
que les mécanismes de transcription et de traduction d’Escherichia coli sont aussi
valables pour Salmonella. De plus, les outils de biologie moléculaire développés pour

étudier E. coli sont aussi applicables chez Salmonella.

1.2.1. Salmonella bongori et Salmonella enterica

Le genre Salmonella se divise en deux espéces, Salmonella bongori et
Salmonella enterica. Du point de vue génomique, leur principale différence se situe au
niveau de I’acquisition par Salmonella enterica d’un fragment génique codant pour un
systeme de sécrétion de type trois (SST3) appelé SPI-2 (voir section 1.4.4) (162).
L’espéce enterica, qui compte plus de 2000 sérovars, est la seule qui infecte les animaux
a sang chaud (106, 172). Certains sérovars ont un spectre d'hote large, d'autres sont
restreints a4 un hoéte particulier. Par exemple, le sérovar Typhimurium cause des
infections chez une variété de mammiféres, y compris I’homme, et chez la volaille,

tandis que Typhi est restreint & I'homme. Seule une fraction des 2000 sérovars sont



fréquemment isolés chez I'homme. Par exemple, entre juin 2005 et mai 2006, les
sérovars Typhimurium, Heidelberg, Enteritidis et Infantis représentaient les sérovars
isolés dans 57 % des cas lors d'infections humaines au Canada (http://www.phac-

aspc.gc.ca/c-enternet/index f.html).

1.2.2. Pathologies associées a Salmonella enterica

Les salmonelloses sont souvent associées aux empoisonnements alimentaires et
se transmettent par la voie fécale-orale. Ainsi, l'incidence des salmonelloses dans une
société est inversement proportionnelle a son degré de salubrité alimentaire et de la
qualité de I’eau potable. Au Canada, la majorité des salmonelloses humaines se
présentent sous la forme d'une gastro-entérite et sont causées par des sérovars
fréquemment retrouvés chez les animaux d'élevage et chez les animaux domestiques.
Ces salmonelloses sont en fait des zoonoses. Au Canada, la source de contamination
majeure est le poulet. Entre juin 2005 et mai 2006, seulement 156 cas de salmonelloses
ont ¢€té rapportés (http://www.phac-aspc.gc.ca/c-enternet/index f.html). Cependant,
l'incidence réelle de salmonelloses au Canada est difficile a estimer, puisque les
personnes infectées consultent rarement les instances médicales. S. enterica peut aussi

causer des infections systémiques comme la fiévre typhoide (115).

1.3. La fiévre typhoide

La fiévre typhoide est une infection systémique restreinte 4 I’homme (168). Le

sérovar en cause, Typhi, a été décrit pour la premiére fois par Eberth en 1881 (11). Les



sérovars Paratyphi A, B et C causent une infection similaire, mais souvent moins sévére

(18).

Le symptome majeur accompagnant la fiévre typhoide est une forte fiévre.
D’autres symptomes peuvent aussi €tre présents : fortes céphalées, malaises, myalgie,
nausée, anorexie et toux séche (18). Les patients infectés peuvent aussi présenter des
désordres intestinaux allant de la constipation a des diarrhées sanguinolentes dans les cas
les plus graves (18). Le quart des patients infectés présentent aussi des Iésions
érythémateuses maculopapulaires. Chez les patients atteints de fiévre typhoide, le
diagnostic est souvent erroné puisque les symptomes sont trés variables, peu spécifiques
et qu’ils sont aussi présents dans des maladies comme la tuberculose, les septicémies et

les hépatites (18).

1.3.1. Epidémiologie

Les plus récentes estimations font état d'environ 21 millions de cas de fiévre
typhoide et plus de 200 000 déceés mondialement (43). La majorité des cas de fiévre
typhoide se retrouve dans les pays en développement ou les mauvaises conditions
sanitaires facilitent la transmission (115). L'homme est le seul réservoir de Typhi et la
transmission se produit par l'ingestion de nourriture ou d'eau contaminée par les selles
d'un individu infecté. L'incidence de la fiévre typhoide est particuliérement élevée en
Afrique subsaharienne (plus de 100 cas par 100 000 individus) et au sud de 1'Asie dans
les zones densément peuplées (18). Une incidence record de 980 cas par 100 000

individus a méme été recensée a Delhi, en Inde (37). L'amélioration des conditions



d'hygiene dans les pays développés a permis d'enrayer les sources de transmission et
Typhi n'est plus considérée comme endémique en Europe et en Amérique du Nord (37).
Les principaux cas recensé€s dans les pays développés sont reli€s au voyage dans les pays

ou la fievre typhoide est endémique (37)

Récemment, Typhi a ét¢ identifié comme la cause de la « peste » qui ravagea
Athenes entre 436 et 420 av. J.-C., ce qui illustre I'impact que peut avoir la typhoide sur

la société humaine (166).

1.3.2. Pathogenése

Une fois ingérée, Typhi traverse I’estomac et se retrouve dans le petit intestin ou
elle adhére a la muqueuse et envahit les cellules intestinales et les cellules M des plaques
de Peyer (Fig. 1) (60, 168). Les bactéries sont alors relachées dans les follicules
lymphatiques intestinaux ou elles sont phagocytées par les macrophages. A cette étape,
Typhi se multiplie dans les macrophages de 1’héte, a I’intérieur d’un phagosome modifié
appelé « Salmonella Containing Vacuole » (SCV). Typhi utilise le macrophage pour se
disperser dans ’organisme et infecter une variété d'organes tels le foie, la rate et la
moelle osseuse (18). Apreés 7 a 14 jours d’incubation, les bactéries sont relachées dans la
circulation sanguine. Il s’agit alors de la phase de bactériémie pendant laquelle les

symptomes apparaissent : fievre, fortes céphalées, nausée et douleur abdominale (168).

L'emplacement exact des bactéries dans les organes infectés est encore matiére a

débat, mais certaines études suggérent que les bactéries sont majoritairement retrouvées



a l'intérieur des macrophages résidents et qu’ils sont en fait le réservoir de Typhi (182,
187). La charge bactérienne dans la moelle osseuse a un effet déterminant sur l'issue de

l'infection puisque les complications sont plus fréquentes lorsque la charge est élevée

216).

Suite a l'infection du foie, les bactéries infectent la vésicule biliaire, ce qui leur
permet d’étre sécrétées avec la bile dans le petit intestin (Fig. 1). Ces bactéries sont
excrétées avec les matieres fécales, ce qui permet la transmission a un autre individu.
Les bactéries sécrétées par la vésicule biliaire peuvent aussi envahir de nouveau le petit
intestin. Cette seconde vague d’invasion déclenche, dans les cas graves, une réponse
immunologique excessive qui peut entrainer la perforation de I'épithélium intestinal et la
mort (60, 168). Dans 2 a 5% des cas, les personnes infectées deviennent porteurs
chroniques, méme si elles ont été traitées (37). Un lien causal a été €tabli entre le cancer
de la vésicule biliaire et l'infection chronique par Typhi (179). Les porteurs chroniques
sont d’une importance capitale pour la transmission de la maladie puisqu’ils servent de
réservoir. Ils ne présentent pas de symptomes et, faute de traitement, peuvent demeurer
porteurs a vie (37). Au début du 20° siécle, des détectives en épidémiologie ont été
formés pour combattre les épidémies de fievre typhoide en identifiant les porteurs
chroniques (115). L’un de ces détectives, Georg Soper, a été embauché par la ville de
New York pour investiguer une épidémie de fievre typhoide qui s’est déclarée dans la
résidence d’une famille fortunée de Long Island. La cuisiniére, Mary Mallon, a été
identifiée comme la cause de I’épidémie, puisque des cas de fievre typhoide ont été
recensés dans plusieurs demeures ou Mary Mallon travaillait. Il était donc clair que

celle-ci €tait en fait la porteuse chronique qui permettait la transmission de la typhoide.
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Aprés son refus de se soumettre au test diagnostic, elle fut incarcérée et obligée de se
soumettre aux tests qui se révélérent positifs. Elle fut relachée trois ans plus tard sous la
condition de ne plus exercer le métier de cuisiniere. Georg Soper découvrit cinq ans plus
tard qu’elle avait recommencé ce métier et elle fut donc incarcérée de nouveau jusqu’a

sa mort en 1938.

1.3.3. Prévention et traitement

Historiquement, la fiévre typhoide a été traitée avec l'ampicilline et le
chloramphénicol. Toutefois, en 1989, presque toutes les souches isolées de Typhi étaient
résistantes a4 ces antibiotiques et leur utilisation a ¢été abandonnée (37). Les
fluoroquinolones (ciprofloxacine et olfloxacine) ont été ensuite les antibiotiques de
choix pour traiter la typhoide (168). Cependant, plusieurs souches de Typhi isolées
derniérement en Asie sont résistantes a ces antibiotiques (12). La gatifloxacine, un
fluoroquinolone nouveau genre, est actuellement suggéré dans les cas de résistance. Cet
antibiotique est particulierement utile dans les pays en développement puisqu'il est
relativement peu coiiteux (12). Derniérement, la susceptibilité & de vieux antibiotiques
tels que le chloramphénicol semble étre réapparue et il peut étre utilisé dans certaines
régions, particuliérement en Asie ou le chloramphénicol est trés peu coiiteux (12). De
facon générale, l'antibiothérapie utilisée pour traiter la fievre typhoide est en constant
changement, ce qui refléte la capacité des bactéries pathogénes a s’adapter aux

antibiotiques utilisés.
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La prévention de la fievre typhoide passe en premier lieu par I'amélioration des
conditions sanitaires et l'accés a l'eau potable, ce qui est un probléme dans les zones
endémiques ou les infrastructures sont peu développées. Puisque la fiévre typhoide est
restreinte & I'homme et surtout parce que 'homme constitue le seul réservoir, cette
maladie pourrait étre €radiquée, a condition de disposer d’un vaccin efficace, comme
pour la poliomyélite (145, 195). Deux types de vaccins sont actuellement utilisés chez
les personnes qui voyagent dans des zones endémiques. Le premier est constitué de la
souche Ty2la et est administré par la voie orale (18). Ty2la est une souche atténuée
préparée en traitant la souche Ty2 avec de la nitrotrosoguanidine qui est un puissant
générateur de mutation. La souche Ty21a est donc mal définie génétiquement. Le second
est composé de l'antigéne Vi, la capsule polysaccharidique de Typhi (voir section
1.4.6.1), qui est administré par voie intramusculaire (18). En général, les deux vaccins
sont efficaces dans une proportion d'environ 75 % sur une période maximale de 3 ans.
Malheureusement, I'immunité fournie par ces vaccins peut étre contournée par une forte
dose d'infection, qui est courante dans les zones endémiques. Pour ces raisons, plusieurs
groupes cherchent & mettre au point un vaccin plus efficace (75, 90). L’un d’eux est
composé de la souche Ty800 qui contient une mutation du TCS PhoP/PhoQ (voir section
1.5.1.1). Cette souche semble étre immunogénique et bien tolérée, mais son efficacité
reste a démontrer (75, 104). Cette souche a aussi été testée comme vecteur d’antigéne
pour ’immunisation contre 1’uréase de Helicobacter pylori. Malheureusement, aucun
des volontaires n’a développé d’immunité contre 1’'uréase et il semble que la souche
Ty800 soit trop atténuée pour permettre une immunisation efficace (51). Bien que

plusieurs autres souches atténuées présentent une bonne efficacité immunogénique, leurs



efficacités sur le terrain restent a démontrer. Il est donc important de développer

constamment de nouvelles souches pour avoir des solutions de réserve (75).

L’identification de cibles thérapeutiques pourrait ouvrir la voie a 1’élaboration
d’antibiotiques utilisant de nouveaux modes d’action ou d’antibiotiques spécifiques pour
les bactéries pathogeénes (22). Il a été suggéré que les facteurs de virulence sont des
cibles thérapeutiques envisageables (2). Bien que les antibiotiques dirigés contre les
facteurs de virulence ne sont pas bactéricides, I'inhibition de facteur de virulence
important devrait aider le syst¢éme immunitaire de I’h6te a se débarrasser de ’agent
infectieux. De plus, de tels antibiotiques sont moins susceptibles d’affecter la flore
normale de I’hdte. Dernierement, des dérivés d’une molécule appelée salicylidene
acylhydrazide se sont révélés efficaces pour inhiber les SST3 de Salmonella (161). Ces
inhibiteurs réduisaient les phénotypes d’invasion et de survie intracellulaire qui sont
dépendants des SST3 et empéchaient la sécrétion d’effecteur par ces systémes (voir
section 1.4.3. et 1.4.4.) (161). De plus, ces inhibiteurs se sont révélés efficaces pour

prévenir le développement de I’infection de souris par Typhimurium (110).

L’identification de cibles potentielles dépend de la connaissance des mécanismes
de pathogeneése. La prévention des infections par 1’utilisation de vaccins est elle aussi
une approche efficace pour lutter contre les infections bactériennes, mais leur
développement dépend aussi de la connaissance des mécanismes de pathogenése. De ce
fait, ’identification des facteurs de virulence et des systémes métaboliques propres a une
bactérie pathogéne donnée, lors de I’infection, est cruciale pour le développement

d’antibiotiques spécifiques et de vaccins efficaces.
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1.4. Facteurs de virulence de Typhi

Puisque Typhi est restreint 2 ’homme, il n’existe pas de modele animal pour
I’étudier. Par contre, Typhimurium cause une infection systémique mortelle chez
certaines lignées de souris. Les lignées de souris utilisée dans le modéle murin de la
fievre typhoide sont habituellement des BalB/c qui ont une mutation dans le géne
Nrampl. L’infection de souris Nramp' ', comme les 129sv, résulte en une infection
généralement asymptomatique ou les souris peuvent étre porteuses pour plusieurs mois
(152). Les chercheurs ont donc utilisé¢ le modele murin pour trouver les facteurs de
virulence utilisés par Sa/monella lors de I’infection systémique. Ainsi, la grande majorité
des facteurs de virulence connus de Typhi ont été extrapolés des recherches effectuées
chez Typhimurium. Par contre, la prudence est de mise puisque certains facteurs de
virulence requis par Typhimurium pour I’infection systémique de la souris sont absents
ou présents sous la forme de pseudogénes chez Typhi, comme I’opéron spv qui est situé

sur le plasmide de Typhimurium (85).

Les lignées de cellules en culture se révélent un bon modele pour étudier
directement Typhi. Par exemple, 1’utilisation des lignées humaines de monocytes
comme les THP-1 ou les U937 permettent d’identifier des facteurs nécessaires a la
survie et a la multiplication de Typhi dans les macrophages. Il est généralement accepté

que les macrophages constituent le réservoir de Typhi pendant I’infection (182).
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1.4.1. «Salmonella Pathogenicity Island » (SPI)

Les ilots de pathogenicité (PI) sont des régions génomiques, présentes chez
plusieurs bactéries pathogénes qui contiennent des facteurs de virulence (97). Chez une
méme espece, ces Pl sont présents chez les souches pathogénes, mais sont
habituellement absents chez les souches non pathogénes. Les PI ont généralement un
contenu en GC différent du reste du génome et sont parfois associés a des sites
d’insertion comme des ARNt. Dans certains cas, des fonctions de mobilités de I’ADN
peuvent étre codées sur les PI, comme des geénes de bactériophages, des intégrases et des
transposases (192). Ainsi, les PI permettent ’acquisition « en bloc » de facteurs de
virulence provenant d’autres especes par transfert horizontal de genes et permettent donc

des bonds évolutifs (83).

Chez Salmonella, les PI sont appelés SPI pour « Sa/monella Pathogenicity Island ».
Le génome de Typhi en compte 10 (167). SPI-1 et SPI-2 codent pour les protéines
nécessaires a des systémes de sécrétions de type trois (SST3) qui sont impliqués
respectivement dans 1’invasion et la survie dans les cellules de I’héte (voir section 1.4.2
a 1.4.4). Les autres SPI de Typhi qui contiennent des facteurs de virulence connus seront

discutés plus loin.

1.4.2. Systéme de sécrétion de type trois (SST3)

Le SST3 est une structure en aiguille (Fig. 2) qui est utilisée par de nombreuses

bactéries pathogénes pour injecter des protéines directement a I’intérieur de 1’héte (77,
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119). Bien que cette structure s’apparente a la structure des flagelles, ces deux systémes
ont probablement évolué de fagon indépendante a partir d’un ancétre commun (79). Les
SST3 sont strictement retrouvés chez les bactéries & Gram négatif (77). Par exemple,
plusieurs bactéries infectant les animaux possédent un SST3 comme E. coli, Shigella,
Chlamydia, Vibrio et Pseudomonas. Certaines en possédent méme deux, comme
Salmonella et Yersinia. Le SST3 est aussi présent chez les bactéries pathogénes de
végétaux, comme FErwinia et certaines espéces de Pseudomonas. Chez toutes ces

bactéries pathogeénes, le SST3 est un facteur de virulence majeur.

1.4.3. Le SST3 codé sur le SPI-1 et ’invasion des cellules

La premiere caractéristique majeure du genre Sa/monella est la capacité a
envabhir les cellules non phagocytaires de I’hote. Cette faculté leur permet de pénétrer les
cellules épithéliales composant la barriére intestinale de 1’hdte pour établir une infection
des tissus intestinaux (dans le cas de gastro-entérite) ou une infection systémique (dans
le cas de la fievre typhoide). En général, le SPI-1 est considéré comme le déterminant
majeur de I’invasion puisqu’il code le SST3 (SST3-1) requis et certains des effecteurs
qu’il transporte (67). Galan et Curtiss (69) ont, les premiers, identifié certains des génes
(invABCD) impliqués dans le phénotype d’invasion en utilisant une approche de
complémentation d’un mutant défectif pour I’invasion. Ils ont aussi démontré qu’une
souche AinvA de Typhimurium avait, dans un modéle murin d’infection, une dose létale
plus élevée par inoculation par voie orale, mais une dose létale inchangée par voie

intraveineuse. invA4, et par conséquent le SST3-1, est donc impliqué dans la phase
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intestinale de I’infection, pour traverser la barriére intestinale. Par contre, il n’est pas

impliqué dans la phase systémique de I’infection.

SPI-1 est constitué d’environ 40 kb d’ADN insérés entre les génes mutS et fhiA
qui sont consécutifs chez E. coli K-12 (150). 1l code aussi pour le transporteur de
manganese sitABCD qui est impliqué dans la virulence de Typhimurium chez la souris
(112, 116). Le SST3-1 est composé de 35 geénes qui codent pour des protéines
structurales, des chaperonnes, des effecteurs et des régulateurs. La régulation du SST3-1
est complexe (Fig. 3) et requiert 5 protéines. La plus importante est HilA puisque son
promoteur agit comme un intégrateur de signaux (134). Lorsque les conditions sont
favorables, HilD, HilC et RtsA permettent la transcription de hil4 (57). HilA induit
I’expression des opérons prg, inv et spa, qui codent en grande partie pour des protéines
structurales du SST3-1 (134). InvF se lie ensuite a SicA, ce qui permet I’expression des

effecteurs transportés par le SST3-1 dont I’opéron sip (46, 47).

Les conditions qui activent le SST3-1 sont nombreuses. Son expression nécessite
une osmolarité élevée et une faible aération, qui sont probablement les conditions
rencontrées dans le petit intestin (7, 68 ). La présence de bile semble aussi pouvoir
induire I’expression de SST3-1, via le systéme a deux composantes (TCS) BarA/SirA

(174).

A ce jour, au moins 14 protéines sont reconnues pour €tre transportées par le
SST3-1. AvrA, SipA, SipB, SipC, SipD et SptP sont codées dans le SPI-1, SopB dans le

SPI-5, SopE dans le SPI-7 et SIrP, SopA, SopC, SopD, SopE?2 et SspH1 sont distribuées
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dans le génome, mais ne se retrouvent pas dans les SPIs (139). Ceci illustre que les
SST3 sont capables de transporter des produits de génes qui ont été acquis
indépendamment. Le mécanisme de reconnaissance des effecteurs transportés par les
SST3 est encore mal défini (70). Dans certain cas, il semble y avoir un signal de
sécrétion dans les premiers 20 & 30 acides aminés. Par contre, ce signal n’est pas
conservé chez tous les effecteurs transportés par les SST3 et il n’y a pas de signal
consensus. De plus, il semble que certains effecteurs n’ont pas de signal au niveau de la
séquence d’acide aminé ce qui a mené a I’élaboration d’une hypothése suggérant que le
signal se retrouverait au niveau de I’ARN messager (4). De plus, il semble que des
chaperonnes soient impliquées dans la reconnaissance de certains effecteurs (128, 218).
La reconnaissance des effecteurs est donc trés complexe et pourrait impliquer plusieurs

mécanismes.

L’invasion de cellules non phagocytaires est strictement dépendante du
réarrangement de 1’actine et plusieurs effecteurs transportés par le SST3-1 influencent la
polymérisation de I’actine (139). Par exemple, SopE et SopE2 sont des facteurs
d’échange de guanine qui agissent spécifiquement sur les GTPases Rac et Cdc42 (94,
200). Les GTPases sont des interrupteurs moléculaires qui sont actifs lorsque liés au
GTP, mais inactifs lorsqu’ils ont hydrolysé le GTP en GDP. Les facteurs d’échange de
guanine permettent de remettre I’interrupteur a son état activé en échangeant le GDP
pour un GTP. Puisque Rac et Cdc42 régulent le réseau d’actine, SopE et SopE2

permettent en fait a Sa/monella de contréler indirectement ce réseau.
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Outre I’invasion des cellules non phagocytaires, le SST3-1 induit la sécrétion de
fluide et I’infiltration de neutrophiles dans la lumiére intestinale. Ces fonctions ont été
étudiées chez Typhimurium dans le modéle bovin de gastro-entérites et ont été attribuées
a six effecteurs : SipA, SopA, SopB, SopD, SopE et SopE2 (226, 227). 1l serait tentant
d’extrapoler ces découvertes a Typhi. Il faut cependant tenir compte du fait que Typhi ne
cause pas de gastro-entérite et que la diarrhée n’est pas un symptome reconnu de la
fievre typhoide (37). En fait, chez Typhi et Paratyphi, SopA, ainsi que certains génes
impliqués dans la colonisation intestinale par Typhimurium, sont des pseudogénes (145).
De plus, SipA, SopB et SopD de Typhi présentent certaines mutations par rapport a leurs
homologues chez Typhimurium. Cependant, les effecteurs SipA, SopB et SopD de
Typhi sont fonctionnels et peuvent complémenter un mutant sip4 sopABDE2 de
Typhimurium (178). La différence entre Typhi et Typhimurium au niveau de I’induction
de sécrétion de fluide dans la lumiére intestinale devra donc étre expliquée d’une autre
fagon. L’implication de la capsule Vi de Typhi a ce niveau sera discutée plus loin (voir

section 1.4.6.1).

Le SST3-1 est aussi impliqué dans la mort rapide des macrophages de I’héte. Cet
effet est associé a SipB qui se lie a la caspase-1 et induit I’apoptose précoce des
macrophages (31, 100, 138). L’apoptose des macrophages dépendante de SPI-1 a
récemment €t€ appelée pyroptose, puisqu’elle est accompagnée de la libération de

cytokines pro-inflammatoires, contrairement a 1’apoptose (64).
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1.4.4. Le SST3 codé sur le SPI-2 et la survie dans les macrophages

La deuxiéme caractéristique majeure de S. enterica est sa capacité a survivre a
I’intérieur des macrophages de 1’hdte. C’est en cherchant des génes impliqués dans cette
fonction que Ochman et coll. (163) ont identifié 2 génes, spidB (ssaCD), qui ressemblait
a des genes codant pour des protéines structurales de SST3. Il venait d’identifier le
deuxieme SST3 (SST3-2) codé sur le SPI-2 (Fig. 2). Fait intéressant, une souche Aspid
(ssaC) survit moins bien dans les macrophages que la souche sauvage et est avirulente
dans le modele murin, qu’elle soit inoculée par voie orale ou par voie intraveineuse
(163). De plus, des mutants du SST3-2 sont encore capables de coloniser la muqueuse
intestinale, mais sont incapables de coloniser les ganglions lymphatiques, le foie et la
rate (32). Cet effet est radicalement différent de I’effet d’une mutation du SST3-1 et
démontre que le SST3-2 est important lors de la phase systémique de I’infection. Par
contre, une étude récente a montré que le SST3-2 était aussi important pour
I’établissement de I’infection intestinale dans un modéle murin de gastro-entérite pour
lequel les souris sont traitées a la streptomycine (34). Ceci suggére que le SST3-2

pourrait aussi étre impliqué dans la phase intestinale de I’infection.

Le SPI-2 a une taille d’environ 40 kb divisible en deux parties. Une premiére
région de 25 kb code pour le SST3-2 et a un contenu en GC d’environ 43%. Elle est
retrouvée seulement chez S. enterica. Une seconde région, d’environ 15 kb, posséde un
contenu en GC de 54 % et est présente chez S. enterica et S. bongori. Cette région code
un systeme de réductase de tétrathionate (##7) qui ne semble pas étre impliqué dans la

virulence (30). L’ajout du SST3-2 a S. bongori augmente sa survie a l’intérieur de
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macrophages par rapport & la souche sauvage, mais ne permet pas de causer une
infection systémique dans la souris (92). D’autres facteurs de virulence sont donc

impliqués dans I’infection systémique.

L’expression du SST3-2 est régulée par SsrA/SsrB, codé dans le SPI-2. La
premiére preuve est qu’une souche AssrA(spiR) produit beaucoup moins SpiA (SsaC),
une protéine structurale du SST3-2, que la souche sauvage (163). De plus, une souche
AssrA ou AssrB est incapable d’induire I’expression de sseA4, qui code pour une protéine
sécrétée (99). L’expression du SST3-2 est induite in vitro dans des conditions de pH
légerement acide et en concentration faible de magnésium et de phosphate (16, 39, 49).
L’expression de ssrA/ssrB est influencée par OmpR/EnvZ et PhoP/PhoQ (voir section

1.5.1.1 et 1.5.1.3 et Fig. 3) (49, 74).

Plusieurs fonctions ont été attribuées aux effecteurs transportés par le SST3-2.
L’inhibition de la fusion de lysosomes avec la SCV a été attribuée a SpiC (194, 210). Or,
la présence de SpiC dans les cellules de I’hote n’a pas été détectée et il a été suggéré que
cette protéine contrdlerait la sécrétion des effecteurs par le SST3-2 (224). Le role de
SpiC dans I’inhibition de la fusion de lysosomes avec la SCV est donc matiére a débat,
mais 1’effet global observé peut quand méme étre attribué au SST3-2. Deux autres
effecteurs, SseF et SseG, semblent étre requis pour que la SCV soit correctement
positionnée prés du Golgi (50). De plus, une souche AsseF ou AsseG est moins apte a se
répliquer dans les cellules de I’h6te. SifA est impliquée dans le maintien de I’intégrité de
la SCV puisqu’une souche Asif4 est relichée dans le cytoplasme de la cellule hote et est

incapable de survivre dans les macrophages (17, 26). Par contre, la protection conférée
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par SifA est limitée, car une faible proportion de Salmonella sauvage se retrouve dans le

cytoplasme ou elles se couvrent d’ubiquitine et sont dirigées vers le protéasome pour

dégradation (169).

Le SST3-2 semble aussi étre impliqué dans I’inhibition de la réponse
immunitaire. Tout d’abord, le SST3-2 bloque la présentation antigénique par les cellules
dendritiques (CD) (206). Cet effet a été¢ démontré en utilisant un systéme de présentation
de I’ovalbumine. Des CD ont été infectées par la souche sauvage et des mutants du
SST3-2 (Aspid et AspiC) exprimant 1’ovalbumine. Seules les CD infectées par les
mutants présentaient 1’ovalbumine aux lymphocytes T spécifiques de 1’ovalbumine. De
plus, le SST3-2 semble pouvoir supprimer la production de cytokines par les cellules
infectées en induisant I’expression de SOCS-3 (211). SOCS-3 bloque la production de

cytokines en bloquant I’activité de la voie de signalisation JAK/STAT (199).

Demierement, le SST3-2 a été impliqué dans la progression de I’infection au
niveau systémique. En effet, il a été démontré que I’effecteur SrfH augmentait la
migration des macrophages infectés vers la rate et le foie. Cet effet est causé par
I’interaction de SrfH avec TRIP6, qui module I’activité de la voie de signalisation Rac

impliquée dans la motilité (221).

Le SST3-2 est impliqué dans la cytotoxicité envers les cellules de I’héte.
Contrairement a la cytotoxicité induite par le SST3-1, celle induite par le SST3-2 est
plus tardive (212). Cet effet a récemment été attribué, du moins en partie, a SseL, qui

posséde une activité déubiquitinase (185). Le lien entre cette activité et la cytotoxicité
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n’est pas encore établi, mais elle semble étre importante pour 1’infection systémique

dans le modeéle murin de la fiévre typhoide (40).

1.4.5. SPI-3 et le transport du magnésium (mgtBC)

Le SPI-3 est un segment d’environ 17 kb inséré au site de I’ARNt selC (23).
Deux systémes de virulence connus sont codés sur le SPI-3. Premiérement, les génes
mgtBC sont requis pour la multiplication intracellulaire et 1’établissement d’une
infection systémique (23). L’expression de mgrBC est dépendante de PhoP/PhoQ qui
semble détecter la concentration en magnésium a I’extérieur de la bactérie (voir section
1.5.1.1) (24). mgtB code pour un systeme de transport de magnésium de haute affinité
qui est une ATPase de type P (196). Le transport de magnésium a aussi été attribué a
mgtC du fait qu’il est requis pour que la bactérie puisse se multiplier dans des conditions
ou la concentration de magnésium est basse (23). Par contre, il a été démontré, en
utilisant le systéme d’oocytes de Xenopus laevis, que mgtC ne transporte pas directement
le magnésium, mais qu’il active les ATPase endogéne de 1’héte, ce qui semble étre

avantageux pour survivre dans les macrophages (1, 87).

Le deuxi¢me facteur de virulence connu codé sur le SPI-3 est MisL, une protéine
de type autotransporteur (24). L’inactivation de misL par un transposon ne compromet
pas la capacité de causer une infection systémique et n’est pas requise pour la survie
dans les macrophages (24). Une étude récente a par ailleurs démontré que MisL est
impliquée dans la colonisation intestinale des souris (53). Cet effet semble étre dii a la

capacité de MisL de se lier a la fibronectine, ce qui entraine une augmentation de
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Pinvasion des cellules intestinales (53). L’expression de MisL est régulée par MarT qui

est aussi codée dans le SPI-3 (209).

1.4.6. SPI1-7

Le SPI-7 est spécifique aux sérovars Typhi, Paratyphi C et Dublin (172). 11 est
inséré a c6té de I’ARNt phel et est le plus grand de tous les SPI avec ses 134 kb (97).
Le SPI-7 présente une structure particulierement complexe et a probablement été
construit par I’insertion indépendante d’éléments acquis par transfert horizontal de génes
(171). Par exemple, il contient le phage SopE (SopE®) de la famille du bactériophage
P2, qui code I’effecteur SopE du SST3-1 (151). Bien que le SPI-7 soit absent du génome
de Typhimurium, elle posséde quand méme en partie SopE® (204). Il a été suggéré que
le SPI-7 provenait en partie d’'un plasmide ou d’un transposon conjugatif (171). Par
conséquent, le SPI-7 est instable et cet ilot est absent ou partiellement retrouvé chez
certains isolats cliniques de Typhi (28, 159). Outre SopE, le SPI-7 code pour deux

facteurs de virulence connus, soit la capsule de polysaccharide Vi et le pili de type IVB.

1.4.6.1. La capsule Vi

La capsule de polysaccharide Vi est un polymeére d’acide galacturonique, avec un
groupement N-acétyle a la position C-2 et un groupement acétyle variable a la position
C-3, relié par des liaisons a(1—4) (Fig. 4) (201). La production et ’exportation de la
capsule Vi dépendent d’un groupe de génes appelé I’opéron viaB. 1l contient les génes

tviBCDE qui codent pour les protéines nécessaires a la synthese de la capsule Vi (215).
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Le transport vers I’extérieur est assuré par un transporteur de type ABC codé par les
genes vexABCDE contenus dans 1’opéron viaB (95). La production de la capsule Vi est
contrflée par TviA (215). L’expression de tvid est controlée par RcsB/RcsC et
OmpR/EnvZ qui répond a I’osmolarité du milieu (voir section 1.5.1.3 et Fig. 3) (170,
214). Récemment, le facteur sigma RpoS a été identifié comme un autre régulateur de
I’opéron viaB et est nécessaire pour une régulation adéquate de ’expression de Vi par

rapport a I’osmolarité (188).

L’importance reconnue de la capsule Vi dans la pathogenése de Typhi vient du
fait que les souches Vi sont moins virulentes que les souches Vi* lorsqu’inoculées a des
volontaires humains (107). De plus, une souche AviaB survit moins bien que la souche
sauvage dans les macrophages humains en culture (102). Fait intéressant, les
macrophages infectés par la souche sauvage produisent beaucoup moins de TNF-a que
ceux infectés par la souche mutante (102). Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire
produite surtout par les phagocytes et permet le recrutement des neutrophiles et des
phagocytes au site d’infection (122). Ainsi, la répression de la production de TNF-a
constitue probablement un moyen de réduire la réponse immunitaire de ’hote. La
capsule Vi semble aussi diminuer la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-8
par les cellules intestinales et les macrophages (175). Récemment, il a été démontré
qu’une souche de Typhimurium exprimant la capsule Vi réduisait la réponse
inflammatoire et la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-17 par 1’épithélium
gastrique dans le modele de boucle iléale ligaturée de bovin (177). Ainsi, la capsule Vi
permet a Typhi de réduire la réponse inflammatoire au niveau de l’intestin, ce qui

expliquerait la faible propension de Typhi a causer des diarrhées (176).
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1.4.6.2. Le pili de type IVB

Le pili de type IVB de Typhi fait partie des facteurs de virulence qui permettent
’adhésion aux cellules de I’héte. Bien que ce sujet sera abordé plus en détail a la section
1.4.10, le pili de type IVB sera discuté ici puisqu’il est codé sur le SPI-7 et qu’il est

régulé comme la capsule Vi (127).

Le pili de type IVB est impliqué dans I’invasion des cellules intestinales et des
macrophages (165, 228). 11 a été démontré que ce pili aide 1’adhérence aux cellules
intestinales en se liant au récepteur « cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator » (CFTR), ce qui permet par la suite au SST3-1 d’induire ’invasion (208).
Typhi semble étre capable de provoquer la distribution de CFTR a la surface des cellules
intestinales, ce qui favorise la liaison par le pili de type IVB (140). Par contre, le facteur

bactérien impliqué dans ce phénoméne n’a pas été identifié.

1.4.7. Les lipopolysaccharides

La surface externe des bactéries Gram négatif, comme Sa/monella, est composée
de lipopolysaccharides (LPS) qui sont formés de trois sous-unités. Le lipide A,
hydrophobe, qui est a la base du LPS, sert de point d’attache dans la membrane externe
(52). Vient ensuite, la région centrale composée d’oligosaccharides phosphorylés, puis
I’antigéne O, composé d’une suite d’oligosaccharides qui se dressent a la surface de la

bactérie (52). La longueur de I’antigéne O est régulée chez Salmonella par deux
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protéines, Wzz et FepE (158). Il semble que la longueur de la chaine O influence la
phagocytose par les macrophages et 1’activation du complément (157). Une longueur
entre 16 et 35 sous-unités permet une phagocytose maximale et une activation minimale
du complément. De plus, la survie dans les macrophages est favorisée par les LPS courts
(21). Par contre, I’entrée dans les cellules intestinales semble étre influencée par les

oligosaccharides de la région centrale plutot que par 1’antigéne O (103).

En réponse a la présence de lipide A, les cellules de 1’héte produisent certaines
cytokines pro-inflammatoires et induisent I’expression de certaines adhésines qui sont
impliquées dans plusieurs mécanismes immunitaires (59). Pendant les infections
bactériennes, 1’exposition des cellules de 1’h6te au lipide A est responsable de

P’apparition de symptome telle que la fiévre (59).

1.4.8. Résistance aux peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PA) sont des chaines polypeptidiques de moins de
100 acides aminés sécrétées par diverses cellules (71). Les PA sécrétés par les
mammiféres peuvent étre classés en deux catégories : les défensines et les cathélicidines.
Toutes deux sont produites par les cellules épithéliales et les phagocytes et sont
retrouvés a des concentrations de I’ordre du millimolaire dans les tissus (72, 225). Les
PA tuent les bactéries 2 Gram négatif en perméabilisant séquentiellement la membrane
externe puis la membrane interne (129). Pour se faire, les PA, chargés positivement, sont
d’abord attirés par les charges négatives présentent a la surface de la bactérie. Les PA

s’inserent ensuite dans la membrane. A ce sujet, plusieurs modéles ont été proposés,
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dont ceux du tore, du baril et du tapis (Fig. 5) (25). Ces trois modéles sont maintenant

percus comme étant des étapes successives de 1’insertion des PA dans la membrane (48).

Il est impératif pour les bactéries pathogénes de résister aux PA produits par
I’h6te. En ce sens, Salmonella est capable de détecter la présence de PA et d’initier les
mécanismes de résistance appropriés. La détection se fait via le systéme a deux
composantes PhoP-PhoQ qui induit I’expression des génes nécessaires (voir section
1.5.1.1 et Fig. 3). Plusieurs protéines impliquées dans la résistance aux PA modifient les
LPS pour en diminuer la charge négative. PmrE (Ugd) et PmrF catalysent 1’ajout d’un
groupement 4-aminoarabinose ou phosphoéthanolamine au phosphate du lipide A (229)
et PagP ajoute un groupement palmitate au lipide A (89). La résistance aux PA est aussi
accomplie par leur dégradation. PgtE agit en ce sens en clivant les PA de la famille des

cathélicidines (84).

Les modifications des LPS décrites ci-dessus semblent aussi étre impliquées dans
un changement de la réponse immunitaire de 1’héte. 11 a été démontré que les LPS
purifiés d’une souche de Typhimurium qui possédait un alléle de PhoP constitutivement
active (PhoP®) étaient moins inflammatoires que les LPS isolés d’une souche sauvage
(88). Les LPS isolés de la souche PhoP® présentent des modifications par rapport aux
LPS de la souche sauvage comme 1’addition de 4-aminoarabinose. De plus, il a été
démontré que les LPS de Salmonella isolées de bactéries récoltées tout juste aprés
I’infection de macrophages présentaient aussi de telles modifications (78). Ces
observations viennent confirmer I’importance des modifications des LPS pour la

pathogenése de Salmonella.
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1.4.9. Transport du fer

Le fer est un élément indispensable aux bactéries et il est généralement reconnu
que les systémes de transport du fer sont des systemes de virulence importants (35). Des
études épidémiologiques ont montré que les patients souffrant de surcharge en fer,
comme la thalassémie, sont plus susceptibles aux infections bactériennes (217). Dans
des conditions anaérobiques a pH 7, le fer est sous sa forme réduite soluble (Fell) et
diffuse librement a travers les membranes. Chez Salmonella et E. coli, le Fell peut étre
transporté par le transporteur a haute affinité codé par les génes feoABC (113). Par
contre, a pH 7 dans des conditions aérobiques, le fer est sous sa forme oxydée insoluble
(Felll). De plus, le fer n’est pas libre dans I’h6te et est 1ié a des protéines comme la
ferritine et la transferrine (180). Le fer est donc un élément difficile a acquérir pour les
bactéries pathogenes et elles utilisent a cette fin plusieurs mécanismes, y compris des
systemes de transport complexes appelés sidérophores. Les bactéries entériques comme
Salmonella utilisent I’entérobactine qui est synthétisée par les protéines codées par entA-
F. Le systeme de perméase qui permet 1’acquisition du complexe li€ au fer est codé par
les génes fep4-G (180). La salmochélline utilisée par Salmonella est produite par la
glycosylation de 1’enterobactine (20). Sa synthése et son transport sont dépendants des
genes iroBCDEN codés sur le SPI-9 (14, 93). La transcription des geénes impliqués dans
le transport du fer est régulée par la protéine Fur. Lorsque le fer est disponible a
Iintérieur de la bactérie, Fur se lie au Fell et réprime la transcription des génes

impliqués dans la synthése et dans le transport des sidérophores (180).
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1.4.10. Adhésion aux cellules de I’hote

L’attachement aux cellules de 1’hdte et aux muqueuses est une étape essentielle
de la colonisation de I’héte. Les fimbriae, pili et adhésines sont les facteurs de virulence
qui permettent I’attachement des bactéries aux cellules de I’hote, aux muqueuses et aux
surfaces abiotiques. Par exemple, chez Typhi, MisL et le pili de type IVB, discutés aux

sections 1.4.5 et 1.4.6.2, sont impliqués dans 1’adhésion aux cellules de I’hote.

Typhi possede 12 opérons fimbriaires : bef, csg, fim, saf, sef, sta, stb, stc, std, ste,
stg, sth et tcf (207). Par contre, les fimbriae bcf, fim, saf, sef, stb, ste, stg et sth
contiennent des pseudogénes et sont probablement non fonctionnels (145). Par
immunobuvardage de Southern, il a été démontré qu’aucun de ces fimbriae n’est
spécifique a Typhi ou aux autres sérovars qui causent la fiévre typhoide (207). Par
contre, une seule sonde a été utilisée pour chaque fimbriae. Ainsi, un fimbriae présent
dans deux sérovars peut avoir une spécificité de liaison différente si la séquence de
I’adhésine est différente, grice a une mutation ponctuelle par exemple. De telles
mutations, appelées « Single Nucleotide Polymorphism », sont sélectionnées si elle
confére un avantage évolutif (220). Par exemple, le fimbriae fim est présent chez tous les
sérovars. Chez Typhimurium, il code un fimbriae de type 1 qui permet de lier
I’hémagglutinine via le mannose, alors que chez Gallinarum il code pour un fimbriae de
type 2 qui est incapable de lier le mannose (207). Chez Typhi, fimI est un pseudogéne et

le fimbriae fim est probablement non fonctionnel (145).
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Les fimbriae de Typhi sont trés peu caractérisés et, comme pour les autres
facteurs de virulence de Typhi, les données disponibles ont été obtenues en étudiant
Typhimurium ou d’autres sérovars apparentés. Chez Typhimurium, les fimbriae /pf, bcf,
sth, stc, std, et sth sont impliqués dans la persistance de l’infection intestinale par
Typhimurium dans la souris (219). De plus, il a été démontré que les fimbriae /pf, pef et
csg étaient nécessaires pour le développement d’un biofilm mature (125). Le fimbriae /pf
permet aussi I’attachement aux cellules M des plaques de Peyer, au niveau du petit
intestin (13). Typhi ne posséde pas Ipf, mais son attachement aux cellules intestinales est

médié par le pili de type IVB (228).

Chez Typhimurium, seul I’opéron fim est exprimé dans des conditions de
croissance in vitro (111). Par cytométrie en flux, a 1’aide d’anticorps dirigé contre la
sous unité majeure de chaque fimbriae, il a été démontré que plusieurs opérons
fimbriaires de Typhimurium sont exprimés pendant I’infection intestinale de la souris
(111). Les conditions in vivo semblent donc induire ’expression des fimbriae chez

Salmonella.

Derniérement, I’adhésine non-fimbriaire géante SiiE, codée sur le SPI-4, a été
caractérisée. Elle est constituée de 53 domaines de type immunoglobuline et est requise

pour I’attachement aux cellules épithéliales (76).
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1.5. Régulation des facteurs de virulence

Les bactéries pathogénes intracellulaires facultatives comme Salmonella sont
capables de survivre et de se multiplier non seulement a I’intérieur de 1’h6te mais aussi a
I’extérieur. Les bactéries rencontrent donc une diversité d’environnements stressants
pour lesquels elles doivent s’adapter. De plus, certains facteurs de virulence comme les
toxines et les SST3 ne sont apparemment d’aucune utilité a I’extérieur de 1’hote et ils ne
sont généralement pas exprimés constitutivement. Egalement, un facteur de virulence
donné n’est pas requis tout au long de I’infection, mais est souvent impliqué a une étape
précise de I’infection tel que le SST3-1 et le SST3-2. En conséquence, les facteurs de
virulence sont souvent régulés de fagon précise et leur expression est contrflée par
plusieurs régulateurs qui réagissent a de nombreux signaux environnementaux (15).
Quelques-uns des régulateurs de Salmonella impliqués dans I’expression des facteurs de

virulence seront discutés ci-dessous (Fig. 3).

1.5.1. Systéme a deux composantes (TCS)

Les TCS sont ubiquitaires chez les procaryotes et permettent de détecter et de
répondre aux stimuli rencontrés par la bactérie (15). Les TCS sont généralement
composés d’un régulateur soluble et d’un senseur situé au niveau de la membrane qui
posséde une activité kinase/phosphatase. Lorsque le senseur détecte son signal, il y a
autophosphorylation d’un résidu histidine. Ce groupement phosphate est ensuite utilisé
pour phosphoryler un résidu d’acide aspartique au niveau du régulateur. Le régulateur

subit alors un changement de conformation qui change ses propriétés de liaison a
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I’ADN. Quelques exemples de TCS et leurs implications dans la régulation des facteurs

de virulence de Salmonella seront abordés ci-dessous.

1.5.1.1. PhoP/PhoQ

Il a été proposé que le TCS PhoP/PhoQ pourrait agir comme un interrupteur
moléculaire entre le phénotype d’invasion et celui de survie dans les macrophages (Fig.
3). En effet, PhoP/PhoQ permet I’induction de I’expression du SST3-2 en induisant
I’expression du TCS SsrA/SsrB (19), mais réprime ’expression de SST3-1 en réprimant
I’expression de hil4 (7). PhoP/PhoQ est aussi impliqué dans la régulation de génes
impliqués dans la modification des LPS, dans la survie dans des conditions de
concentration faible en magnésium (Mg*"), dans la résistance aux PA, au pH acide et
aux sels biliaires (82). En conséquence, la mutation de PhoP ou de PhoQ réduit
dramatiquement la virulence de Salmonella dans la souris et diminue son taux de survie

dans les macrophages (63, 149).

PhoQ est la composante senseur de ce systeme et est situé dans la membrane
cytoplasmique. Il a été démontré que PhoQ détecte la présence des cations divalents
Mg®*, Ca** et Mn®" (213). Une grande concentration de Mg’ stimule la fonction
phosphatase de PhoQ, ce qui diminue la phosphorylation de PhoP et par conséquent son
activité (29, 154). Lorsque la concentration de Mg®" devient faible, 1’activité kinase de
PhoQ est rétablie et PhoP devient phosphorylé. PhoP est alors en mesure d’activer ou de
réprimer la transcription des genes qu’il régule en se liant & des séquences répétées au

niveau du promoteur (130). Le SST3-2 est positivement régulé par PhoP et est induit en
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présence de concentration faible (de 1’ordre du micromolaire) de Mg>* (49). Or, la
concentration de Mg>" a Dintérieur des macrophages est de ’ordre du millimolaire
(143). Si PhoP régule positivement le SST3-2 a I’intérieur des macrophages, mais que la
concentration de Mg2+ est trop €levée pour activer la fonction kinase de PhoQ, c’est que
PhoQ doit nécessairement détecter la présence d’une autre molécule. Derniérement, il a
été démontré que la liaison de PA a PhoQ déplace les atomes de Mg?' et rétablit son
activité kinase (6). Ainsi, méme si la concentration de Mgz‘ est élevée, la présence de

PA permet d’activer PhoP et d’induire I’expression du SST3-2.

1.5.1.2. PmrA/PmrB

Le TCS PmrA/PmrB (Fig. 3) est nécessaire pour la résistance au PA et a la toxicité
produite par le Felll (183, 222). Il a été démontré que PmrB répond a la présence de
concentration élevée de Felll par la phosphorylation de PmrA (222). PmrA induit
ensuite la transcription de pmrE et de pmrF (86). PhoP/PhoQ est capable d’activer PmrA

via I’induction de la transcription de pmrD (114).

1.5.1.3. OmpR/EnvZ

Le TCS OmpR/EnvZ (Fig. 3) régule I’expression des porines OmpF et OmpC selon
I’osmolarité. En condition de fortes osmolarité, OmpF est produite préférentiellement
tandis qu’en condition de faible osmolarité, OmpC prédomine (203). Le changement
d’osmolarité est détecté par EnvZ qui phosphoryle OmpR (109). OmpR permet alors

I’expression des génes qu’il régule, dont la capsule Vi (170). Il a aussi été démontré que
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ompR était induit en condition de pH acide et que OmpR contréle la réponse a ’acidité,
mais indépendamment de EnvZ (10). OmpR/EnvZ est responsable de la régulation du
SST3-2 en fonction de I’acidité et de I’osmolarité du milieu (126). De plus, ce TCS
régule aussi I’expression du SST3-1 via HilD et HilC (136). L’acidité de I’estomac
permettrait I’induction du SST3-1 et I’acidité de la vacuole permettrait I’expression du

SST3-2 (184).

1.5.2. SlyA

En 1996, un groupe de recherche affirmait avoir découvert une nouvelle
hémolysine, nommée SlyA, nécessaire a la survie de Salmonella dans les macrophages
(132). Cette affirmation était basée sur deux observations. Premiérement, une souche
AslyA survivait moins bien que la souche sauvage dans les macrophages et était moins
virulente dans la souris. Deuxiémement, I’introduction de s/ly4 dans E. coli rendait cette
bactérie hémolytique sur gélose sang. Il a été démontré par la suite que s/yA4 était requis
pour la survie intracellulaire, mais pas pour I’invasion des cellules M des plaques de

Peyer (45).

La fonction d’hémolysine de SlyA a été mise en doute lorsqu’il a été démontré
que SlyA induisait en fait I’expression de ClyA dans E. coli, ce qui donnait le phénotype
d’hémolyse (164). ClyA est une hémolysine qui forme un pore dans les membranes
(137). SlyA semblait donc avoir un réle au niveau de la régulation génique et
’expression de plusieurs protéines semblait étre régulée par sly4 (27, 198). En fait, SIyA

est nécessaire a l’expression du SST3-2, ce qui explique la baisse de survie
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intracellulaire observée chez la souche Asly4 (133). Plusieurs génes régulés par
PhoP/PhoQ sont aussi régulés par SlyA, incluant le SST3-2 et plusieurs génes impliqués
dans la résistance aux PA (160). Il a été suggéré que SlyA puisse avoir une action de
coactivateur, en étant activé par la liaison a un ligand encore inconnu, ou

d’antirépresseur, en déplagant un répresseur comme H-NS (160).

1.6. Méthode d'identification de génes exprimés in vivo

L’identification des génes induits par une bactérie pathogéne dans des conditions
d’infection permet d’améliorer les connaissances sur les mécanismes de pathogenése et
de découvrir de nouveaux facteurs de virulence. Ainsi, plusieurs méthodes ont été
développées dans ce but. Celles qui sont le plus couramment utilis€ées seront discutées

ci-dessous.

1.6.1. «In Vivo Expression Technology » (IVET)

La technique IVET est basée sur I’identification de promoteurs induits lors de
I’infection et a été utilisée la premiére fois pour étudier Typhimurium dans le modéle
murin de la fiévre typhoide (141). Elle utilise un plasmide suicide qui code pour un géne
essentiel (purA) et un géne rapporteur (/acZ) sans promoteur et une souche mutante pour
le géne essentiel pur4. Une banque de promoteur est construite en clonant des fragments
de génes en amont de purd. Ces promoteurs contrélent donc I’expression de purA et de
lacZ. La banque de plasmides est ensuite transformée dans la souche Apurd. 1l y aura

alors recombinaison entre le promoteur contenu sur le plasmide et la région homologue
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sur le chromosome. La synthése de purine est essentielle pour la viabilité de la bactérie.
La souche ApurA peut pousser sur gélose dans laquelle on ajoute les purines, mais elle
ne peut survivre in vivo. Les promoteurs activeés in vivo permettront de transcrire purA et
de complémenter la mutation, permettant alors la survie in vivo. Les bactéries récupérées
post-infection contiendront donc, en amont de purA4, un promoteur actif in vivo. Il est
ensuite possible d’identifier les promoteurs spécifiquement actifs in vivo en
sélectionnant pour les colonies qui n’expriment pas /acZ. Le séquencgage de la région en
amont de purA, permet d’identifier le promoteur, et par conséquent le géne induit lors de
I’infection. Une variante de cette technique utilise le géne cat au lieu de purA4 qui permet
de résister au chloramphénicol (142). L’animal mode¢le est traité au chloramphénicol, et
les bactéries qui sont récupérées post-infection contiennent un promoteur situé en amont

de cat qui est induit.

Cette technique a comme avantages majeurs d’étre relativement facile a réaliser
et de ne pas nécessiter d’appareil particulier ou de méthode coliteuse. Elle permet
d’identifier des genes induits lors de ’infection, pourvu que I’insertion du plasmide ne
désactive pas un gene essentiel pour I’infection. Dans ce cas, la souche ne pourra pas
étre récupérée et le promoteur ne sera pas identifié, ce qui est un désavantage non
négligeable. De plus, un promoteur activé transitoirement, par exemple au début de
I’infection seulement, ne permettra pas de complémenter la mutation de pur4 tout au
long de I’infection et ce promoteur ne pourra pas étre identifi€é puisque la bactérie ne
survivra pas. Enfin, cette technique ne permet pas d’identifier globalement tous les
genes induits in vivo puisqu’elle repose sur le séquencage des bactéries isolées post-

infection.
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Cette technique a été utilisée avec succés pour étudier diverses bactéries
pathogenes. Elle a été utilisée pour étudier Typhimurium dans le modéle murin de fiévre
typhoide et des régulateurs (phoP et pmrB), des génes impliqués dans le transport de
métaux (mgtAB, fhuAd et entF) et quelques geénes sans fonction connue ont été identifiés
(36, 96). La technique a aussi été appliquée pour étudier Klebsiella pneumoniae dans un
modele murin (121), Actinobacillus pleuropneumoniae dans un modele porcin (66) et

Escherichia coli dans un modéle murin (117), entre autres.

1.6.2. « Signature-tagged mutagenesis » (STM)

La méthode STM a été mise au point pour pouvoir tester simultanément une
grande quantité de mutants (98). Les mutants sont produits par I’insertion de transposons
qui ont chacun une étiquette composée d’une séquence unique placée entre deux
séquences connues, pour pouvoir amplifier 1’étiquette par PCR. Ainsi, chaque mutant
peut étre identifié par immunobuvardage de Southern en utilisant la séquence de
I’étiquette comme sonde. En comparant le profil d’hybridation de la banque de mutant
avant et apres infection, il est possible d’identifier les mutants qui n’ont pas survécu.
Apres clonage de la région d’ADN contenant le transposon, il est possible d’identifier le
gene muté par séquencage. Cette technique a été utilisée pour la premiere fois pour
trouver des mutants de Typhimurium incapable de survivre dans la souris (98). Plusieurs
facteurs de virulence connus ont été identifiés, y compris des génes du SPI-2, ce qui

confirme I’utilité de la technique.
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En théorie, cette technique peut identifier tous les génes essentiels a la survie de
la bactérie lors d’infection, a condition que la banque de mutant soit assez complexe. Par
contre, puisque I’identification est basée sur la technique de I’immunobuvardage de
Southern et du séquengage, qui ne sont pas des méthodes a haut débit, le nombre de
genes identifiés est limité. Pour palier & ces problémes, STM a été utilisé en conjonction
avec les biopuces (voir section 1.6.4) (190, 191). Cette variante, appelée TraSH, utilise
des transposons contenant le promoteur pour la polymérase a ARN T7 dirigé vers
I’extérieur. Il est donc possible de transcrire I’ADN entourant le transposon et de
marquer I’ARN obtenu avec des fluorochromes. L’ ARN marqué est ensuite hybridé aux
biopuces. Le signal obtenu avec I’ADN de la banque de mutants récoltés avant et apres
infection est comparé pour identifier les génes qui, lorsque mutés, ne permettent pas au
mutant de survivre lors de I’infection. Cette méthode a été utilisée pour identifier les
genes nécessaires a 1’infection de macrophages murins et a 1’infection de la souris par
Typhimurium (30). Elle a aussi ét€ utilisée pour identifier les génes nécessaires a
I’infection persistante de la souris par Typhimurium (124). Ces deux études ont utilisé

les lignées de souris BalB/c et 129sv respectivement (voir section 1.4).

1.6.3. « Selective Capture of Transcribed Sequences » (SCOTS)

La technique SCOTS a été développée pour identifier des génes de
Mycobacterium tuberculosis exprimés lors de I’infection de macrophages humains en
culture (80). D’une fagon générale, cette technique repose sur la capture spécifique des
transcrits bactériens (Fig. 6). L’ARN total est d’abord isolé et converti en ADNc en

utilisant des amorces étiquettes (conserved primer). La partie 3° est un nonamére
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aléatoire tandis que la partie 5’ est une séquence connue qui n’a pas d’homologie dans le
génome des especes a 1’étude et qui sert a étiqueter les transcrits. Ainsi, la conversion de
I’ARN en ADNc se fait de fagon aléatoire et ajoute la séquence étiquette a4 chacun des
transcrits. Les transcrits peuvent ensuite étre amplifiés par PCR en utilisant comme
amorce la séquence étiquette. Une fois que ’ADNCc est synthétisé, il s’agit de capturer
les transcrits bactériens et de se débarrasser des transcrits eucaryotes et des transcrits
bactériens codant pour I’ARN ribosomal (ARNr). Pour y arriver, de I’ADN génomique
(ADNg) de la bactérie est biotinylé et pré-hybridé (bloqué) avec un excés d’ADN
ribosomal cloné (ADNr). Vient ensuite 1’étape de capture, ou I’ADNg ainsi préparé est
hybridé avec les ADNc provenant de I’infection. Seuls les ADNc bactériens pourront
s’hybrider a ’ADNg. Les ADNc codant pour ’ARNr ne seront pas récupérés puisque
les zones homologues sur I’ADNg sont déja occupées par I’ADNr. Les hybrides ADNc-
ADNg sont ensuite récupérés a I’aide de billes magnétiques couvertes de streptavidine.
Les ADNCc sont ensuite €lués et amplifiés par PCR. Deux autres rondes de capture sont
par la suite effectuées pour s’assurer de maximiser la diversité au niveau des transcrits
bactériens et pour se débarrasser des transcrits eucaryotes et de ceux codant pour
I’ARNr. Les ADNc ainsi obtenus sont alors clonés et séquencés, permettant donc

d’identifier les génes bactériens exprimés pendant 1’infection.

Il est aussi possible d’enrichir les ADNc obtenus par SCOTS. La méthode
d’enrichissement consiste a effectuer un second SCOTS en commengant avec les ADNc
obtenus du premier SCOTS. Par contre, pour le second SCOTS, I’ADNg sera bloqué
avec, par exemple, les ADNc obtenus par SCOTS a partir d’une autre condition. Ainsi,

pour identifier des génes exprimés seulement in vivo, les ADNc obtenus a partir d’une
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condition in vitro devront étre utilisés. Cette approche a été utilisée pour identifier des
genes de Typhi exprimés différemment dans les macrophages humains et dans le milieu
de culture des macrophages (44). Dozois et coll. (54) ont utilisé la technique
d’enrichissement pour identifier les génes d’une souche d’E. coli pathogéne aviaire
exprimé pendant I’infection de poulet, mais absent dans le génome d’une souche de E.
coli K-12 incapable de causer d’infection chez le poulet. Dans cette étude, I’ADNg de F.
coli pathogene aviaire a été bloqué avec I’ADNg de E. coli K-12. Une qualité
appréciable de SCOTS est sa grande versatilité, ce qui permet de 1’utiliser pour répondre

a des questions diverses comme celles décrites ci-dessus.

L’avantage majeur de SCOTS est que cette technique ne requiert pas de
modification génétique de la bactérie étudiée, contrairement a IVET et a STM. De plus,
elle ne requiert pas de modification des modéles d’infection utilis€és habituellement,
puisque la quantité de bactéries requise est faible. Par contre, elle ne permet pas
d’obtenir une vue globale des facteurs de virulence exprimés pendant I’infection puisque
I’identification est basée sur le séquencage des ADNc clonés. Une alternative possible
pour contourner ce probléme serait d’hybrider les ADNc obtenus par SCOTS a des
biopuces pour identifier globalement les génes exprimés pendant I’infection. Cette
méthode a été utilisée pour identifier les génes de Helicobacter pylori exprimés pendant
I’infection de la muqueuse gastrique (81). Les ADNc obtenus apreés capture ont été
hybridés a des biopuces sur membrane. Bien que ce type de biopuces ne permet qu’une
analyse qualitative des résultats, cette étude a démontré D’efficacité de capture et

d’amplification de SCOTS, puisque 70 % des génes étaient détectés.
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1.6.4. Biopuces

Toutes ces méthodes ont leurs avantages et leurs inconvénients, mais une seule,
la méthode des biopuces, permet d’obtenir un portrait global des génes induits lors de
Pinfection. Cette méthode permet la quantification relative des transcrits exprimés. Tous
les génes de la bactérie a 1’étude sont préalablement déposés sur une lame de verre et
servent de sonde. Le principe de base est I’hybridation compétitive sur cette lame des
transcrits obtenus d’une condition test et d’'une condition contréle marqués avec des
fluorochromes différents. Le signal des transcrits hybridés a chaque sonde est ensuite
quantifié et analysé. Initialement, la technologie des biopuces a été appliquée au monde
bactérien pour €tudier 1’expression génique dans des conditions in vitro qui mime des
conditions environnementales retrouvées pendant I’infection (38). Par exemple, la
réponse globale de Typhi au stress oxydatif produit par le peroxyde d’hydrogéne a été
étudiée (173). Par contre, il y a trés peu d’études de transcriptome avec des bactéries
pathogénes dans des conditions in vivo puisque les biopuces requiérent I’obtention d’une
grande quantit¢ d’ARN de trés bonne qualité exempte de contamination d’ARN
eucaryote (101). Ceci est compliqué par la nature instable de I’ARN bactérien et par la
rapidité a laquelle les bactéries adaptent leur profil d’expression aux nouvelles
conditions rencontrées (38). De ce fait, ’ARN doit étre rapidement stabilisé pendant
’extraction, ce qui s’avére difficile dans le cas de bactérie intracellulaire (38). De plus,
I’ARN bactérien est composé en grande partie d’ARNr (85%) et I’ARN eucaryote est
beaucoup plus abondant que I’ARN bactérien dans des conditions d’infection (38). Ceci
a pour effet de diminuer considérablement le signal obtenu aprés hybridation aux

biopuces.
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Pour contrer ces probléemes, ’ARN peut étre obtenu a partir de conditions qui
minimisent le contact avec les cellules de I'hdte et qui favorisent une grande
récupération de bactéries. Dans ces conditions, une bonne quantité d’ARN bactérien
peut étre extraite tout en diminuant significativement la contamination par I’ARN
eucaryote. Ainsi le transcriptome de Vibrio cholerae a été caractérisé en isolant I’ARN
de selles de patients infectés (148) et celui de E. coli uropathogéne (UPEC) a été obtenu
a partir de bactéries présentes dans 1’urine de souris infectées (197). Bien que ce genre
d’approches permettent d’identifier de nouveaux facteurs de virulence, certains
problémes au niveau de la pertinence biologique de la condition choisie peuvent étre
soulevés. Dans les deux cas, les bactéries qui sont présentent dans I’urine ou dans les
selles se sont détachées de I’épithélium de 1’héte. Ainsi, leur profil d’expression peut
étre différent de celui des bactéries qui sont en contact intime avec les cellules de I’héte.
Le méme genre d’objection peut étre soulevé dans le cas o I’ARN est obtenu a partir de
bactéries situées dans des chambres a dialyse implantées dans 1’animal modéle. Cette
méthode a €té utilisée pour obtenir le transcriptome de Borrelia burgdorferi (181). Dans
ce cas, les bactéries ont seulement accés aux molécules solubles de 1’héte. Ainsi, le
transcriptome refléte la réponse bactérienne a la présence de ces molécules et non au
contact des cellules de 1’hote. Cette approche a aussi été utilisée pour comparer
I’expression de systémes de transport du fer de Staphylococcus aureus dans des

conditions de concentration faible en fer in vitro et dans des chambres a dialyse in vivo

3).
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Pour étudier le transcriptome de Typhimurium dans les macrophages murins, la
méthode de lyse différentielle a été développée (58). Il s’agit dans un premier temps de
lyser les cellules de 1I’héte sur glace dans une solution qui stabilise I’ARN. Les bactéries
sont ensuite récupérées et lysées a leur tour pour en extraire I’ARN qui est exempt
d’ARN eucaryote. Par contre, méme avec cette méthode, trés peu d’ARN bactérien peut
étre récupéré. Les chercheurs ont donc eu recours a une quantité élevée de cellules en
culture, une forte dose d’infection (100 bactéries par cellule) et ont dii opsoniser les
bactéries pour optimiser leurs entrées dans les phagocytes. Ainsi, bien que les bactéries
soient dans ce cas en contact intime avec les cellules de 1’hdte, comme lors d’une
véritable infection, la forte dose d’infection ne refléte pas les conditions normales
d’infection. De plus, il est impossible d’appliquer cette méthode a des conditions ou le
matériel biologique est limité. Dans le cas d’une bactérie pathogéne pour laquelle un
modele animal est utilisé, il est toujours possible de combiner I’ARN obtenu de
plusieurs animaux. Ce genre d’approche a été utilisé pour obtenir le transcriptome de
Mycobacterium tuberculosis lors de I’infection pulmonaire de la souris (202). Cent
souris infectées ont été nécessaires pour chaque temps étudié, ce qui s’avére laborieux,

cotliteux et éthiquement discutable.

Pour augmenter la quantité de transcrits bactériens, une alternative possible serait
d’utiliser une méthode d’amplification. Dans le cas d’études portant sur le transcriptome
eucaryote, les transcrits sont généralement amplifiés grace a la polymérase a ARN T7 en
utilisant des amorces poly dT, puisque les transcrits eucaryotes sont polyadénylés (189).
Malheureusement, les transcrits bactériens sont généralement peu ou pas du tout

polyadénylés et il est donc impossible d’utiliser directement cette approche. Il est
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envisageable d’ajouter une séquence poly A aux transcrits bactériens pour pouvoir les
amplifier de cette fagon. Par contre, les transcrit eucaryotes seront amplifi€s eux aussi,

ce qui ne changerait rien au probléme.

1.7. Problématique et objectifs

Le modele murin de la fievre typhoide est utilis€é pour identifier les génes
nécessaires a I’infection systémique par Salmonella, comme expliqué a la section 1.4. En
fait, ce modele permet d’étudier les génes nécessaires a 1’infection systémique de la
souris par Typhimurium. Ce sérovar cause chez I’homme une infection localisée qui est
bien différente de I’infection systémique causée par Typhi. La capacité de Salmonella a
causer une infection systémique semble étre reliée & la capacité de survivre dans les
macrophages de I’hdte. Ainsi, 11 a ét€ démontré que Typhi survit mieux dans les
macrophages humains tandis que Typhimurium survit mieux dans les macrophages
murins (193). Cette différence pourrait étre expliquée par I’utilisation de facteurs de
virulence spécifiques a chacun de ces sérovars. Cette possibilité est appuyée par le
séquencage du génome de Typhi et de Typhimurium qui a permis d’identifier 601 génes

uniques a Typhi (146, 167).

L’hypothese principale de cette thése est que les génes supplémentaires de Typhi
(absent de Typhimurium) pourraient étre impliqués dans la capacité de Typhi d’infecter
I’homme de fagon systémique. Puisque 1’étape de survie dans les macrophages semble

étre cruciale pour I’établissement d’une infection systémique, les génes uniques de
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Typhi, exprimés lors de I’infection de macrophages humains, pourraient étre des facteurs

de virulence.

L’objectif premier de cette thése est donc d’identifier les génes uniques de Typhi
exprimés lors de l'infection de macrophages humains. Nous avons dans un premier
temps utilis¢ SCOTS pour capturer les génes uniques de Typhi (absent chez
Typhimurium) exprimés lors de I’infection de macrophages humains. Cette méthode
n’étant pas exhaustive, comme expliqué a la section 1.6.3, nous avons voulu, dans un
deuxiéme temps, utiliser les biopuces pour identifier globalement les génes exprimés par
Typhi durant I’infection de macrophages. Par contre, la technique des biopuces requiert
une grande quantité de transcrits, comme expliqué a la section 1.6.4. Malheureusement,
dans les conditions normales d’infection de macrophages humains, la quantité de
transcrits bactériens disponibles est trop faible pour permettre 1’utilisation de biopuces.
La technique SCOTS permet d’amplifier les transcrits bactériens tout en rejetant les
transcrits eucaryotes et ne demande pas de modification au modéle d’infection
couramment utilis€¢ (80). L’utilisation de SCOTS en conjonction avec les biopuces

devrait permettre de résoudre les problémes mentionnés ci-haut.

L’objectif second de cette thése est d’identifier de nouveaux facteurs de
virulence propres a Typhi. Les génes uniques & Typhi exprimés dans les macrophages
pourraient étre impliqués dans la virulence de Typhi et dans son interaction avec les
macrophages humains. L’implication de certains des génes identifiés sera caractérisée.
Le choix des génes & étudier sera basé sur leur homologie a des facteurs de virulence

connus et sur leur profil d’expression. L’implication de ceux-ci dans la pathogenése de
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Typhi sera d’abord étudiée en les retirant du génome et en évaluant les interactions des

souches ainsi mutées avec les macrophages humains, comparées a la souche sauvage.

1.8. Figures

Figure 1 : Pathogenése de Typhi

V' =
)

Ingestio

= Excréti
- crétion

Cellule
intestinale

Vésicule biliaire\

{éj? Macrophage

{:} Neutrophile

Q Cellule B
e O CelluleT

Moelle osseuse Rate .
i:} Cellule dendritique



44

Figure 2 : Systéme de sécrétion de type trois (SST3) impliqué dans la survie dans

les macrophages.
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Figure 3 : Quelques systémes a deux composantes de Salmonella.
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Figure 4 : Composition de la capsule Vi.
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Figure 5 : Modéles de Pinteraction des peptides antimicrobiens avec 1a membrane

bactérienne.
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Figure 6 : Selective Capture Of Transcribed Sequences (SCOTS)
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Préface au Chapitre 2

La premiere approche utilisée afin d’identifier des génes uniques a Typhi
exprimes lors de I’infection de macrophages humains est basée sur I’utilisation de la
méthode SCOTS avec une étape d’enrichissement. Pour plus de clarté, la procédure
expérimentale utilisée est schématisée a I’annexe Al. Cette application de SCOTS a
permis d’identifier 36 génes uniques a Typhi, exprimés lors de I’infection. Ces résultats
ont été publiés dans le journal « Infection and Immunity » sous forme de note. De ce
fait, le corps de ’article n’est pas divisé en section. Les résultats contenus dans la figure
2 ont été analysés par la suite avec le logiciel Tigr MeV pour produire une figure en

couleur qui permet une meilleure visualisation des résultats (annexe A2).

Les expériences décrites dans cet article de méme que 1’écriture du manuscrit ont
été¢ effectuées a parts égales par moi et France Daigle. Les fonds nécessaires a ce projet

ont été fournis Roy Curtiss III et France Daigle.
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ABSTRACT

Thirty-six Salmonella typhi-specific genes, absent from the S. fyphimurium genome, that
were expressed in human macrophages, were identified by selective capture of
transcribed sequences (SCOTS). These genes are located on 15 unique loci of the S.
typhi genome, including pathogenicity islands (SPI-7, SPI-8 and SPI-10) and

bacteriophages (ST15, ST18 and ST35).

TEXT

Salmonella enterica is composed of more than 2400 serovars that can infect
humans and a great diversity of mammals, birds, and reptiles (17). Some Salmonella
serovars are closely related genetically but differ in their host range. For example,
Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) is the etiologic agent of typhoid fever, and
is a host-adapted serovar that is specific for humans, whereas S. enterica serovar
Typhimurium (S. typhimurium) is a broad-host range pathogen. Since there is no animal
model to study S. #yphi pathogenicity, little is known about the specific factors
contributing to its ability to cause typhoid fever and its adaptation to the human host.
Consequently, what is known about S. #yphi pathogenicity has been largely extrapolated
from studies of S. #yphimurium infections in mice. Although S. typhi and S. typhimurium
serovars share many virulence properties, each serovar causes a distinct type of disease
in humans. S. #yphi is associated with systemic infections, whereas S. typhimurium is
usually associated with a localized gastroenteritis. The complete genome sequences of S.

typhi strains CT18 and Ty2 and S. typhimurium strain LT2 are now available (7, 21, 23).
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There are significant differences between S. typhi and S. typhimurium, and unique
regions of S. typhi DNA are scattered along the chromosome. Such unique regions can
be single genes or groups of gene blocks (up to 100 genes). There are 601 genes (13.1 %
of the S. #yphi genome) in 82 regions that are unique to S. fyphi CT18 compared with S.
typhimurium LT2 and 479 genes (10.9 % of the S. typhimurium genome) that are unique
to S. typhimurium compared to S. typhi (21). Gene clusters unique to particular bacteria
are likely to contribute to adaptation to particular environments or host niches, and may
contribute to pathogenicity. Thus, we can consider that S. #yphi possesses unique genetic
information that may be important for systemic spreading and survival in the human

host.

As survival within macrophages is an essential step for Sa/monella pathogenesis
(10), we have used selective capture of transcribed sequences (SCOTS) (6, 14) to
identify genes expressed by S. typhi within macrophages (6, 14). In order to obtain
sequences unique to S. typhi (absent from the S. typhimurium genome), we have used an
additional strain-specific enrichment step as was previously described to identify in vivo
expressed pathogen-specific genes from avian pathogenic E. coli (8). The human
macrophage-like cells, derived from the monocyte cell line THP-1 (ATCC TIB-202),
were infected with S. #yphi ISP1820 as described previously (5, 6). The infected
monolayers were lysed 2 h post-infection by addition of TRIzol (Invitrogen) and RNA
was prepared according to the manufacturer’s instructions. A 5 pg sample of RNA was
1solated from infected macrophages or other growth conditions, was treated with RNase-
free DNase, and was reverse transcribed by random priming (6, 11). Three rounds of

bacterial cDNA capture were done as described previously (5, 6, 14). The cDNA
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mixtures obtained following SCOTS were used as probe templates or for competitive
hybridization enrichment. The cDNA enrichment for S. #yphi-specific sequences was
obtained by using an excess (10 ug) of genomic DNA from S. typhimurium strain

SL1344 as described previously (8). cDNAs were then cloned after 3 rounds of this

competitive hybridization enrichment using the Original TA Cloning® kit (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. Cloned inserts were sequenced at our
sequencing facility. Database searches and DNA and protein similarity comparisons
were carried out with the BLAST algorithms (1) available from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI). We sequenced 60 clones, corresponding to 45
different genes and 36 of these clones corresponded to distinct genes that are specific to

S. typhi.

S. typhi-specific genes. We identified 36 genes expressed intracellularly by S.
typhi that are absent from S. typhimurium (Table 1). The genomic location of the 36
genes was analyzed and 15 distinct regions, ranging from 0.8 kb to 134 kb, containing at
least 2 S. typhi-specific genes per locus were identified (Table 1). SCOTS identified
serovar Typhi-specific regions as small as 0.8 kb in length. Blast comparisons with
microbial genomes (including unfinished genomes) at NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi) were also performed to verify the
presence of the regions in ten Salmonella strains from different serovars that have been
or are currently being sequenced. Strains in the genome databases included S. typhi

strains CT18 (7) and Ty2 (21); S. typhimurium strains LT2 (23), DT104 (Sanger
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Institute), and SL1344 (Sanger Institute); S. dublin (University of Illinois at Urbana-
Champaign); S. enteritidis LKS (University of Illinois at Urbana-Champaign); S.
bongori 12419 (Sanger Institute); S. paratyphi A strain ATCC9150 (Washington
University), and S. paratyphi B strain SPB7 (Washington University). Seven regions
were present only in both S. #yphi strains and 5 regions were present in S. typhi and S.
paratyphi (Table 1). An extensive data set of gene distributions among a diversity of 79
Salmonella strains (25) was also used to determine the distribution of the genes

identified by SCOTS in Sa/monella species (Table 1).

Hybridization profiles. Expression of the identified genes in other growth
conditions was verified. S. fyphi cDNAs were obtained by 3 rounds of SCOTS from
bacteria grown in vitro in Luria-Bertani (LB) broth (log phase), or overnight in tissue
culture medium (complete RPMI), or following infection of THP-1 human macrophages
for 2 h and 24 h (T2, T24) or RAW264.7 murine macrophages for 2 h and 24 h (R2,
R24). These cDNAs were then used as probes against the 36 S. #yphi-specific genes by
Southern blotting, using Dig High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II
(Roche Diagnostics). The hybridization signals for each gene product were quantified by
densitometry. SCOTS-cDNA was previously used as a probe hybridized to a membrane
array to investigate global gene transcription by Helicobacter pylori (15). The
hybridization results from the different experiments were clustered together using
default parameters of Hierarchical clustering (HCL) from TIGR MeV (27) (Fig. 1). The
hybridization profile experiments using infection of murine macrophages (R2 and R24)
were closer to the in vitro experiments (LB and RPMI) than to the experiments using

human macrophages (T2 and T24) (Fig. 1). This could be because of the host-restricted
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phenotype of S. typhi or because only S. typhi-specific genes were analyzed or because
many of the S. #yphi genes expressed in human macrophages are repressed both in LB
and murine macrophages. Three major hybridization profiles for the S. typhi-specific
genes were obtained: 1) 14 genes exhibited a weaker hybridization signal when using the
cDNA probes from infected murine macrophages (Fig. 2A); 2) 11 genes exhibited an
equal signal in both macrophages (Fig. 2B); and 3) 6 genes exhibited a weaker
hybridization signal when using the T2 and T24 cDNA probes from infected human
THP-1 macrophages (Fig. 2C). Hybridization patterns of the five remaining genes
(STY0207, STY1635, STY2026, STY2732, and STY3695) did not correspond to the

three main hybridization profiles.

SPIs and prophages. Among the S. #yphi-specific sequences, 25 genes were
located on Salmonella pathogenicity islands (SPIs) or prophage-like elements (Table 1).
It 1s clear that pathogenicity islands such as SPIs (20) as well as phage (2) contribute to
strain- or serovar-specific genomic differences, and the evolution and virulence of
bacterial pathogens. Sixteen of the S. typhi-specific genes identified are located on SPIs
7, 8 or 10. SPI-7 is a 134 kb region of mosaic structure (22, 24) and 14 identified genes
are located on SPI-7. Seven of these genes belong to a putative DNA transfer system
(Table 1) and 2 genes, STY4654 (vexB) and STY4656 (tviE), are part of the viaB locus,
which encodes the Vi capsule. The Vi capsule seems to play a role in reducing early
inflammatory responses from intestinal epithelial cells during infection with S. typhi
(28). Similarly, the viaB locus may also influence the macrophage host response, as Vi
contributes to survival of S. #yphi within human macrophages (16). We observed a

weaker hybridization signal for the vexB and tviE from cDNA probes derived from S.
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typhi infected murine macrophages than in cDNA probes obtained from infected human
macrophages (Fig 2A). Thus, the Vi capsule may play a role in host-specificity. In our
previous studies, we have also identified genes tviB and vexA of the viaB locus, to be
expressed in human macrophages (5). Hybridization signals for SPI-7 genes were
always detected in human macrophages (Fig. 2A-B). We identified 10 genes encoded by
four different prophage-like elements, ST15, ST18, ST35 and SopEst. Five of these
genes were located on ST18, including STY2005, which codes for a hypothetical protein
with a conserved GGDEF domain. The GGDEF domain is involved in signal
transduction of virulence genes (12) and represents a protein family involved in the
regulation of the production of cellulose and biofilms in S. typhimurium (13). The
bacteriophage SopEsr is located within SPI-7 (see above) and one gene, apl, was
identified by SCOTS. In bacteriophage 186 of E. coli, apl encodes a stress response
protein that is both a repressor of cI and an excisionase (26). This may reflect that inside
the macrophages, bacterial as well as lysogenic phage or phage-related genes respond to
many stress conditions. It was previously demonstrated that phage induction in vivo was
necessary for expression of virulence factors encoded by phage such as the Shiga toxin

(32, 33).

Fimbriae- and pili-encoding genes. Sa/monella contain a number of putative
fimbriae- and pili-encoding systems (19). However, overall, little is known about
function or the conditions under which these putative structures are expressed, their role
in virulence and their possible relationship to bacterial host-adaptation. By using
SCOTS, we have identified genes encoding two putative fimbriae, Sta and Stg, and a

type IV pilus system expressed inside human macrophages. STY3920 (szgC) contains a
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premature stop codon that disrupts the expected ORF encoding for the usher and is
therefore considered a pseudogene in S. #yphi strain ISP1820 (data not shown) and other
S. typhi strains (31). The Sta and Stg fimbriae were present in all S. fyphi strains tested,
and demonstrated a scattered distribution within Salmonella serovars (Table 1). The type
IV pili encoded by the S. typhi pil operon is located on SPI-7 (see above). Type 1V pili
of S. nyphi facilitate bacterial entry into human intestinal epithelial cells and mediate
binding to the host cell cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. The
STY4539 (pilL) gene did not hybridize with ¢cDNA probes from inside murine
macrophages (Fig. 2A). Some adhesins, such as thin aggregative fimbriae encoded by
the agf (csg) genes, and plasmid-encoded fimbriae (Pef), were previously shown to be
expressed during S. typhimurium infection of macrophages (9). It is currently unknown
whether production of either fimbriae or pili by an intracellular pathogen such as S. typhi

when inside host cells confers a specific advantage for virulence or host-specificity.

Other unique regions. Two putative transposases, STY0115 and STY4848
(SPI-10) were identified by SCOTS. These two transposases were detected
constitutively (Fig. 2B). In S. typhimurium, some transposases such as tnp4, STM1860
and STM2904, are also expressed intracellularly (9). Regulation of transposases is not
well understood to date and their expression may reflect the bacterial growth state (4).
However, a putative transposase, gip4, encoded on phage Gifsy-1 of S. typhimurium,
enhances growth or survival of S. fyphimurium in the Peyer’s patches of the murine
small intestine (29). Putative regulatory proteins encoded by STY3845 and STY4412,
encoding for a putative regulator related to CopG and DeoR respectively, were

identified. STY4221 is located on a 6 kb region and encodes a putative aminotransferase
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that shows identity with a hemolysin of Treponema denticola (3). We have identified
two out of three ORFs (STY3948 and STY3950) in a 3 kb region that encodes
hypothetical proteins that are conserved in some Vibrio spp. In S. typhi, this locus is
inserted in the region corresponding to the galactonate, dgo operon, in S. typhimurium

which is absent from the S. fyphi genome.

Despite the powerful genomic and bioinformatic tools available to us, we
currently have a limited understanding of the molecular basis of infectious diseases. The
availability of complete sequences of numerous bacterial pathogens or serovars
combined with functional genomics will be invaluable in to further understand the in
vivo expression of bacterial genes and mechanisms of bacterial pathogenesis. Genome
comparison of Salmonella serovars Typhi and Typhimurium identified 601 S. typhi-
specific genes (23). In this report, we were able to determine that 36 S. #fyphi-specific
genes were expressed during macrophage infection. The majority of the S. typhi-specific
genes were located on SPIs and phages, which is not surprising, as these elements are
horizontally acquired or transferred (2, 20). Some of the putative proteins identified in
this study, that are located on SPIs, phages or chromosome, may represent new effector
proteins or fitness factors. In S. fyphimurium, several type IIl effector proteins are
encoded by prophages, such as SopE, or encoded by SPIs, such as SipA-D (SPI-1),
SseA-G (SPI-2), or are located on small regions disperse throughout the chromosome,
such as SopA, SopD and SifA (18, 34, 35). Further characterization is needed to
determine the contribution of these S. #yphi-specific genes to pathogenesis. By using
SCOTS, we have been able to identify in vivo expressed genes unique to a specific

pathogen. This kind of data can not be obtained with the sole comparison of genome and
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this is why functional genomic approaches such as SCOTS represent a very powerful

tool to better understand bacterial pathogenesis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Dendogram presenting the hierarchical clustering of S. #yphi-specific gene

expression in different growth conditions as determined by hybridization with SCOTS

cDNA probes. Signal intensities were background subtracted and normalized to the
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[S200 control. The log (base 2) of this ratio was used for hierarchical clustering and

graphical representation.

Figure 2. Relative expression levels of S. #yphi-specific genes under different growth
conditions (see Fig. 1 for details). A) Genes with signal intensity greater in THP-1 than
in RAW264.7. B) Genes with signal intensity equal in both macrophages. C) Genes with

signal intensity lower in THP-1 than in RAW264.7.



TABLE 1. Unique ORF identified
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Class ORF Gene and/or possible Locus (size, Kb) Presence
function
BLAST® Array”
SPI-7 STY4521-4680 Ty Ty",
(134) Du’, Pa°
STY4526  hypothetical protein
STY4530 rtopB, topoisomerase B
STY4534  hypothetical protein
STY4536  ssb, single strand
binding protein
STY4539  pilL, putative exported
protein
STY4573  hypothetical protein
STY4574 hypothetical protein
STY4589 hypothetical protein
STY4643  apl, Phage regulatory  prophage SopEsr
protein,
STY4650 yjhP, hypothetical
protein
STY4654  vexB, Vi
polysaccharide export
STY4656  wiE, Vi polysaccharide
biosynthesis
STY4664  putative DNA helicase
STY4669 putative membrane
protein
SPI-8 STY3280 bacteriocin fragment STY3273-3292 Ty, Pa Ty, Ag,
@) Pa, Sf
SPI-10 STY4848 putative transposase STY4821-4853 Ty, Pa Ty, Pa,
(33) Ja®,
Prophage
ST15 STY1635 putative bacteriophage  STY1591-1643 Ty Ty*

STY 1643

protein
min DNA-invertase

(34)



ST18

ST35

Fimbriae

Regulator

Other

STY2005

STY2016

STY2020

STY2022

STY2026

STY3663

STY3695

STY0206

STY0207

STY3920

STY3845

STY4412

STYO0115

STY2732

STY3068

STY3948

STY3950
STY4221

conserved hypothetical
protein

putative bacteriophage
protein

putative bacteriophage
protein

putative exported
protein

putative bacteriophage
protein

hypothetical protein
pin, DNA-invertase

staB, chaperone protein

staA, fimbrial protein
stgC , usher
yiiF, CopG family

DeoR family

putative IS transposase

conserved hypothetical
protein

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

putative
aminotransferase

STY2003-2077
(49.3)

ISP1820 : A2038-

2077

STY3658-3706
(35)

STY0201-0207
“4.7)

STY3918-3922
)

STY3844-3845
(0.8)
STY4412-4415
“4)

STYO0114-0115

(1.6)
STY2731-2732

2.5)

STY3064-3071

©)
STY3948-3950

3)

STY4216-4222
(6)

Ty

Ty

Ty

Ty

Ty, Pa

Ty, Pa,
En, Du

Ty

Ty, Pa,
Bo, En,
Du

Ty, Pa

Ty, Bo

Ty, Pa
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Ty®, Cs°,
Pa, Pc®

Ty,
Du®®
Moc’c’

Ty, Sed,
Mo, Or

Tyd, Sed,
Dud, En¢

Ty, Pa,
Ja

Ty, Pa,
Du, En,
Ga, Ja,
Me, Mo,
Mu, Or,

Ty, Pa,
Ag, Mu
n.a.

Ty, Pa,
Se, Sf
Ty, Bo,
Ag, Se,
St,

Ty, Pa
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Ag: S. agona, Bo: S. bongori, Cs: S. choleraesuis, Du: S. dublin, En: S. enteritidis, Ga:
S. gallinarum, Ja: S. java, Me: S. muenster, Mo: S. montevideo, Mu: S. muenchen, Or: S.
oranienburg, Pa: S. paratyphi A, Pc: S. paratyphi C, Se: S. sendai, ST: S. senftenberg,
Ty: S. typhi,

n.a.: not available

?Include unfinished genome (see text)

b Microarray data from {Porwollik, 2004 #312}. Indicated serovars that presence was in
all strains tested from the same serovar.

¢ Microarray data from {Thomson, 2004 #318}

4 Southern blot hybridization from {Townsend, 2001 #307}

® Full-length region not present in all isolates tested
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Préface au Chapitre 3

La suite logique du premier article est de caractériser certains des génes identifiés
par SCOTS. Le gene stgC de ’opéron fimbriaire stg a été capturé (Chapitre 2). Il est
donc exprimé dans les macrophages et absent dans le génome de Typhimurium. Puisque
le réle des fimbriae spécifiques a Typhi n’a pas été caractéris€ pendant ’infection,
I’implication de 1’opéron fimbriaire stzg dans la pathogenése de Typhi a été évaluée. Cet

article a été accepté pour publication dans le journal « Infection and Immunity ».

Les expériences décrites dans cet article ont été effectuées par Chantal Forest,
moi-méme et Katherine Poirier. J’ai aussi supervisé les expériences réalisées par mes
collégues. Sébastien Houle, Charles M. Dozois et moi-méme sommes responsables de la
microscopie électronique. France Daigle a €crit le manuscrit. Tous les coauteurs ont

révisé le manuscrit. Les fonds nécessaires a ce projet ont été fournis par France Daigle.
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ABSTRACT

Salmonella serovars contain a wide variety of putative fimbrial systems that may
contribute to colonization of specific niches. Salmonella enterica serovar Typhi is the
etiologic agent of typhoid fever and is a pathogen specific to humans. In a previous
study, we identified a gene, STY3920 (stgC), encoding the predicted usher of the stg
fimbrial operon, that was expressed by Typhi during infection of human macrophages.
The stg genes are located in the g/imS-pstS intergenic region in Typhi and certain E. coli,
but are absent in other Salmonella enterica serovars. We cloned the stg fimbrial operon
into a nonfimbriated E. coli K-12 strain and into Salmonella enterica serovar
Typhimurium. We have demonstrated that the stg fimbrial operon contributed to
increased adherence to human epithelial cells. Transcriptional fusion assays in serovar
Typhi suggest that stg is preferentially expressed in minimal medium. The deletion of
stg reduced adherence of Typhi to epithelial cells. However, the deletion of szg increased
uptake of Typhi by human macrophages and its overexpression in Typhi and
Typhimurium reduced phagocytosis by human macrophages. These strains survived
inside macrophages as well as the wild-type parent. Although the stgC gene contains a
premature stop codon that disrupts the expected ORF encoding the usher, and is
therefore considered a pseudogene, our results show that the stzg operon may encode for
a functional fimbriae. Thus, this Typhi-specific fimbrial operon contributes to
interaction with host cells, and further characterization will be important to understand

the role of the stg fimbrial cluster in typhoid pathogenesis.
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INTRODUCTION

The genus Salmonella is composed of two species, Salmonella bongori and Salmonella
enterica. Salmonella enterica comprises more than 2400 serovars (11) and has been
classified into seven subspecies (19). Subspecies I contains serovars Typhi and
Typhimurium and most of the serovars that cause diseases in humans and other warm-
blooded animals. Some serovars, such as Typhimurium, cause disease in a variety of
animals whereas other serovars, such as Typhi, cause disease only in one or a few
species. Serovar Typhi is a human-specific pathogen and the etiologic agent of typhoid
fever, a systemic disease, whereas serovar Typhimurium causes localized gastroenteritis
in most cases of human infection. In spite of a high degree of genome homology (>90%)
between serovars Typhi and Typhimurium (22, 29), the difference in the type of disease
these serovars elicit in humans, systemic and localized respectively, suggest that one
difference between these pathovars might be in the way these closely related pathogens
interact with host cells. Each of these serovars might produce or secrete distinct
molecules that contribute to differences in tissue tropism. The genomes of Salmonella
serovars Typhi and Typhimurium were completed and compared (22, 29). The Typhi
genome of strain CT18 contains 601 genes located on 82 unique genomic regions that
are absent from serovar Typhimurium strain LT-2 (29). Thus, it is likely that Typhi
possesses unique genetic information that may be important for systemic spreading and
survival in the human host. The largest unique region in Typhi is 134 kb and was named
Salmonella pathogenicity island 7 (SPI-7). SPI-7 harbors the viaB locus encoding the Vi
antigen, which is used in the current conjugated vaccine (17). Vi is a polysaccharidic

capsule involved in preventing IL-8 production, thus reducing neutrophil influx in the
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intestine (31, 33). The pil genes encoding for Type IV pili, facilitate bacterial entry into

human epithelial cells and are also located on SPI-7 (43).

After ingestion, Typhi is transported to the intestinal lumen where it adheres to and
invades the small intestine. Bacteria are taken up by mononuclear cells in the intestinal
lymphoid tissue, drain into the general circulation, and spread to the spleen and liver.
After replication, a large number of bacteria are released into the bloodstream, which
coincides with the onset of typhoid fever symptoms. In chronic carriers, bacteria can
persist in the mesenteric lymph nodes, bone marrow, spleen and into the gall bladder for
the life of the patient. Many virulence factors may be needed and expressed during the

course of infection.

Adhesion to host cells and mucosal surfaces is often considered as an essential step by
allowing bacteria to initiate colonization. Fimbriae or pili and other surface molecules
mediate adherence via specific receptors on host cell surfaces. Genes encoding a wide
variety of putative fimbriae are present in Sal/monella serovars, but only a few
Salmonella fimbriae have been characterized so far. These putative fimbriae may confer
different binding specificities required at different steps of the infection and may be
involved in host adaptation, by conferring the ability to bind to specific host cells. The
genome sequence of serovar Typhi contains 13 putative operons corresponding to
fimbrial gene sequences termed bcf, csg (agf), fim, saf, sef, sta, stb, stc, std, ste, stg, sth
and zcf, as well as pil, encoding for the Type IV pili (29). Five of these operons, sef, sta,
ste, stg, and tcf, and the Type IV pili were not detected in serovar Typhimurium (29). In

a previous study, we identified STY3920 (stgC), a gene encoding the usher of the
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putative stg fimbrial operon, as absent in serovar Typhimurium and expressed by serovar
Typhi during infection of human macrophages (6). szgC contains a premature stop codon
that disrupts the predicted ORF encoding the usher, and is therefore considered a
pseudogene. As similar fimbrial clusters in E. coli also contain genes with premature
stop codons and have functional roles (7, 14, 26, 37), we hypothesized that the stg
operon may encode for a functional fimbriae that contribute to the interaction of Typhi
with human cells. In this study, we have cloned and characterized the stg fimbrial
operon and demonstrated its role in adhesion to epithelial cells and phagocytosis by

macrophages.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, media and growth conditions. Bacterial strains and
plasmids used in this study are listed in Table 1. Bacteria were routinely grown in Luria-
Bertani (LB) broth at 37°C, except when indicated. When required, antibiotics, amino
acids or supplements were added at the following concentrations: kanamycin (Km),
ampicillin (Ap), diaminopimelic acid (DAP), 50 pg/ml; chloramphenicol (Cm), 34
pg/ml; tryptophan, cysteine and arginine, 22 pg/ml. Transformation of bacterial strains

was routinely done by using the calcium/manganese based (CCMB) or electroporation

methods as described (27).

Cloning of the sftg fimbrial operon. The szg operon was amplified from genomic DNA

of strain ISP1820 using Elongase® enzyme mix (Invitrogen) with the primers StgA-F
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(5’CGGGATCCGAGATGAGAATAACGGAATA-3’) containing a BamHI restriction
site (underlined) and StgD-R (5’GCTCTAGACATTGATATGACTTATTTTG-3’)
containing a Xbal restriction site (underlined). The 5 kb PCR product was purified and
cloned into vector pCR2.1 using the TOPO®XL PCR cloning kit (Invitrogen) resulting
in plasmid pSIF018. The Xbal and Hindlll fragment was subcloned into low-copy vector
pWSK29 at the same restriction sites, resulting in plasmid pSIF026. The different
constructs were transformed into the nonfimbriated E. coli K-12 Afim mutant strain
ORN172 (42), or into Salmonella enterica serovar Typhimurium and serovar Typhi

strains.

Adherence to human epithelial cells. The ability of E. coli strain ORN172 containing
the szg operon (pSIF018) or the vector only (pCR2.1) to adhere to human epithelial cells
(INT-407) was assessed. Cells (2.5 x 10° ) grown in MEM medium (Wysent)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (Wysent) and 25 mM
HEPES (Wysent), were seeded in 24-well tissue culture plates 24 h before the adherence
assays. An hour before infection, cells were washed 3 times with prewarmed phosphate
buffered saline (PBS), pH 7.4, and fresh complete medium was added to each well.
Bacteria were grown overnight on LB plates and were resuspended in PBS to an ODgg
of 1.5 (= 1.5 x 10° CFU). Approximately 2.5 x 10’ CFU were added to each well
(multiplicity of infection (MOI) of 100). The 24-well plates were then centrifuged at
1000 g for 5 min to synchronize infection, incubated at 37°C in 5% CO, for 90 min and
rinsed three times with PBS. PBS-DOC 0.1% (deoxycholic acid sodium salt) was added

to each well, and samples were diluted and spread on LB plates for enumeration by
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viable colony counts. Data are expressed as the percentage of the initial inoculum.

Statistical differences were assessed using Student’s 7-test.

A similar protocol was used to test adherence of Salmorella and/or the isogenic stg
mutant strains to INT-407 cells, except bacteria were grown overnight without shaking
in LB containing 0.3 M NaCl, and a MOI of 20 was used. When indicated, an additional
incubating period of 90 min with 100 pg/ml gentamicin, to kill extracellular bacteria,

was performed in order to assess the invasion level.

Generation of a single copy stgd-lacZ transcriptional fusion and B-galactosidase
assay. The sigd promoter region was amplified using the Elongase” enzyme mix
(Invitrogen) and the following primers: StgA-F and StgA-R
(5’AACTGCAGCCAGCAAATGCCGTTTTGTT3’). The PCR product was cloned into
vector pCR2.1 using the TOPO®XL PCR cloning kit (Invitrogen) resulting in plasmid
pSIF016. A 530 bp fragment digested with Xbal and Spel was purified and ligated to
pFUSE digested with Xbal (2), resulting in plasmid pSIF020. Plasmid pSIF020 was
confirmed to contain the stg4 promoter in the correct orientation for /acZ fusion. To
generate a single copy of the PszgA-lacZ fusion in Typhi, pSIF020 was transferred by
conjugation and integrated into the genome by homologous recombination as described
(2, 3). A strain carrying a single integrated copy of Pstgd-lacZ in ISP1820 was
designated DEF068. The expression of stg was evaluated by f-galactosidase assays of
the reporter strain DEF068 grown in different conditions. B-galactosidase activity was

measured using o-nitrophenyl-f-D-galactopyranoside as described previously (23).
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Construction of a Typhi strain with a szg deletion. A suicide vector for deletion of the
stg fimbrial operon (STY3918-STY3922) was constructed as follows. A 530 bp
fragment of the 5’ end of szg4 was generated by PCR using primers StgA-F and StgA-R,
and a 482 bp fragment of the 3’ end of stgD was generated by PCR using primers StgD-
F (5’AACTGCAGGCCGCAGAGCTGTGAAAATG3’) and StgD-R. These two
fragments were ligated and cloned into the Xbal and BamHI sites of pMEG-375 (15). A
resulting suicide vector containing the stg4 -stgD’ fragment (pSIF004) was used for
allelic replacement of the stg region. The pSIF004 suicide vector was conjugated from
E. coli MGN-617 to Typhi ISP1820 by overnight plate mating on LB with DAP.
Transconjugants were selected by growth on LB plates containing chloramphenicol
without DAP. Selection for double-crossover allele replacement was obtained by sacB
counterselection on LB agar plates without NaCl and containing 5% sucrose (16).
Isogenic strain DEF004 contains a deletion of the szg region resulting from a double
crossover, as determined by absence of resistance to ampicillin and chloramphenicol
encoded on the suicide vector, and the expected szg deletion as confirmed by PCR (data

not shown).

Bacterial survival in human macrophages. The human monocyte cell lines THP-1
(ATCC TIB-202) and U937 (ATCC CRL 1593) were maintained in RPMI 1640
(Invitrogen) containing 10% FCS, 25 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, and 1% MEM
non-essential amino acids (Wisent) and 1 mM of sodium pyruvate (Sigma). A stock

culture of these cells was maintained as monocyte-like, non-adherent cells at 37°C in an
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atmosphere containing 5% CO,. Before infection, cells were differentiated by addition
of 107 M phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma) for 24 to 72 h. For
macrophage infection assays, cells were seeded at 5 x 10° cells per well in 24-well tissue
culture dishes. Bacteria grown overnight at 37°C in static conditions were added to the
cell monolayer at a MOI of 10, and centrifuged for 5 min at 1000 g to synchronize
phagocytosis. After incubation for 20 min at 37°C (T0), the infected cells were washed
three times with prewarmed PBS and incubated with supplemented medium as above
containing 100 pg/ml of gentamicin, to kill extracellular bacteria. The infected
monolayers were either lysed from the tissue culture dishes by addition of 0.1% DOC in
PBS or further incubated. After lysis the number of surviving bacteria was determined
by bacterial plate counts (CFU). Phagocytosis was calculated as a percentage of the
initial inoculum. The survival rate corresponds to the percentage of intracellular bacteria
at a corresponding time compared to the previous time. Statistical differences were
assessed using Student’s s-test. When indicated, the macrophages were incubated 1 hr
prior to infection, with 1 pg/ml of cytochalasin D (Sigma) to inhibit bacterial uptake as
described previously (32). The addition of cytochalasin D was maintained throughout

the infection.

RESULTS

stg fimbrial operon. The stg fimbrial cluster possesses a G-C content of 49% and is a
member of a distinct group of related fimbriae that are located in the gimS-pstS

intergenic region (21, 39). The presence of this fimbrial cluster in the sequenced
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genomes of Salmonella enterica (including unfinished genomes) was only identified in
serovar Typhi. Moreover, stg sequences were not detected by comparative genomic
hybridization in the genomes of 140 strains belonging to many serovars of subspecies |
(30, M. McClelland, personal communication). The previous distribution of stg
performed by Southern blotting may therefore represent cross-hybridization with other
less homologous fimbrial genes (39). However, a putative fimbria inserted in the g/msS-
pstS region in Salmonella bongori belongs to the Stg group and possesses the highest
identity to the predicted szg fimbrial gene products of Typhi (Table 2). A number of
fimbrial systems in pathogenic E. coli are also inserted in the g/mS-pstS region and
belong to the Stg group, including Stg (21), Lpfoi13 (5) and Lpf2 (O-island 154) (38). In
addition, Lpf and related fimbriae encoded in the yhjX-yhjW region in Salmonella and E.
coli (36, 37) share some degree of identity to the predicted szg gene products of Typhi
but to a lesser extent than other fimbriae belonging to the Stg group (Table 2). The
Typhi stg fimbrial cluster contains five ORFs designated stggdBCC’D as stgC is a
predicted pseudogene and contains a premature stop codon. The szgC ORF may encode
for a 170 amino acids (aa) protein and a second ORF designated szgC’ may encode for a
605 aa protein. The stgC stop codon is present in the szgC sequence of Typhi strain
ISP1820 (data not shown), as well as in the sequenced genomes of Typhi strains TY2

and CT18 (4, 29).

Adhesion of E. coli containing the stzg operon. To examine the capacity of the sig
fimbrial cluster to mediate adherence to INT-407 cells, the stg operon was cloned in

different vectors and transformed into E. coli strain ORN172. ORN172 is an E. coli K-
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12 non-invasive strain with a deletion in the fim operon that does not express Type 1
fimbriae and is commonly used to study adherence conferred by recombinant fimbrial
systems (42). E. coli ORN172 cells containing the vector alone (pCR2.1) adhered
poorly, in between the cells or without pattern on the cell surface and were often found
isolated (Fig. 1A). However, ORN172 cells containing stg (pSIF018) adhered in
aggregates or clusters on the cell surface (Fig. 1B). The introduction of stg into E. coli
conferred a significantly higher percentage of adhesion to epithelial cells, 3-fold more
than the strain harboring the vector alone (Fig. 1C). A higher level of adhesion was also

observed when a low copy vector (pSIF026) was used (data not shown).

Adhesion of Typhimurium containing the stg operon. As the szg fimbrial operon is
absent in serovar Typhimurium, we used this serovar to establish whether stg could
contribute to adherence to INT-407 cells by a heterogeneous Salmonella serovar.
Typhimurium strain %3339 harboring szg (pSIF018) demonstrated a significantly higher
percentage of adhesion to INT-407 cells, thirty-fold more than the strain harboring the
vector alone (pCR2.1) (Fig. 1C). As Salmonella are able to invade epithelial cells, the
level of invasion was also determined by gentamicin protection assay. A similar invasion
level to that demonstrated by the wild-type parent harboring the vector only was

observed (data not shown).

stg expression in Typhi. To study the expression of the szg fimbrial operon in the native
Typhi strain, a stgA4::lacZ fusion was inserted into the chromosome of strain ISP1820

generating strain DEF068. Strain DEF068 was used to determine the influence of a
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number of in vitro growth conditions on stg expression. The expression of the promoter
fusion was determined for bacteria grown in LB from early log phase to stationary
phase. B-galactosidase expression increased with the growth phase and was highest
during stationary phase, following overnight growth in LB (Fig. 2). B-galactosidase
expression following growth on LB agar was nearly two-fold higher (54 U) compared to
overnight growth in LB broth (29 U) (Fig. 2). The highest expression levels of B-
galactosidase were observed following overnight growth in minimal medium (M9-
glucose) (76 U) (Fig. 2). Expression in conditions that mimic those encountered during
invasion and infection of host cells was also studied. The effect of sodium chloride
(NaCl) concentration of the medium was evaluated, as it represents a condition that can
influence cell invasion by Salmonella (1, 8). The effect of iron availability and pH on stg
expression was also evaluated. These conditions did not result in any significant change

in 3-galactosidase expression (data not shown).

stg contributes to adherence of Typhi to epithelial cells. We assessed if stg
contributes to adherence of Typhi to INT-407 cells by constructing an isogenic
AstgABCC’D mutant by allelic exchange. The mutated strain, DEF004, demonstrated a
significantly lower level of adherence, 80% of the wild-type strain (Fig. 3A). A
significantly higher level of adherence than the wild-type strain was observed when the
stg mutant was complemented with the szg genes on a low-copy vector (pSIF026) (Fig.
3A). In spite of the lower level of adherence of the mutant, its level of invasion was

higher, but not significantly to that demonstrated by the wild-type parent (Fig. 3A).
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Loss of stg results in increased phagocytosis of Typhi by macrophages. As survival
in macrophages plays an essential role for systemic infection by Salmonella, we
characterized the interaction of the isogenic stg mutant with human macrophages. The
wild-type strain and the mutant were used to infect human macrophage-like cells, and
the number of bacteria present after phagocytosis, at 2 h and 24 h post-infection were
determined. The mutant showed a significantly higher level of phagocytosis than the
wild-type strain (Fig. 3B). Bacterial survival at 2 h or 24 h post-infection was similar for
both the szg mutant and the wild-type strain (Fig. 3B). Complementation of the stg
mutant with stg on a low-copy vector (pSIF026) restored the wild-type phenotype of

phagocytosis (Fig. 3B).

Role of szg in macrophage interactions. As bacterial uptake of the szg mutant by
macrophages was altered, we then wanted to evaluate the effect of stg overexpression on
phagocytosis. Typhi strain ISP1820 as well as Typhimurium strain %3339 harboring szg
(pSIF018) on a multicopy vector both demonstrated a significantly lower level of
bacterial uptake than the strain harboring the vector alone (pCR2.1) (Fig. 4). This lower
level of phagocytosis was also observed using macrophage-like U937 cells (data not
shown). Then, in order to differentiate between the initial level of bacteria associated
with or internalized by macrophages, we used an inhibitor of cytoskeletal function,
cytochalasin D, to block bacterial uptake. In the presence of cytochalasin D, less than
2% of the initial inoculum was associated with macrophages. The percentage of Typhi
that was associated with macrophages was similar when sftg was present in high-copy

number compared to the wild-type harboring the vector alone (Fig. 5). In addition, the
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stg mutant also showed a level of association with macrophages similar to that of the
wild-type strain when bacterial uptake was inhibited by cytochalasin D (Fig. 5). Since
association with macrophages was similar in cytochalasin D-treated cells regardless of
the presence of stg, these results indicate that the stg fimbrial system contributes to a

reduction of internalization of Typhi by macrophages.

DISCUSSION

Bacterial adhesion to host cells is often considered as an essential step for colonization.
Adhesion is mediated via surface molecules including fimbriae or pili. Many gene
clusters corresponding to fimbrial systems are present in the genomes of Salmonella
enterica. However, only a few systems are characterized and only the fim cluster coding
for Type 1 fimbriae was detected after in vitro growth of serovar Typhimurium at 37°C
in static broth (13). A combination of fimbrial systems may be responsible for the
difference in binding and host specificities observed between different Salmonella
serovars. Serovar Typhi is human restricted and harbors 13 putative fimbrial systems
and a Type IV pilus (29). We have previously identified that stzg is transcribed by
serovar Typhi within macrophages (6). In Sa/monella enterica, the stg fimbrial cluster

located in the g/mS-pstS region is only present in serovar Typhi (30).

The stg gene cluster was suggested to be non-functional since the predicted ORF for the
putative usher gene stgC contains an internal stop codon and is classified as a

pseudogene (29, 39). Mutations in genes encoding assembly proteins, such as the usher,
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result in absence of fimbria from the bacterial surface (18). The fimbrial usher protein
family consists of a group of large proteins (800-900 aa) present in the outer membranes
of Gram-negative bacteria (40). The usher acts in the assembly process together with a
periplasmic fimbrial chaperone protein. Phylogenetic analyses suggest that the
chaperone and the usher, in general, evolved in parallel from their evolutionary
precursor proteins (40). In bacteria expressing numerous fimbriae, each fimbrial system
typically encodes a specific periplasmic chaperone protein and outer membrane usher
protein (24, 34). However, fimbrial expression may be possible using complementary
fimbrial proteins from other clusters. This is likely to occur with the LP fimbriae
encoding /pfl of E. coli O157:H7. This cluster contains a stop codon in the predicted
usher encoding gene which results in two ORFs, IpfI1C (368 aa predicted) and /pfiC’
(443 aa predicted) (37). The cloned IpfI gene cluster produced detectable fimbriae and
these fimbriae contributed to microcolony formation, demonstrating that this system was
therefore functional (37). The aims of our study were to characterize and determine if
the stg fimbrial cluster was functional despite the presence of a predicted pseudogene
which comprises two ORFs, stgC (170 aa predicted) and szgC’ (605 aa predicted) that
may act as the usher. To circumvent the effect of the premature stop codon in the StgC
usher, it is possible that other fimbrial ushers present in the cell may function for Stg, or

otherwise the truncated StgC usher may be functional (24).

An increased level of association to epithelial cells was observed when the szg fimbrial
cluster was cloned into a nonfimbriated E. coli strain (Fig. 1). We were unable to
visualize any filamentous structures by transmission electron microscopy by negative

staining. Other related fimbriae were also difficult to visualize and/or detect (26, 37, 38).
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Thus far, no studies detected these fimbriae using wild-type strains, and fimbrial
proteins or structures were only detected using an afimbrial recombinant E. coli strain
and either multicopy or inducible vectors (21, 26, 37, 38). We were also unable to detect
StgA when stg genes were cloned on a multicopy vector in E. coli or in Salmonella by
western blot using an anti-StgA from E. coli (21). One explanation for a lack of fimbrial
structures despite an adhesion phenotype may be that some export and partial assembly
of Stg protein occurs, which results in an adhesin that is not filamentous. Stg and related
fimbriae demonstrate a low level of transcription in vitro (26, 35, 37). This may also
explain why these fimbriae are not readily detected in vitro. In serovar Typhi, using a
stgA-lacZ single copy fusion, a low level of stg expression was also detected in different
growth conditions. The highest levels of stg expression were obtained when bacteria
were grown in minimal medium or on solid medium (Fig. 2), and were not influenced by
the presence of salts or iron. The low level of fimbrial gene expression observed during
in vitro growth of Typhi is similar to results obtained with Typhimurium (13). In
Typhimurium, which contains 13 fimbrial operons (22), only Type 1 fimbriae were
expressed in vitro at 37 °C. Similarly, the majority (11/15) of fimbrial clusters in E. coli
O157:H7 were not expressed under the majority of conditions tested in vitro (20). It is

currently unknown why expression of many fimbrial systems is suppressed in vitro.

While being an advantage to the bacterium for colonization of the host, fimbrial proteins
at the bacterial surface may become a disadvantage, as they are easily exposed targets
for the host immune system. Hence, tight regulation of fimbrial expression may be
necessary during host infection. The induction of the expression of fimbrial antigens

during the infection of mice with serovar Typhimurium was previously shown by
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seroconversion against most fimbriae (12). In typhoid fever patients, antibodies to 3
fimbrial systems, Tcf, Stb, and Csg, were detected (10). Nevertheless, we have
previously detected the stgC’ transcript during infection of macrophages (6). The
optimal conditions for expression of Stg may not have been found yet, and we need to
further investigate its regulation, but our results are consistent with the hypothesis that

the stg fimbrial operon may be important for initial interaction with host cells.

When the stg operon was deleted from serovar Typhi a lower level of bacterial
association with INT-407 cells was observed (Fig. 3A). Further, a higher level of
bacterial association with epithelial cells was observed when the stg mutant was
complemented by the stg fimbrial cluster. In addition, an increased level of association
with epithelial cells was observed when the szg gene cluster was introduced into E. coli
and Salmonella enterica serovar Typhimurium, from which szg is absent (Fig. 1C).
These results implicate the stg fimbrial operon in host cell interaction. The sfg operon
and the Type IV pili are the only Typhi determinants identified so far that confer
adherence to human epithelial cells (43). Redundancy of virulence determinants is not
uncommon. Wild-type virulent Typhi strains lacking SPI-7, which harbors Type IV pilj,
have been isolated (25), suggesting that szg fimbrial operon may confer adhesion to host
cells in pil strains. The stg fimbrial cluster may represent an additional system for host
intestinal colonization. Many functions have been associated with fimbriae related to
Stg. In avian pathogenic E. coli, Stg contributes to the colonization of avian respiratory
tissues (21). In E. coli O157:H7, long—term persistence in sheep and pigs was associated
with the presence of Lpfl and Lpf2 (14), which also influenced intestinal tissue tropism

(7). In rabbit enteropathogenic E. coli, Lpfr,4; 1s involved in initial colonization (26).
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Although loss of stg genes reduced adherence of Typhi to epithelial cells, a higher level
of phagocytosis was observed with the szg mutant (Fig. 3B). Further, a lower level of
phagocytosis was observed when stg was overexpressed in Typhi as well as in
Typhimurium (Fig. 4). The higher level of phagocytosis in the absence of the stg genes
may have been caused by an increased exposure of different bacterial surface proteins
that are more readily recognized by macrophages, thus enhancing macrophage
association. To rule out this possibility, bacterial association with macrophages was
assessed in the presence of cytochalasin D, an inhibitor of actin polymerisation which
mediates uptake of bacteria. The number of bacteria associated cytochalasin D-treated
with macrophages was similar for the wild-type, the szg mutant strain as well as a strain
overexpressing stg (Fig. 5). Thus, the higher level of phagocytosis observed with the
mutant was not the result of increased exposure of other proteins on the bacterial surface
that may have increased association with phagocytes. Similarly, the lower level of
phagocytosis observed when the stzg fimbrial cluster was overexpressed is not due to a
decrease of association with macrophages, but likely to a specific reduction of
phagocytic activity. By contrast, Type IV pili increased entry of Typhi in macrophages
(28). This suggests that Stg and Type IV pili use different interaction mechanisms with
host cells. The level of invasion of INT-407 cells and intracellular survival in human
macrophages of strains with szg or the mutant were similar to the wild-type strain even
when bacterial uptake by macrophages was inhibited (Fig. 3, 5). This favors the
hypothesis that the presence of the szg genes may primarily be involved in initial contact

with host cells. It is possible that the szg fimbrial operon may promote inhibition of
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phagocytosis to evade inflammatory cells of the intestine in order to be able to invade

deeper tissue.

The data presented in this paper demonstrate that the szg gene cluster of Typhi expresses
a functional and serovar specific-adhesin. The stg gene cluster potentially contribute to
the initial stage of typhoid pathogenesis by mediating adherence of Typhi to host
epithelial cells and by inhibiting phagocytosis. It will be important to understand this
inhibition mechanism, to characterize the regulation, expression and production of Stg in
vivo, and determine if Stg possesses a specific host cell receptor that may be a potential

target for the prevention of typhoid.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Adherence and expression of the szg fimbrial operon by E. coli and Salmonella
enterica serovar Typhimurium. Adherence of E. coli strain ORN172 to human epithelial
cells (INT-407) containing the vector (pCR2.1) (DEF045) (A) or the stg genes
(pSIF018) (DEF049) (B). Slides were stained with 5% Giemsa. Bacteria are indicated by
arrows. The percentage of the initial inoculum associated with epithelial cells after 90
min of incubation is indicated for E. coli and serovar Typhimurium carrying the stg
operon (DEF047) or the vector control (DEF048) (C). All assays were conducted in
duplicate and repeated independently at least three times. Results are expressed as the
mean = standard error of the replicate experiments. An asterisk indicates that there is a

significant difference between the strain containing the control vector or the stg operon

(P < 0.005).

Figure 2. stg expression in Typhi. B-galactosidase activity expressed from the
PstgA::lacZ fusion in Typhi (DEF068) following different growth conditions. Bacteria
were grown in LB with agitation at early log phase (ODggp = 0.3), mid log phase (ODggo
= 0.6), late log phase (ODggo = 0.9), stationary phase (overnight), on LB agar or in M9-

glucose broth (overnight). Error bars indicate standard deviations.

Figure 3. Role of stg for interaction of Typhi with human cells. The capacity of the wild-
type strain, the szg mutant (DEF004), or the complemented strain (DEF066) to adhere

and invade INT-407 cells (A) or to survive within THP-1 macrophage-like cells (B). All
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assays were conducted in duplicate and repeated independently at least three times.
Results are expressed as the mean + standard error of the replicate experiments.
Significant differences (P < 0.005) in adherence or phagocytosis between the mutant and
the wild-type strain of Typhi are indicated by asterisks. The values for percent recovery
were normalized to the wild-type control, which was designated 100% at each time

point.

Figure 4. Effect of overexpression of sfg on phagocytosis. Serovar Typhimurium
carrying the stg cluster (DEF047) or the vector control (DEF048) and serovar Typhi
carrying the stzg cluster (DEF033) or the vector control (DEF064) were incubated with
THP-1 macrophage-like cells. The percentage of the initial inoculum associated with
cells after 120 min of incubation is indicated. All assays were conducted in duplicate and
repeated independently at least three times. Results are expressed as the mean =+ standard
error of the replicate experiments. An asterisk indicates a significant difference in
phagocytosis between the wild-type strains containing the vector alone or encoding the

stg operon (P < 0.05).

Figure 5. Role of stg fimbrial operon in bacterial association with macrophages.
Bacterial uptake was inhibited with cytochalasin D and the number of bacteria
associated with macrophages with stg (DEF033) or without szg (DEF004) were
compared. All assays were conducted in duplicate and repeated independently at least
three times. The values for percent recovery were normalized to the wild-type control,
which was designated 100% at each time point. Results are expressed as the mean +

standard error of the replicate experiments.
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strain or plasmid Characteristics Reference or source
Salmonella enterica
Typhi strains
ISP1820 Wild-type S. Typhi R Curtiss Il (Arizona
State University)
DEF004 ISP1820 Astg This study
DEF033 ISP1820 (pSIF018) This study
DEF064 ISP1820 (pCR2.1) This study
DEF066 DEF004 (pSIF026) This study
DEF068 ISP1820 :: PstgA-lacZ (::pSIF020) This study
Typhimurium strains
%3339 Mouse-passaged isolate of SL1344 rpsL hisG )
DEF047 13339 (pSIF018) This study
DEF048 %3339 (pCR2.1) This study
E. coli
DEF045 ORN172 (pCR2.1) This study
DEF049 ORN172 (pSIF018) This study
MGN-617 SMI10 Apir asd thi thr leu tonA lacY supE recA (15)
RP4 2-Tc ::Mu[Apir] AasdA4
ORN172 thr-1 leuB thi-1 A(argF-lac)U169 xyl-7 ara-13 (42)
mtl-2 gal-6 rpsL tonA2 supE44
A(fimBEACDFGH)::kan pilG1
Plasmids
pCR2.1 High-copy cloning vector, Km', Ap" Invitrogen
pFUSE lacZYA, mob" (RP4), R6K ori (suicide vector), (2)
Cm'
pMEG-375 sacRB mobRP4 oriR6K. Cm', Ap’ Megan Health
(St. Louis, MO)
pSIF004 Suicide vector with flanking region of stg4 in This study
5’ and stgD in 3’ used for stg deletion
pSIFO16 pCR2.1 carrying a 530 pb fragment of stgA4 This study
pSIFO18 pCR2.1 carrying a 5 kb fragment of stg This study
(pCR2.1s1g)
pSIF020 pFUSE carrying a 530 pb fragment of szgA4, This study
Cm'
pSIF026 pWSK29 carrying a 5 kb fragment of szg This study
(pPWSKs1g)
pWSK29 Low-copy-number cloning vector, Amp’ (41)
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FIGURES
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Figure 2
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Préface au Chapitre 4

L’approche utilisée au chapitre 2, SCOTS, ne permet pas d’identifier
globalement les génes uniques de Typhi exprimés pendant ’infection des macrophages.
La seule approche qui permet d’identifier globalement les génes induits dans une
condition particuliere est la méthode des biopuces, comme expliqué dans la section
1.6.4. Par contre, cette méthode est peu appliquée pour étudier des conditions
d’infections puisque la quantité d’ARN disponible dans ces conditions est trop faible et
mélangée a D’ARN eucaryote. SCOTS est capable de purifier et d’amplifier
spécifiquement les transcrits bactériens, a partir de condition d’infection. Il semblait
donc possible que I’utilisation de SCOTS pour purifier et amplifier les transcrits
bactériens provenant de 1’infection puisse permettre 1’utilisation des biopuces. Le
chapitre 4 décrit 1’application de SCOTS en conjonction avec les biopuces pour obtenir
le transcriptome de Typhi lors de I’infection de macrophages humains. Le matériel
supplémentaire (supporting figures 4-8 and supporting table 1-5) est disponible sur le
sitte. web du journal PNAS & I’adresse suivante : http://www.pnas.org/cgi/content/

full/0509183103/DCI.

Pour ce manuscrit, j’ai effectué toutes les expériences et 1’analyse des résultats
obtenus. Steffen Porwollik et Michael McClelland ont imprimé les biopuces et fourni les
outils informatiques nécessaires a 1’analyse des résultats. Charles M. Dozois a fourni les
équipements nécessaires aux expériences de PCR en temps réel. Ce manuscrit a été écrit
par moi et France Daigle et a été révisé par tous les coauteurs. Les fonds nécessaires a la

réalisation de cette étude ont été fournis par France Daigle et Michael McClelland.
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ABSTRACT

The cDNA obtained by SCOTS (Selective Capture Of Transcribed Sequences) is
a complex mixture that can be used in conjunction with microarrays to determine global
gene expression by a pathogen during infection. We used this method to study genes
expressed by Salmonella enterica serovar Typhi, the etiological agent of typhoid fever,
within human macrophages. Global expression profiles of Typhi grown in vitro and
within macrophages at different time points were obtained and compared. Known
virulence factors, such as the SPI-1 and SPI-2 encoded type III secretion systems, were
found to be expressed as predicted, during infection by Sa/monella, which validate our
data. Typhi inside macrophages showed increased expression of genes encoding
resistance to antimicrobial peptides, used the glyoxylate bypass for fatty acid utilization,
and did not induce the SOS response or the oxidative stress response. Genes coding for
the flagellar apparatus, chemotaxis and iron transport systems were down-regulated in
vivo. Many cDNAs corresponding to genes with unknown functions were up-regulated
inside human macrophages and will be important to consider for future studies to
elucidate the intracellular lifestyle of this human specific pathogen. Real-Time qPCR
was consistent with the microarray results. The combined use of SCOTS and
microarrays is an effective way to determine the bacterial transcriptome in vivo and
could be used to investigate transcriptional profiles of other bacterial pathogens, without
the need to recover many nanograms of bacterial mRNA from host, and without

increasing the multiplicity of infection beyond what is seen in nature.
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INTRODUCTION

Salmonella infections are a significant cause of morbidity in humans and
animals. Salmonella enterica serovar Typhi (hereafter referred to as Typhi) is the
etiological agent of typhoid fever, a major health problem in developing countries, and
causes an estimated 16 million cases and 600 000 deaths annually worldwide (1).
Publications on human typhoid that use modern immunological and molecular
techniques are scarce. We have a very limited knowledge of the pathogenesis of Typhi
because Typhi infects only humans, resulting in a lack of virulence assays. Many studies
have relied on a murine model of human typhoid that uses Salmonella enterica serovar
Typhimurium (hereafter referred to as Typhimurium), which causes a typhoid-like
disease in mice. Consequently, what is known about Typhi pathogenicity has been

largely extrapolated from studies of Typhimurium infections in mice.

The Salmonella chromosome possesses insertions of large regions of DNA,
containing virulence genes. These Salmonella pathogenicity islands (SPIs) play a key
role in Salmonella pathogenesis (2). Thus far, ten SPIs have been identified in Typhi (3).
SPI-1 and SPI-2, which are present in all S. enterica serovars, represent two major
pathogenesis determinants that encode type III secretion systems (TTSS). SPI-1 and
SPI-2 TTSS have distinct roles in Salmonella pathogenesis. SPI-1 effectors are injected
into host cells via the TTSS and are required for invasion of epithelial cells (4), whereas
SPI-2 contributes to Salmonella survival inside macrophages (5, 6). The ability to
survive and replicate within macrophages is thought to be one of the major pathogenesis

determinants for Salmonella (7, 8). Following entry into macrophages, Salmonella
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adapts by modifying its gene expression to respond to the host cell environment. It was
recently shown that Typhimurium alters the transcription of 20% of its genome (919
genes) once inside murine macrophages (9). It was previously shown that Typhimurium
survives better in murine macrophages than in human macrophages, whereas Typhi
survives better in human macrophages than in murine macrophages (10). It is possible
that Typhi expresses specific factors for survival in human macrophages. Genomic
comparison between Typhi strain CT18 and Typhimurium strain LT2 revealed that there

are 601 genes unique to Typhi and 479 genes unique to Typhimurium (3, 11).

Microarray analysis is a powerful tool to expand our current knowledge of global
bacterial gene expression, but there are very few studies on bacterial transcriptional
response during infection. There are many factors that prevent using DNA microarrays
effectively for studying bacterial gene expression in infected host cells or tissues, such
as the low amount of bacterial RNA in vivo, the short half-life of bacterial mRNA, and
the contamination of bacterial mRNA with rRNA and host RNA (12). To overcome
these problems, researchers have used different approaches than can create additional
problems, such as models of infection that do not necessarily represent conditions found
within host cells or tissues during the infectious process, and which may cause

artifactual bacterial gene expression.

Selective Capture of Transcribed Sequences (SCOTS) has been used to identify
genes expressed in vivo by bacterial pathogens such as Mycobacterium (13, 14),
Salmonella (15-17), Actinobacillus (18), Helicobacter pylori (19) and avian pathogenic

Escherichia coli (20). In this report, we demonstrate that SCOTS can be used to obtain
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high-quality transcript profiles from intracellular bacteria such as Typhi within human
macrophages, and that the use of microarrays and SCOTS-cDNA hybridization provides
an effective means to elucidate the global bacterial expression profile from infected host

cells.

RESULTS

SCOTS-cDNA. To verify if SCOTS-derived cDNAs could be successfully used for
microarray analysis, we hybridized each of the 3 rounds of SCOTS as well as the cDNA
obtained from infected macrophages 2 h post-infection (T2) to Salmonella arrays. The
initial cDNA obtained from infected macrophages very weakly hybridized to the
Salmonella microarrays and only a few genes were detected (Fig. 1). This demonstrates
the inadequate sensitivity of labeled cDNA and illustrates limitations of direct
identification of bacterial gene transcripts during interaction with host cells. The low
number of genes detected in the initial cDNA and the low intensities of spots also
confirmed the absence of contaminating bacterial genomic DNA, which was confirmed
by PCR (data not shown), and the lack of host cDNA cross-hybridization. The numbers
of detected genes increased in successive SCOTS rounds (Fig. 1C). This increasing
complexity of transcripts was previously visualized by Southern blot (13). All cDNAs
used for hybridization to microarrays were obtained by 3 rounds of SCOTS. Nearly
4000 genes were detected using SCOTS-cDNA in each of the conditions, without regard
to whether they are up-regulated or down-regulated relative to other growth conditions
(see figure 1 legend for detection threshold). This illustrates that the diversity of capture

efficiencies were similar for the different conditions tested and that detection was largely
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independent of the quantity of bacteria recovered from samples (Fig. S1). Similarly,
detection of Mycobacterium tuberculosis transcripts using microarrays identified 75%

of genes that had measurable signal intensities (21).

The genomic content of Typhi strain ISP1820 was compared to strain CT18, the
template used for the DNA array design. Seventy-six CT18 genes were missing or
altered in the ISP1820 genome (Fig. S2) and four regions (II, V, IX, and XIII) encoding
prophage-like elements, were not detected in strain ISP1820, as previously observed in

other Typhi strains (22).

In vivo global transcription profiles. cDNA of Typhi present in the supernatants of
infected macrophages was obtained by SCOTS and used as an in vitro control. Typhi
cDNA was also obtained by SCOTS from infected macrophages after phagocytosis (T0),
and intracellularly at 2 h (T2), 8 h (T8) and 24 h (T24) post-infection. The gene
expression profiles for intracellular Typhi were compared with the transcriptome of
bacteria from the cell supernatants (Table S1). During the time course of infection, 36%
of the Typhi genome showed significant expression differences within macrophages
compared to extracellular Typhi obtained from the cell supernatant. The number of
Typhi genes down-regulated (2-fold) during infection, compared to bacteria from the
cell supernatant, was 490, 474, 705 and 478 genes for TO, T2, T8 and T24 respectively.
There were 1129 genes down-regulated by intracellular Typhi from at least one time
point when compared to the supernatant (Table S2), and 138 genes were repressed at all

intracellular time points (Fig. S3A).
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Typhi gene transcripts corresponding to approximately 300 different ORFs were
more abundant (2-fold) at each time point (273, 309, 301 and 309 genes at TO, T2, T8
and T24 respectively). A total of 628 genes were up-regulated by intracellular Typhi at
one or more time points (Table S3). Some genes were more highly expressed only at one
time point and others were up-regulated at two or more time points, and 117 Typhi
genes were up-regulated at all intracellular time points (Fig. S3B). These intracellular
expressed genes include SPI-2 genes (see below) and other genes involved in virulence
such as, pagC, pagD, and mgtBC and genes encoding osmotically induced proteins

(osmC and osmE) and phage shock protein (psp).

SPIs expression. SPI-1 encodes a TTSS required for invasion of non-phagocytic cells
(4). We found that some SPI-1 genes were up-regulated during bacterial uptake by
macrophages at TO, such as prg, sip, spa and inv genes, and then down-regulated after
internalization, and for the rest of the infection (Fig. 2A). SPI-2 encodes a second TTSS
that is required for Salmonella survival inside macrophages (5, 6). In our model, some
SPI-2 genes were up-regulated following bacterial uptake by macrophages (T0) and
most SPI-2 genes were up-regulated after 2 h infection (Fig. 2B). Our results are
consistent with the biological roles of both TTSS. Moreover, it is notable that genes
encoding for SPI-1 effectors, such as sopE, sopE2, sopB(sigD) and sopD, or SPI-2
effectors such as pipB and sifB, demonstrated an expression profile similar to their
respective TTSS even if encoded outside the SPIs. SPI-3-localized mgtBC genes, which
encode a Mg®" transporter required for full virulence of Typhimurium in mice (23), were
found to be induced in macrophages. No significant difference in expression was

observed for SPI-4 and SPI-9 components. The SPI-5 encoded gene pipD was over-
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expressed within macrophages at all time points. SPI-6 possesses a mixture of genes that
were either up-regulated or repressed in vivo. A distinct feature of Typhi compared to
Typhimurium is SPI-7, a 134 kb region (24) that encodes the Type-IV pili involved in
entry into intestinal cells (25) and the viaB locus responsible for the synthesis of the Vi-
capsule, involved in the suppression of early inflammatory responses of intestinal cells
(26). For SPI-7, 19 genes were up-regulated within macrophages, including sopE, a SPI-
1 effector, and 47 genes were down-regulated within macrophages for at least one time
point, including genes involved in Type-IV pili synthesis and genes involved in Vi
capsule biosynthesis. Their role may be more important at the intestinal level than within
macrophages. Most of the SPI-8 and SPI-10 encoded genes displayed signals below the

background threshold.

Functional classes. Typhi genes that were differentially expressed within macrophages
were grouped by their function or genetic locus according to the Typhi functional
classification scheme used by the Sanger Centre (http://www.sanger.ac.uk) and the
percentage of genes that were up-regulated or down-regulated within macrophages in
each of these groups was calculated (Fig. S4). Genes involved in iron acquisition and
transport (such as fes, fhu, feo, ent) were down-regulated intracellularly (Fig. 2C). Genes
involved in chemotaxis and motility, like flagella, were up-regulated during bacterial
uptake by macrophages (T0) and then were reduced once bacteria were within
macrophages (Fig. 2D). Moreover, the majority of genes involved in response to
antimicrobial peptides, including phoP, pmrF, ugtL, pqaB, pgtE, mig-14 and somA
(vbjX) were significantly up-regulated in macrophages (Fig. 2E). In addition, the pagP,

virK and pmrD genes, were also more expressed within macrophages than within the
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supernatant. From a list of 92 genes induced after treatment of Typhi with peroxide (27),
only 18 were significantly up-regulated in vivo, including phoH and mgtC (Fig. 2F). The
sodB gene was up-regulated at 2 h and 24 h post-infection, however expression of the
genes encoding OxyR, the oxidative stress regulator as well as katEG and sodA genes
were not up-regulated by Typhi in macrophages. Response of Typhi to acid was
investigated by looking at a list of genes known to be acid inducible (28, 29) or
associated with the acid tolerance response (ATR) (30). No clear differential expression
can be seen. However, regulators involved in ATR response such as #poS and phoP were

induced but are also involved in other functions.

Salmonella has many transcriptional regulators that control virulence gene
expression (31), but significant changes in expression levels were observed only for a
subset of regulatory genes in Typhi. phoP and the ssrBA genes, which encode a two-
component regulator of SPI-2 gene expression, were strongly up-regulated from TO to
T24. A 2-fold increase was observed for regulatory genes such as rpoS, rpoH, fur, soxS,
slyA, and phoB during infection. The expression of other regulators such as rpoE, rpoD,

hilA, barA/sirA, oxyR, cyad and crp was not significantly changed.

qPCR analysis. The results obtained with microarray experiments were confirmed by
using quantitative real-time PCR (qPCR). qPCR results were consistent with the
microarray results (Fig. 3). As an example, both methods showed an increased
expression of the SPI-2 gene sseB and a decreased expression of the SPI-1 gene prgl

during infection. Normalization against 16s rRNA gave similar results (data not shown).
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DISCUSSION

This report investigated an approach to circumvent many of the technical
problems encountered when studying bacterial gene transcription in vivo. We have
demonstrated that SCOTS-cDNA represents a complex mixture that can be used for
microarray analysis and allowed the study at different times post infection, not only
those with relatively large numbers of bacteria, as required by other techniques (12). The
transcriptomes of Typhi from macrophage cell culture supernatant (in vitro) or following
macrophage uptake and survival at different times post-infection were obtained and
compared. Identification of Typhi gene transcription profiles within macrophages may
elucidate the role of some Typhi genes, as adaptation and survival within macrophages

was shown to be critical (8).

We determined that approximately 300 Typhi genes were up-regulated at each
time point compared to supernatant, however only 117 genes were invariably up-
regulated at the 3 intracellular time points. These results indicate that genes over-
expressed at a defined time point may be required at different stages of internalization or
survival within macrophages or may represent a non-synchronization of the infection
process even though all Typhi examined were internalized in the first 30 minutes. As an
example, SPI-1 and SPI-2 TTSS have very different expression profiles, consistent with
their respective function. The results obtained from microarray experiments were
corroborated by qPCR. Two different technologies applied on different biological
samples were consistent, supporting the validity of SCOTS-microarray analysis as an

effective way to study host-pathogen interaction.
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The molecular mechanism of typhoid fever has predominantly been indirectly
derived from the Typhimurium murine typhoid fever model as these serovars share
many virulence genes. Our data suggest that many virulence factors and global
regulators common to both Typhi and Typhimurium are similarly up-regulated inside
macrophages. The genes coding for the flagellar apparatus, chemotaxis, and iron
transport systems were down-regulated by Typhi within macrophages, as described
previously for Typhimurium (9), indicating that iron is available from the vacuole,
which could explain why Typhi can afford to harbor many mutations in iron acquisition

genes (3).

SPI-1 encodes a TTSS involved mainly in cell invasion and is an essential
system for infection of epithelial cells of the gut (4). SPI-1 genes were down-regulated
after bacterial internalization in macrophages as expected (Fig. 2A) and the expression
profile of prgl, a SPI-1 encoded gene, was confirmed by qPCR (Fig. 3). The up-
regulation of SPI-1 at the earliest times after invasion was not previously observed by
Eriksson et al (9), since the earliest time point investigated in that study was four hours
post-infection. It is interesting to note that SPI-1 and genes involved in motility have
similar expression patterns (Fig. 2A, D), and transcription of flagella and SPI-1 genes
are co-regulated by fliZ (32), which is consistent with our results. SPI-1 genes up-
regulated during uptake of Typhi by macrophages (T0) may contribute to Typhi invasion
of macrophages, as previously shown for Typhimurium (33). SPI-1 effector SopE,
which is present in some Typhimurium strains, recruits Rab5 to the Salmonella-
containing phagosome, promoting continuous fusion with early endosomes and prevents

fusion with lysosomes (34). In addition, macrophage apoptosis is thought to be mediated
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in part by SPI-1 effectors such as SipB (35). Thus, induction of SPI-1 during or
immediately after invasion is not surprising. Another possible role of SPI-1 during
macrophage infection was recently demonstrated by the loss of transposon mutants
within SPI-1, such as inv, sip and prg, after passage into macrophages (36). We may also
hypothesize that some other genes that are not currently known to be effectors may be
translocated by the TTSS system of SPI-1 and may contribute to the initial interaction of
Typhi with macrophages. Two genes encoding for unknown protein, STY 1482 and
STY 1353, that were up-regulated by Typhi within macrophages, were recently identified
as new TTSS effectors in Typhimurium (37) and named ste4 and steC, respectively.
This confirms that our method can identify new virulence genes. Many cDNAs
corresponding to genes with unknown functions or unique to Typhi were up-regulated
inside human macrophages, including, STY1361-STY 1367, STY2000-STY2002 and
some SPI-6 genes, and will be important to consider for future studies to elucidate the

intracellular lifestyle of this human specific pathogen.

Genes encoding the SPI-2 TTSS and the Mg®" transport system (mgfBC located
on SPI-3), were more highly expressed in vivo compared to supernatant, as was
previously observed with Typhimurium inside murine macrophages (9). SPI-2 is well
known to facilitate Salmonella survival inside macrophages (5, 6). Many genes encoded
on SPI-2 were already up-regulated following bacterial uptake (TO0), and other SPI-2
encoded genes were up-regulated only after 2 h of infection. Most of the SPI-2 encoding
genes were over-expressed at all time points, consistent with their implication in creating
and maintaining the Salmonella containing vacuole. Some SPI-2 genes were not

differentially expressed, such as the ##r genes, which encode a tetrathionate reduction



118

system (38). In addition, transposon mutants of ¢t genes of Typhimurium are not lost

during infection of macrophages (36).

Most of the genes responsible for the SOS response were not differentially
expressed by Typhi inside human macrophages compared to the supernatant. The SOS
genes (recA, umuCD, uvrABY, sulA and mutH) were induced by Typhimurium inside
murine macrophages (9). However, strong inductions of dinl, the repressor of the SOS
response, as well as no induction of other DNA repair systems were observed. It is
unclear if Typhi encounters oxidative stress inside human macrophages as systems
involved to protect against oxidative stress, such as oxyR and katG were not
differentially expressed (Fig. 2F). No clear induction of genes involved in acid response
was observed in Typhi. It is possible that Typhi already experiences some acid or
oxidative stress and that the SOS response was already activated by Typhi cells in
contact with macrophages or their metabolic products, present in the supernatant, our in

vitro control.

An important host defense mechanism involves production of antimicrobial
peptides. Responses to antimicrobial peptides involved the phoPQ two-component
system regulator, the pmr operon (39), ugtL (40), pagP (41), pqaB (42), pgtE (43), virK
and its homologue somA (ybjX) (44) and mig-14 (45, 46). These genes were up-regulated
by Typhi in human macrophages (Fig. 2E). This implies that Typhi strongly responds to
antimicrobial peptides inside the vacuole of human macrophages by modifying its lipid
A, as previously described for Typhimurium (47). However, among all of these genes
only pgtE up-regulation was identified by microarray analysis of gene expression of

Typhimurium from murine macrophages (9). By contrast, most of the drug resistance



119

systems, like marRAB, emrRAB, aac, and aadA, were repressed or not differentially

expressed by Typhi whereas these systems were up-regulated by Typhimurium (9).

Other differences in gene expression between Typhi and Typhimurium were also
identified from the microarray data (Table S4). It is important to mention that the model
from Erickson et al. (9) contains many technical differences from our model, including
opsonization of bacterial cells, a higher multiplicity of infection, and number of host
cells, a murine macrophage cell line (J774-A.1), a different in vitro control (cell culture
medium), a different way to obtain cDNA (differential lysis) and the time course only
overlapped at eight hours post-infection. Thus differences observed may be caused by

one or more of these factors instead of the different serovar used.

There are two major regulators of Salmonella virulence genes required for
survival in macrophages: sly4 and phoP (8, 48-51). We detected significant induction of
phoP and slyA4 in Typhi inside the macrophage, which was not seen in Typhimurium (9).
A recent study identified 22 genes that were co-regulated by SlyA and PhoP in
Typhimurium (52). Among these genes, 62% of them were significantly up-regulated by
Typhi within macrophages, including well known virulence determinants such as the
SPI-2 genes, sseAB and their regulator ssr4, and many genes involved in resistance to

antimicrobial peptides. In contrast, Typhimurium expressed only 25% of these genes.

It was also proposed that once inside macrophages, Typhimurium uses gluconate
and related carbohydrates as carbon sources (9). However, Typhi lacks the dgo operon

involved in the utilization of this sugar and genes gntT and gntU, encoding transport
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proteins, were not up-regulated in vivo. Repression of gntU was confirmed by using
qPCR (Fig. 3). Other sugar transport systems (hexose, fructose) were also repressed.
This suggests that Typhi uses a different carbon source inside macrophages than
Typhimurium. Recent studies showed that isocitrate lyase, which allow the utilization of
fatty acid as a carbon source via the glyoxylate bypass, is needed for persistence of
Mycobacterium tuberculosis in human macrophages and Typhimurium in the mouse
model (53, 54). The isocitrate lyase gene, aceA or icl, was previously found by SCOTS
to be expressed at 48 h after infection of macrophages by two species of Mycobacterium
(13, 14). In Typhi, the ace4 gene was significantly induced starting at 8 h post-infection.

In Typhimurium, ace4 induction was not detected 12 h post-infection (9).

Our study demonstrates that by using SCOTS and microarray analysis, the
transcriptome of intracellular bacteria can be obtained without altering the existing
infection model. The method is an effective way to determine global bacterial gene
expression profiling in the context of host infection. Its application on tissue biopsies
from infected patients, as demonstrated with Helicobacter pylori in human biopsy
samples (19), will be a potential means of further elucidating the bacterial genes
expressed during infection of the human host. The SCOTS-cDNA mixture displayed an
expected expression profile of Typhi virulence genes from infected macrophages. Our
data suggest that inside THP-1 human macrophages, Typhi responds to antimicrobial
peptides but does not encounter an acidic or oxidative environment, and that Typhi may
use fatty acids as a carbon source as soon as 8 h after infection. Our global expression
analysis identified many hypothetical as well as characterized Typhi genes that may

contribute to adaptation and survival within macrophages, and such data are of
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importance for future experimental studies to elucidate the intracellular lifestyle of this

human-specific pathogen.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and bacterial infection model. The human monocyte cell line THP-1

(ATCC TIB-202) was maintained and infected as described previously (55). For RNA

extraction, cells were seeded at 2 x 107 in 100 mm-wide tissue culture dishes. The wild-
type virulent Typhi strain ISP1820 (obtained from D.M. Hone) was used as it is a well
characterized strain that is sensitive to most antibiotics that are used for bacterial
genetics, whereas CT18 is multidrug-resistant. The strain was grown at 37 °C overnight
as a static culture in Luria-Bertani (LB) broth, to an O. D. g0 0f0.6 (=3 x 108 c.fu./ml).
Typhi cells were added to the THP-1 cell monolayer at a multiplicity of infection of 10
per cell, a low density that does not affect cell viability (data not shown). After
incubation for 30 min at 37 °C, the supernatant was centrifuged and the pellet was lysed
with TRIzol reagent (Invitrogen) and frozen at -70 °C. The infected cells were washed
three times and incubated with complete RPMI initially containing 100 pg/ml of
gentamicin, which was reduced to12 pg/ml after 2 h, to kill extracellular bacteria. At
each time point, 0, 2, 8 and 24 h post-infection (p.-i.), macrophage monolayers were

washed, lysed in TRIzol and store at -70 °C.

SCOTS. RNA from each condition was extracted according to the TRIzol reagent

manufacturer’s instructions (Invitrogen). RNA samples were then treated with RNase-
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free DNase (Ambion). Each RNA sample was converted to cDNA as described
previously (13, 55) (Fig. S5). Briefly, 5 pug of total RNA was converted to first strand
cDNA by random priming, using a conserved primer containing a defined 5° end and
random nonamer at the 3° end (16), with Superscript II (Invitrogen), according to the
manufacturer’s instructions. Second strand cDNA was synthesized using Klenow
fragment (New England Biolabs) according to the manufacturer’s instructions. Bacterial
transcripts were separated from host cDNA by SCOTS, a selective hybridization to
bacterial genomic DNA as described previously (13, 55). Captured cDNA was eluted,
precipitated and amplified by PCR using the conserved primer added during reverse
transcription. Noncompetitive PCR amplification of short random-primed DNA
fragments with a single primer has previously been shown to yield a generally unbiased
population of amplicons, even when applied to complex nucleic acid pools (56, 57).
Three rounds of this capture hybridization were used to generate cDNA mixtures used as

templates for microarray analysis.

Salmonella ORF array. Typhi strain CT18 array description, labeling and hybridization
conditions, data acquisition, and normalization are described elsewhere (27) (see A3).
Bacterial genomic DNA was used as the reference channel on each slide to allow
comparison of each time point and different samples (58). The log ratio (base 2) was
used for statistical analysis using the ANOVA function with a standard Bonferonni
correction by using TMev software (59). Data have been deposited in NCBIs Gene
Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and are accessible

through GEO Series accession numbers GSE3094, GSE3095 and GSE3096.
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Quantitative Real-Time PCR analysis. The results obtained from microarray
experiments were corroborated by quantitative real-time PCR (qPCR) experiments on a
new series of infection experiments (biological replicates). Infection and RNA extraction
was performed as described above. cDNA was synthesized in triplicate using
Superscript II (Invitrogen) with random hexamers (Sigma), according to the
manufacturer’s instructions. For each sample, a no reverse-transcriptase reaction served
as a no template control. gPCR was performed using QuantiTect SybrGreen PCR Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Primers are described in Table
S5. For each qPCR run, the calculated threshold cycle (C;) was normalized to the C, of
the internal control rpoD gene amplified from the corresponding sample and the fold-
change was calculated as previously described (60). The alternative sigma factor rpoD
was chosen as an internal control as no significant variation of expression for this gene
in either Typhi (this study) or Typhimurium (9) was observed inside macrophages. In
addition, expression of rpoD in Escherichia coli was shown to be independent of growth

phase (61).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Scan of the first subarray of the microarray slides hybridized with cDNA, 1X
SCOTS, 2X SCOTS and 3X SCOTS from 2h, from left to right. A) Cy5 (cDNA) signal
only and B) both Cy5 (cDNA) and Cy3 (genomic DNA) signal. C) Number of genes
detected following each round of SCOTS. A set of 100 Typhimurium-specific genes
were used to calculate the detection threshold. Genes with signals greater than the

median of these 100 genes plus 3 standard deviations were considered to be detected.

Figure 2. Number of genes (%) from selected functional groups that were significantly
induced (M) or repressed (o). See text for details. AMPR, antimicrobial peptide

resistance.

Figure 3. Real-Time qPCR (light color) and microarray (dark color) results for a set of 8

genes, compared to supernatant. See text for details.
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Préface au Chapitre 5

Le transcriptome de Typhi dans les macrophages humains a permis d’identifier
une région absente du génome de Typhimurium (STY/498-STY1499) dont les deux
genes étaient fortement exprimés. Ces geénes uniques a Typhi pourraient étre impliqués
dans la virulence de Typhi et dans son interaction avec les macrophages humains. Le
chapitre 5 décrit la caractérisation des genes cly4 et taid codés dans cette région. Ces
genes sont impliqués dans I’interaction de Typhi avec les macrophages humains et sont
des nouveaux facteurs de virulence spécifiques & Typhi. Cet article sera soumis

prochainement au journal « Molecular Microbiology ».

J a1 effectué toutes les expériences décrites dans ce manuscrit et analysé tous les

résultats. Ce manuscrit a été écrit par moi et révisé par France Daigle.
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CHAPITRE 5, 4° article

The novel secreted invasin TaiA and the hemolysin ClyA are co-transcribed and
have complementary functions that may help Salmonella enterica serovar Typhi

persistence.
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ABSTRACT

Salmonella enterica contains many serovars that cause different diseases in
humans. Serovar Typhimurium usually causes gastroenteritis while serovar Typhi causes
a human restricted systemic infection called typhoid fever. These serovars share many
virulence factors such as two different Type Three Secretion Systems (T3SS). However,
differences in pathogenicity underlie that they also possess and use serovar-specific
virulence factors. We have identified a Typhi genomic region encoding two open
reading frames (ORF), STY 1498 and STY 1499, that are expressed during infection of
human macrophages. STY 1498 corresponds to c/y4, which encodes a pore-forming
hemolysin and STY1499 encodes a 27 KDa protein, without any attributed function,
which we have named TaiA (Typhi associated invasin A). Transcriptional analysis
revealed that these ORFs are part of an operon. In order to evaluate the implication of
these genes in Typhi pathogenesis, isogenic Typhi strains harboring a non polar
mutation of either cly4 or taiA were constructed. Deletion of cly4 enhanced Typhi
survival at 48 h post-infection of macrophages but was not involved in cytotoxicity of
macrophages. However, ClyA was cytotoxic for epithelial cells. Deletion of rtaid
reduced phagocytosis by human macrophages compared to the isogenic wild-type strain,
but did not affect the survival rate in macrophages and was not required during infection
of epithelial cells. Then, we have demonstrated that TaiA was a novel secreted protein.
TaiA was secreted in medium inducing the invasion phenotype, but independently of the
SPI-1 T3SS, which translocates proteins involved in the invasion of host cells. Our
results revealed that products of this gene cluster unique to Typhi increase uptake by

macrophages but reduced long-term bacterial survival. Those phenotypes might be
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involved in promoting the use of macrophages as a stealth reservoir for Typhi and

allowing long-term persistence inside the host.

INTRODUCTION

The genus Salmonella is composed of two distinct species, Salmonella bongori
and Salmonella enterica. While S. bongori is rarely involved in human infection, S.
enterica is a major human pathogen. Out of the 2000 serovars of S. enterica, only a
small fraction is associated with human infections (56). For example, serovars
Typhimurium and Enteritidis cause a localized infection, gastroenteritis, in humans.
Typhi causes a severe systemic infection called typhoid fever, which kills an estimated
600 000 people annually (53). Because Typhi is restricted to humans, Typhimurium has
been used for many years to study typhoid fever pathogenesis using a murine infection
model in which Typhimurium causes a systemic infection. This model has been crucial

in understanding systemic infection by Sa/monella.

S. enterica and S. bongori possess a Type Three Secretion System (T3SS),
encoded by Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI-1), which mediates invasion of host
cells (20, 40). S. enterica possess a second T3SS located on SPI-2 which is required for
survival inside macrophages and the infection of mammalian hosts (46, 48). The T3SS
inject bacterial proteins directly inside the host cell and disturb their normal cell
function. Induction of the SPI-1 encoded genes requires high osmolarity and low
aeration, conditions present in the small intestine where the SPI-1 T3SS initiate cell

invasion (2, 36). Invasion of non-phagocytic host cells is strictly dependent on actin
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rearrangement, and many SPI-1 T3SS secreted effectors affect actin polymerization,
including SopE and SopE2 (24, 68). SPI-2 T3SS genes are induced by low
concentrations of magnesium, phosphate and an acidic pH (4, 9, 12). SPI-2 translocated
effectors are involved in modification of the Salmonella containing vacuole (SCV) and

inhibition of lysosome fusion (32).

Infections with Typhi are characterized by a long incubation period (7-14 days),
a three week period of symptoms, including fever and malaise, and mild intestinal
inflammation (8). In contrast, Typhimurium infections in humans have a shorter
incubation period (10-72 h), a shorter symptomatic period (<10 days) and produce
strong intestinal inflammation (65). Therefore, Typhi is likely to possess and use unique
virulence factors to systemically infect humans. For example, Typhi is able to reduce
intestinal inflammation by the production of Vi, an exopolysaccharide capsule which
decreases the production of IL-8 and IL-17 by intestinal cells (57, 58, 59). Interestingly,
Vi capsule is consistently absent in serovars that cause gastroenteritis in humans (56).
Typhi is able to survive better inside human macrophages than Typhimurium (66).
However, Typhimurium survives better inside murine macrophages than Typhi (66).
The highest level of survival in macrophages seems to correlate with the host in which
each serovars are able to cause a systemic infection. Survival in host macrophages is
known to have a great impact on virulence (18) and host macrophages have been shown
to be the reservoir of Salmonella during systemic disease (60). Therefore, in the absence
of an adequate animal model to study typhoid fever, it is important to focus our studies
on Typhi interaction with host cells in order to better characterize mechanisms of

pathogenicity.
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Transcriptomic studies of Typhi identified a group of 117 genes constitutively
induced within infected human macrophages (17). This group includes many genes of
the SPI-2 T3SS, several genes involved in antimicrobial peptide resistance and many
genes with no associated function during infection (17). Some of these genes were
absent from the Typhimurium genome, including cly4 (STY1498) and STY 1499, which
are two contiguous genes. ClyA also known as HIyE or SheA, is a well characterized
hemolysin found in serovar Typhi, Paratyphi A and in some Escherichia coli strains
(50). ClyA monomers are exported in outer membrane vesicles (OMVs). Differences in
redox status in OMV compared to periplasm trigger ClyA oligomerization and insertion
into the OMV membrane (71, 75). E. coli cells expressing clyd are cytotoxic for
mammalian cells in a contact dependent manner (33, 49). Moreover, purified E. coli
ClyA and OMVs containing ClyA have been shown to be cytotoxic for cultured
epithelial cells and macrophages (33, 75). Typhi strains are not hemolytic on blood agar
and cly4 is not expressed in this growth condition (50). However, the vaccinal strain
Ty21a has a hemolytic phenotype on blood agar plates and it has been suggested that
expression of cly4 by this strain may be caused by an aberrant regulation due to an
unknown mutation (50). A specific antibody response toward ClyA during human
infection by Typhi or Paratyphi has been reported recently, which indicates that ClyA is
expressed in vivo (74). However, direct evidence of ClyA playing a role in Typhi
pathogenesis has not been reported. STY1499 is a putative ORF of unknown function,
that we have named taid (Typhi Associated Invasin A). Expression of this gene cluster

inside human macrophages suggests that these genes might be involved in Typhi
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pathogenesis. To investigate this possibility, non-polar mutant strains of c/y4 and taid

were constructed and their interaction with human cells was characterized.

RESULTS

Presence of cly4 and taid in bacterial genome. c/y4 and taid (STY1499) are inserted
between osmC and STY 1501 in Typhi (Fig. 1A) and are absent in Typhimurium, where
osmC and STM1562 (homologue of STY1501) are contiguous. By comparative
genomic hybridization, tai4 and clyA were detected in typhoidal serovars Typhi and
Paratyphi A (56). Interestingly, these genes are also absent in all tested strains of
Enteritidis and Typhimurium, which cause gastroenteritis in humans (56). Serovars
Montevideo, Oranienburg, Sendai, Javiana and Muenchen were also shown to possess
these genes, although only one strain per serovar was tested (56). BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) analysis using the sequence encoding both
genes reveals that this gene cluster was present in Sa/monella enterica serovar Typhi,
Paratyphi A, Javiana and Schwarzengrund but absent in other sequenced microbial
genome. This gene cluster possesses a GC content of 40% which is relatively low
compared to the average 52% of the genome of Typhi (52). The flanking genes, osmC
and STY1501, possess a GC content of 52% and 45% respectively. clyA is present in
many pathogenic E. coli strains and in the laboratory strain K-12 (38). BLAST analysis
using the nucleotide sequence reveals that ClyA is also present in Shigella flexneri
serotype 2a and 5. However, tai4 was absent from E. coli and BLAST analysis using the
nucleotide sequence did not identify any homologous genes. However, in the coliBASE

database (http:/colibase.bham.ac.uk/), the only orthologue of taid was Yersinia
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enterocolitica ORF 3776 (56% identity, 76% similarity). BLAST analysis at the protein
level revealed homology to a hypothetical protein of Y. enterocolitica (YE2885) and to a
putative signal transduction histidine kinase of Y. bercovieri. However, TaiA does not
possess any known domain and it is unlikely that TaiA has any kinase activity. PSORTb
(21) was used to find a putative subcellular localization of TaiA. Unfortunately,
PSORTb was unable to predict a subcellular localization and no signal peptide for

secretion was found.

clyA and taiA are arranged in an operon. In order to identify possible promoters for
taiA and clyA the NNPP version 2.2 was used with the prokaryote settings
(www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). A putative promoter sequence with a high
score was detected 200 bp upstream of faid. However, only low score promoters were
found upstream of c/yA. This suggests that c/y4 might be transcribed from the raid
promoter and that they might be organized in an operon. The transcriptional linkage was
verified by RT-PCR. PCR was performed on cDNA and a 1.2 Kb fragment was
amplified with primers 1499-F and 1498-R which encompasses genes taid and clyA

(Fig. 1B). Therefore, taid and clyA are co-transcribed and belong to the same operon.

clyA and taiA are expressed in human macrophages. Transcriptomic study of Typhi
infecting human cultured macrophages (THP-1) revealed that taid and clyA were
induced during infection (17). To confirm this finding, qPCR was performed on RNA
samples from bacteria present in the supernatant of infection and from infected
macrophages at 0, 8 and 24 h post-infection (Fig. 1C). The supernatant sample contains

RNA from bacteria that were not associated with macrophages and was used as the
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control condition, as previously described for the microarray experiment (17). The 0 h
time point contains RNA from bacteria associated with macrophages, either
extracellularly or intracellularly. Both genes seem to be strongly induced when the
bacteria are associated with macrophages (0 h) and even more at later time points during
the infection. Interestingly, both genes have the same expression pattern, which

corroborate the result indicating that these genes are co-transcribed.

ClyA reduced Typhi survival in human macrophages. Previous study of Typhi c/y4
did not identify a condition that induced its expression (50). However, our data clearly
shows that cly4 was expressed during interaction with human macrophages, suggesting
that ClyA may have a role during infection of host cells. Therefore, a strain containing a
non-polar deletion of cly4A was constructed. The contribution of c¢ly4 in uptake by or
survival in human cultured macrophages (THP-1) was investigated using a gentamicin
protection assay. The cly4 deletion did not affect bacterial uptake significantly but
enhanced survival of Typhi in human macrophages by 40% (P = 0.02) of the wild-type
phenotype, after 48 h of infection (Fig. 2A). To validate this result, the c/y4 gene was
cloned on a low copy plasmid and transformed in the Acly4 to complement the mutation
and in the wild-type strain as a control. These strains had the same survival rate in
macrophages, which demonstrates that the observed phenotype of the Ac/yA4 strain was
due to the mutation it harbored (Fig. 2A). In order to investigate the effect of ClyA
production inside macrophages, a cytotoxic assay was performed by monitoring the
release of LDH, a cytolysis indicator. Macrophages infected with the AclyA strain
released the same amount of LDH as the macrophages infected by the wild-type strain

(Fig. 2B).
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ClyA promotes lysis of human epithelial cells. A previously published study reported
that purified E. coli ClyA is cytotoxic for epithelial cells (75). It is currently unknown if
Typhi ClyA is cytotoxic for epithelial cells, in the context of bacterial-host interaction.
Therefore, we tested the effect of a non-polar deletion of c/y4 on infection of human
epithelial cells. Adhesion, invasion, and cytotoxic assays were performed. The Acly4
strain showed the same adhesion level as the wild-type strain (data not shown). However
the mutant strain was 60% more invasive (P = 0.03) than the wild-type strain (Fig. 2A).
The mutant strain was 25% less cytotoxic (P = 0.001) to epithelial cells than the wild-

type strain (Fig. 2B). Complementation restored the wild-type phenotype.

TaiA is involved in bacterial uptake by human cells. Even if no similarity with any
known virulence protein was identified for faid, its expression profile during infection of
human macrophages suggests that TaiA might be involved in Typhi interaction with
human cells. To test this hypothesis, a mutant strain harboring a non-polar deletion of
taiA was constructed. Deletion of tai4 reduced bacterial uptake by or association with
human macrophages to 60% (P = 0.00006) of the wild-type value but had no effect on
bacterial survival inside human macrophages (Fig. 3A). Complementation of the taid
mutant with a wild-type copy of the gene on a low-copy plasmid restored the wild-type
phenotype. In order to differentiate between bacterial association and invasion,
macrophages were pretreated with cytochalasin D before infection. Cytochalasin D is an
inhibitor of host cell cytoskeletal function which blocks bacterial uptake by
macrophages (61). In the presence of cytochalasin D, only 3-4% of the initial bacterial

inoculum was associated with macrophages and the level of association of the Ataid
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strain was similar to the level of the wild-type (Fig. 3B). Taken together, these results
suggest that TaiA might be involved in increasing bacterial uptake by host macrophages
but is not involved in bacterial association with macrophages. Adherence to and invasion
of epithelial cells were then investigated. The Ataid strain had the same level of
adherence to (data not shown) and invasion of epithelial cells as the wild-type strain
(Fig. 3C). Therefore, deletion of tai4 did not seem to impair Typhi interaction with
epithelial cells. To investigate the effect of additional copy of taid, the plasmid for
complementation (pWSKtai4) was introduced in the wild-type strain and the adherence
to and invasion level of HeLa cells were compared to the levels of the wild-type strain
harboring the empty vector (pWSK29). No difference was seen for the adherence level.
However, the wild-type strain harboring pWSKtai4 was 5 times more invasive (P =
0.01) than the wild-type strain harboring the vector alone (Fig. 3C). In addition, the
AtaiA strain harboring pWSKrai4 was 2.5 times more invasive (P = 0.01) than the
mutant strain harboring the vector alone (Fig. 3C). This indicates that additional copy of
tai4 enhanced invasion of HeLa cells by Typhi. Moreover, this effect seems to be
directly proportional to the copy number of taid, since the wild-type strain harboring
pWSK{taid is more invasive than the mutant strain harboring pWSKtaid. Thus, TaiA
seems to be involved in the uptake by host cells. Because Acly4 and AtaiA strains have
different phenotypes, it is unlikely that the effect observed for the Araid strain was due

to a polar effect of the tai4 mutation on c/y4 expression.

TaiA is a novel secreted protein. Because TaiA seems to affect host cells during
infection, we hypothesized that TaiA might be secreted. To allow detection of TaiA by

western blotting, the protein was tagged at its C-terminal with 2 HA epitopes and cloned
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in a low copy vector with its native promoter. The HA tag has been proven useful to
study protein secretion and C-terminal tags are usually well tolerated (72). Moreover,
this tag was previously used to monitor the secretion of many SPI-2 effectors, such as
PipB, SseJ and SseL by Typhimurium T3SS (10, 31, 34). The presence of TaiA-2HA in
the supernatant of bacteria grown in condition known to induce expression of genes
involved in invasion of host cells (36). A 29 KDa proteins was detected by anti-HA
antibody in the supernatant fraction and in the pellet fraction of strain harboring pzaid-
2HA but not of the strain harboring the vector alone (Fig. 4, line 1 and 2). The
cytoplasmic GroEL protein was not detected in the supernatant fraction indicating that it
is unlikely that TaiA-2HA was detected because of cytoplasmic leakage. Therefore,

TaiA is a novel secreted protein of Typhi involved in uptake by host cells.

TaiA is neither a SPI-1 nor a SPI-2 T3SS secreted effector. Many virulence factors
of Salmonella that interfere with host cell function are secreted by T3SS and invasion of
host cells is associated with SPI-1 T3SS. Moreover, there are many reports showing that
Salmonella SPI-1 T3SS is also used to secrete proteins in contact with macrophages. For
example, SPI-1 T3SS is known to induce macrophage cell death by injecting SipB (7,
27). As for SPI-2 T3SS, SPI-1 T3SS is also able to translocate proteins encoded outside
SPI-1, such as SopE and SopE2 (24, 68). Because TaiA seems to have a function in
early interaction with human macrophages and because it is secreted in SPI-1 inducing
condition (LB-NaCl), it seems possible that TaiA is secreted by SPI-1 T3SS. A possible
secretion by SPI-1 T3SS was investigated by monitoring secretion of TaiA-2HA in a

AinvA strain, which is unable to assemble a functional SPI-1 T3SS (69). TaiA-2HA was
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still secreted by a AinvA strain, suggesting that its secretion in SPI-1 inducing media was

not dependent of SPI-1 T3SS (Fig. 4, line 3).

TalA was not secreted by SPI-1 T3SS and because it was involved in Typhi
interaction with human macrophages, it seems possible that it may be secreted by SPI-2
T3SS, which is used to translocate bacterial effectors into host macrophages. Moreover,
Pavlidis Template Matching analysis using the Tigr MeV software (64) of Typhi
transcriptomic data inside THP-1 cells revealed that fai4 exhibited the same expression
profiles as some SPI-2 effectors, such as sseG (17 , 23). Some SPI-2 T3SS effectors are
encoded outside SPI-2, such as SseL and SifA (5, 10, 63). Therefore the secretion of
TaiA by SPI-2 T3SS was investigated. LPM pH 5.8 medium has been shown to
stimulate secretion of SPI-2 secreted effectors (9). Under this condition, a 29 KDa
protein, detected by anti-HA tag antibody, was only produced by bacteria harboring
ptaiA-2HA but not the vector alone (Fig. SA). However, this protein was detected only
in the bacterial pellet but not in the culture supernatant (Fig. 5A). As a control for SPI-2
secretion, SseB was detected in the culture supernatant of Typhi strain harboring the
vector alone or ptai4d-2HA. GroEL was used as a control of bacterial cytoplasm leakage
and was not detected in the culture supernatant. Secretion studies performed using N
salts medium containing 8 uM MgCl,, a condition which was also shown to induce
expression of SPI-2 T3SS (12), failed to detect secretion of TaiA-2HA (data not shown).

Our data clearly show that TaiA is not secreted under SPI-2 inducing condition.

TaiA-2HA was detected in the bacterial pellet and since tai4d-2HA was cloned

with its native promoter, this means that TaiA was produced under SPI-2 inducing
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conditions but not secreted. Induction of SPI-2 T3SS structural and effector genes
required the ssrA/ssrB two component system (26, 77). To investigate a possible
regulation of tai4 by SsrB, we compared expression of 7aid in the wild-type and in a
AssrB 1sogenic strain, 24 h post-infection of human macrophages. gPCR results reveal
that expression of taid and clyA4 in AssrB strain was almost the same as in the wild-type
strain (Fig. 5B). However, SPI-2 encoded effector sseB was strongly repressed in a
AssrB strain, as expected. Thus, taid and clyA are not part of the SsrB regulon and TaiA

is not secreted by SPI-2 T3SS.

TaiA enhance invasion of HeLa cells by E. coli. As TaiA was involved in Typhi
uptake by host cells, we next investigate if tai4 may confer an invasion phenotype to E.
coli, which is unable to invade epithelial cells. Therefore, pWSKtai4 and pWSK29 were
transformed in E. co/i DH5a and invasion assay were performed with those strains. E.
coli harboring pWSKtai4 was 2 times more invasive (P = 0.03) than E. coli harboring
the empty vector (Fig. 6). This confirm that TaiA is not secreted by neither T3SS, since

they are absent in E. co/i DHS5a, and is involved in bacterial uptake by host cells.

DISCUSSION

The goal of this study was to assess the implication of a gene cluster up-regulated
during macrophage infection and specific to typhoidal Salmonella in Typhi interaction
with host cells. One may expect that serovar-specific virulence factors could be involved
in host and disease specificity. Salmonella serovars are thought to have evolved by

acquisition of genomic region encoding virulence factors by horizontal gene transfer
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(HGT) (22, 25, 40 ) or by genome degradation, such as deletion of genes or pseudogene
formation (41). Gene clusters acquired by HGT are usually AT-rich, compared to the
average GC content of Salmonella genomes, and H-NS tightly regulates their expression
(37). For example, there are evidences that SPI-1 and SPI-2 T3SS have been acquired by
HGT, which correlates with extensive binding of H-NS in those DNA regions (37 , 47).
A recent study identified taid (STY1499) as a putative horizontally acquired gene,
present only in typhoidal Salmonella, not in gastroenteritis mediating Salmonella (73).
Consistent with this, a comparative genomic hybridization (CGH) study revealed that
taiAd and clyA are present together in all Typhi, Paratyphi A, Montevideo, Oranienburg,
Sendai, Javiana strains tested and in one serovar Muenchen strain. Interestingly, these
serovars are clustered together in the S. enterica genovar tree based on the CGH data,
which suggest that they are genetically closely related (56). By contrast the
gastroenteritis-associated serovars Typhimurium and Enteritidis, which do not contain

tai4 nor clyA, are clustered together in a distant branch of the CGH based genovar tree.

Transcriptional analysis revealed that zai4 and cly4 are co-transcribed, since a
1.2 Kb cDNA overlapping both genes was amplified by PCR (Fig. 1B). Moreover, both
genes show the same induction profiles during infection of human macrophages (Fig.
1C). The expression profile obtained by qPCR correlates well with the results obtained
in the transcriptomic study of Typhi inside human macrophages (17). In this study both
tai4 and clyA were clustered with many SPI-2 encoded or SPI-2 translocated effector
coding gene. This lead us to question if tai4d and cly4 were regulated by SsrB. The
SsrA/SsrB two component system is directly involved in the induction of SPI-2 T3SS

structural genes and secreted effectors (10, 26, 77). SsrB also regulates a number of



147

other genes outside SPI-2 (78). However, our results suggest that SsrB does not regulate

expression of taid nor clyA (Fig. 5B).

Typhi ClyA contributed to be cytotoxicity in epithelial cells (Fig. 2B), as was
shown for E. coli ClyA (75). At the intestinal phase of the infection, ClyA might be
useful to lyse epithelial cells to allow deep tissue infection. However, ClyA reduced
long-term survival (48 h post-infection) of Typhi inside human macrophages, because
the mutant strain showed an increase survival rate, without affecting cytotoxicity (Fig.
2). The mechanisms underlying differences in the interaction of ClyA with epithelial
cells and macrophages are currently unknown. The gentamicin used in the gentamicin
protection assay kills extracellular bacteria that have not invaded host cells or that have
been released from host cells following host cell death. In theory, a lower level of
cytotoxicity toward host cells would likely result in a lower release of bacteria, thus
enhancing the apparent survival of bacteria in this model. However, in the case of the
AclyA strain in macrophages, enhanced survival cannot be explained by a decrease in
macrophage lysis, because macrophages infected with the wild-type or the mutant strain

showed no differences in cell viability.

Inside macrophage, it is possible that ClyA forms pore within the SCV, which
may alter the SCV content and affect survival of Typhi. Insertion of E. coli ClyA in
epithelial cell outer membrane results in intracellular oscillation of Ca** concentrations
(67). SPI-1 T3SS insertion in epithelial cell membrane has been shown to increase the
rate of fusion of the SCV with lysosomes via a Ca®'-dependent pathway, which

compromises bacterial growth (62). It is currently unknown if SCV perforation by SPI-2
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T3SS induces host functions that reduces bacterial growth (70). The ClyA pore is at least
35 A wide, which is sufficiently large to allow passage of small compounds like maltose
(50, 71). One may therefore hypothesize that the formation of pores in SCV by ClyA
could affect the concentration of ions and small molecules inside the SCV. This may

occur either by leakage from the host cell cytoplasm into the SCV or the opposite.

Because, host macrophages are the reservoir of Salmonella during systemic
infection (60), expression of cly4 by Typhi inside human macrophages may lead to
reduced bacterial growth and lead to persistent infection of human macrophages during
the systemic phase of the infection. Growth control inside host cells by intracellular
pathogens is a new concept, and some mechanisms have been reported (70). SciS, a
Typhimurium homologue of Legionella pneumophila lcmF, has been shown to reduce
intracellular growth in macrophages. Interestingly, loss of sciS attenuated virulence of
Typhimurium in mice (54). Typhimurium mutants unable to trigger induction of host
nitric-oxide synthase were found to overgrow in macrophages (16). Induction of host
defense systems is not the only strategy used by Sa/monella to control its intracellular
growth. Coombes et al (11) reported that YdgT reduces SPI-2 T3SS expression during
infection. A AydgT strain displayed an increased survival in macrophages but killed
mice less efficiently than the wild-type strain. Controlled growth in host cells has been
also linked to chronic infection (43, 70). A recent report compared the net growth rate in
intestinal mucosa of pigs infected with serovar Cholerasuis and Typhimurium. In this
model, Cholerasuis causes a systemic infection with a high mortality rate, while
Typhimurium causes acute enteritis that is rarely fatal (55). They found that Cholerasuis

replicated slower than Typhimurium in intestinal mucosa, which is consistent with the
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necessity to control growth to cause a systemic infection. In the 129sv mouse line,
Typhimurium causes a chronic asympomatic infection (42). In this model, host
macrophages seem to be the reservoir of persistent Salmonella and the mean number of
Salmonella per cells was about 3, which is an indication that Salmonella growth was

controlled (42). This goes well with Typhi longer incubation period than Typhimurium.

Moreover, because the macrophages are the reservoir of Salmonella, increasing
bacterial uptake by these cells may increase the probability of establishing a systemic
infection. This function might be mediated in part by TaiA, because deletion of taiA
reduced macrophage uptake (Fig. 3A). Reduction in bacterial uptake does not seem to be
caused by a reduction in bacterial adhesion or association to human macrophages since
there was no difference in cell association between the wild-type and the Ataid strain
following uptake inhibition by cytochalasin D treatment (Fig. 3B). Therefore, TaiA
seems to increase macrophage phagocytic activity. This activity seems restricted to
macrophages since the tai4 deletion did not impair invasion of epithelial cells (Fig. 3C).
However, overexpressing taid in Typhi or E. coli enhance its invasiveness (Fig. 3C and
Fig. 6). In the wild-type Typhi strain, the SPI-1 T3SS is probably sufficient to trigger
invasion of HeLa cells which cover-up the effect of TaiA. Nevertheless, our results

indicate that TaiA is a novel invasin of Typhi.

Production of TaiA was observed in SPI-1 and SPI-2 inducing media, but
secretion of TaiA was only detected in SPI-1 inducing conditions, not in SPI-2 inducing
media (Fig. 4 and Fig. 5A). TaiA secretion was found to be independent of both T3SS

by western blotting. Moreover, a confirmation that TaiA is not secreted by T3SS was
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obtained by showing that TaiA enhanced invasion of HeLa cells by E. coli which does
not possess SPI-1 or SPI-2 T3SS. It was surprising to note secretion of TaiA in SPI-1
inducing condition because it is usually not associated with function involved in
interaction with host macrophages. However there are a number of studies implicating
SPI-1 T3SS during infection of macrophages and SPI-1 translocated effectors are
involved in S. enterica interaction with macrophages. For example, SPI-1 T3SS causes
early macrophages apoptosis, a function attributed to SipB (7, 19, 27, 39). These studies
suggest that SPI-1 T3SS inducing conditions exist during early interaction with human
macrophages. However, TaiA might be secreted in other conditions and TaiA secretion
might be regulated by an unknown mechanism. Detection of TaiA in the supernatant
fraction or in the cell fraction at the initial time point of macrophage infection (T0) by
western blotting was unsuccessful, probably because TaiA concentrations were too low
(data not shown). Nevertheless, TaiA is a novel secreted protein independent of both
T3SS and possibly of the sec pathway, because no signal peptide was detected in the N-
terminal portion of the protein. Because ClyA is exported by OMVs (71, 75), one may
hypothesized that TaiA also use this export mechanism and that these proteins may

interact together in the OMVs. These possibilities are currently under investigation.

Some Salmonella virulence factors have been previously identified to influence
macrophage phagocytosis. For example, O-antigen side chains influence uptake by
human macrophages (44), SPI-1 T3SS increases invasion of porcine macrophages by
Typhimurium (6) and the type IVB pili enhanced uptake of Typhi by human
macrophages (51). Moreover, Drecktrah et al (14) have demonstrated that the

mechanism of Salmonella entry inside host macrophages affects the growth rate and
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gene expression. Therefore, Salmonella virulence factors, like TaiA, SPI-1 T3SS, LPS
and type IVB pili, may affect the mechanism of phagocytosis to promote survival and

appropriate growth inside host macrophages.

This study shows that tai4 and clyd are co-transcribed and seem to have
complementary function. TaiA is a novel secreted invasin which increased bacterial
uptake by human macrophages and ClyA reduced bacterial growth, which might result
in an increased use of macrophages as a stealth environment. This in turn may promote
persistent infection of the host which is a key feature of typhoid fever. Acquisition of
this gene cluster by typhoidal Salmonella may explain in part their capacity to cause

systemic infection in humans.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial strains and growth conditions. Strains and plasmids used in this study are
listed in Table 1. Bacteria were routinely grown in Luria-Bertani (LB) broth. For
invasion assay or SPI-1 induction, bacteria were grown in LB containing 0.3 M NaCl
(LB-NaCl) without aeration. For SPI-2 induction, low phosphate, low magnesium-
containing medium (LPM) pH 5.8 was used as described (9). When required, antibiotics,
amino acids or supplements were added at the following concentrations: ampicilin (Ap),
diaminopimelic acid (DAP), 50 pg ml"'; chloramphenicol (Cm), 34 pg ml’'; tryptophan,

cysteine and arginine, 22 pug ml™'. Transformation of bacterial strains was routinely done
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by using the calcium/manganese based (CCMB) or electroporation methods as described

(45).

Generation of mutants and complementation. To generate non-polar mutations of
taid and clyA, the overlap-extension PCR method described by Basso et al. was used
(3). For taid, fragments were amplified with primers STY 1499-BF and STY1499-BR
for the 5' end of the gene and primers STY1499-EF and STY1499-ER for the 3' end of
the gene. These 2 fragments were ligated in a second PCR by using the external primers
STY1499-BF and STY1499-ER. The resulting fragment containing a 318 bp internal
deletion was digested with BamHI and Xbal and ligated into suicide vector pMEG375
(29). The resulting plasmid pSIF024 was conjugated from E. coli MGN-617 to Typhi
ISP1820 by overnight plate mating on LB with DAP. Transconjugants were selected by
growth on LB plates containing chloramphenicol without DAP. Selection for double-
crossover allele replacement was obtained by sacB counterselection on LB agar plates
without NaCl and containing 5% sucrose (30). Isogenic strain DEF061 contains a non-
polar mutation of taid. For deletion of cly4 the same method was used with primers
clyA-BF, clyA-BR, clyA-EF and clyA-ER. The resulting isogenic strain DEF062,
constructed with plasmid pSIF025, contains a non-polar mutation of c/ly4. Mutations
were confirmed by PCR. To complement these mutants, faid and cly4 were cloned
separately into the low copy vector pWSK29. This plasmid was shown to have no
deleterious effect on Typhi infection of host cells (1). tai4 and cly4 were amplified with
Elongase (Invitrogen) with primers STY1499-FC, STY1499-ER and clyA-FC, clyA-ER
respectively. PCR fragments were digested with BamHI and Xbal and ligated into

pWSK29 resulting in plasmids pWSKtai4 and pWSKclyA. pWSKtaid was transformed
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in the wild-type strain and in DEF061 to complement the fai4 mutation, resulting in
strains DEF074 and DEFO075 respectively. pWSKclyA was transformed in the wild-type

strain and in DEF062 to produce DEF123 and DEF124 respectively.

Generation of mutant strains of SPI-1 and SPI-2 T3SS. Mutation of inv4 and ssrB
were done by using the approach described above. Primers invA-BF, invA-BR, invA-EF
and invA-ER were used to generate a mutant allele for invA4 and primers ssrB-BF, ssrB-
BR, ssrB-EF and ssrB-ER for ssrB. These fragments were cloned in pMEG-375,
digested by BamHI and Xbal resulting in plasmid pSIF072 and pSIF074 respectively.
Allelic exchange was performed as described above and mutations were confirmed by
PCR. Typht strain DEF147 corresponds to an inv4 mutant and DEF149 corresponds to

an ssrB mutant.

Epitope tagging of TaiA. Primer 1499-R-2HA was designed to contain the last 22
nucleotides (without the stop codon) of tai4 and 2 HA tag sequences. This primer was
used with STY1499-FC to PCR amplify STY1499 with its native promoter and add 2
HA sequences at its 3' end. The resulting fragment was digested with Xbal and BamHI
and ligated into pWSK29 to create ptaid-2HA. This plasmid was transformed into Typhi
strain ISP1820 to generate strain DEF150. Production of a 29 KDa protein detectable by
anti-HA antibody was confirmed by western blot. ptaiA-2HA was also transformed in
the SPI-1 (DEF147) and SPI-2 (DEF149) mutants resulting in strains DEF169 and

DEF171 respectively.
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Infection of human cultured macrophages. The human monocyte cell line THP-1
(ATCC TIB-202) was maintained in RPMI 1640 (Wisent) containing 10% fetal calf
serum (FCS) (Invitrogen), 25 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-
ethanesulfonic acid, pH 7) (Wisent), 2 mM L-glutamine, | mM sodium pyruvate and 1%
MEM (modified Eagle’s medium) non-essential amino acids (Wisent). A stock culture
of these cells was maintained as monocyte-like, non-adherent cells at 37 °C in an
atmosphere containing 5% COz2. For macrophage infection, cells were seeded at 5 x 10°
cells per well in 24-well tissue culture dishes and were differentiated by addition of 10~
M phorbol 12-myristate 13-acetate for 72 h. Bacteria were grown overnight standing in
LB, which corresponds to an ODggp of 0.6 (= 3 x 10° CFU) and were then added to the
cell monolayer at a multiplicity of infection (MOI) of 10:1 and centrifuged for 5 min at
800 x g to synchronize phagocytosis. After incubation for 20 min at 37 °C, the infected
cells were washed three times with prewarmed phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4,
and the infected monolayers were either lysed (T0) from the tissue culture dishes or
incubated 2 h with supplemented media as above containing 100 ug ml”' of gentamicin
(Wisent) to kill extracellular bacteria. Then, the infected monolayers were washed three
times with prewarmed PBS and further incubated for an additional 46 h (or 6 h and 22 h
for RNA extraction) in the presence of fresh supplemented tissue culture medium
containing 12 pg ml"' of gentamicin. The infected cells were then washed three times
with prewarmed PBS and the infected monolayers were lysed (T48). The cells were
lysed by addition of 1 ml of 0.1% sodium deoxycholate in PBS (PBS-DOC) per well and
the number of surviving bacteria were determined as colony forming units (CFU) by
plating on LB agar. Percent phagocytosis was calculated by (CFU at TO/CFU in the

initial inoculum of bacteria added to each well) x 100. The survival rate at 48 hours
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corresponds to (CFU at T48/CFU at TO) x 100. Results are expressed as the mean +
standard error of the replicate experiments compared to wild-type value for each
replicate. For complement study, the wild-type strain harboring the plasmid for
complementation was used as the control. Student’s T-test was used for statistical
analysis. When indicated, the macrophages were incubated 1 hr prior to infection, with 1
pg/ml of cytochalasin D (Sigma) to inhibit bacterial uptake as described previously (61).

The addition of cytochalasin D was maintained throughout the infection.

Infection of human cultured epithelial cells. HeLa cells (ATCC CCL-2) were grown
in DMEM medium (Wysent) supplemented with 10% heat-inactivated FCS (Wysent)
and 25 mM HEPES (Wysent) (complete medium). Infection was carried out as
previously described (15). One day before infection, cells were seeded at 2.5 x10° in 24-
well tissue culture plates. An hour before infection, cells were washed 3 times with
prewarmed PBS, and fresh complete medium was added to each well. Bacteria were
grown overnight in LB-NaCl to an ODgg of 0.6 (= 3 x 10® CFU) and added to each well
at a MOI of 20 (100 for E. coli). The 24-well plates were then centrifuged at 800 x g for
5 min to synchronize infection, incubated at 37 °C in 5% CO; for 90 min and rinsed
three times with PBS. Cells were either lysed with 1 mL of PBS-DOC to evaluate the
level of adherence (T90) or incubated for a further 90 minutes with complete medium
containing 100 ug ml"' of gentamicin to kill extracellular bacteria and assess the
invasion level (T180). Cells were then lysed as described above. Samples were diluted
and spread on LB plates for enumeration by viable colony counts. The adherence level
was calculated by (CFU at T90/CFU in the initial inoculum of bacteria added to each

well) x 100. The invasion level corresponds to (CFU at T180/CFU at T90) x 100.
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Results are expressed as the mean + standard error of the replicate experiments
compared to the wild-type value for each replicate. For complementation studies, the
wild-type strain harboring the plasmid for complementation was used as the control. To
evaluate the effect of overproduction of tai4 during infection of HeLa cells, the wild-
type strain harboring the empty vector was used as the control. Statistical differences

were assessed using Student’s T-test.

Cytotoxicity assay. Human cells (THP-1 or HeLa) were seeded in 24-well plates and
infected as described above. After 48 h of infection for THP-1 cells and 3 h for HeLa
cells, supernatants were collected and lactate dehydrogenase (LDH) release was
evaluated with the Cytotox96 Kit (Promega) according to manufacturer's instruction.
Percentage of cytotoxicity is expressed as 100 x ((experimental release / spontaneous
release)est swain / (€xperimental release / spontaneous release)control strain) 1N Which

spontaneous release is the amount of LDH activity in the supernatant of uninfected cells.

RNA Isolation, Reverse Transcriptase and Real-Time qPCR. RNA was isolated
from bacteria in the supernatant of infection and at 0, 8 and 24 h post-infection of human
macrophages (as described above) by using TRIzol reagents as described by the
manufacturer (Invitrogen). RNA was then precipitated with 2.5 M LiCl (Ambion) for 30
min at -20 °C, washed with ice-cold 75 % EtOH and resuspended in diethyl
pyrocarbonate-treated water. Rigourous DNAse treatment was then performed to
remove any trace of DNA (DNA-free kit, Ambion). Purity of extracted RNA was
verified by spectrometry and absence of contaminating DNA was confirmed by Real-

Time qPCR (qPCR) with primers 16s-F and 16s-R (data not shown). 50 ng of RNA was
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reverse-transcribed by using Superscript 1l (Invitrogen) with 0.5 pug of random hexamers
(Sigma). As a negative control, a reaction without Superscript II was also included
(NRT). gPCR reactions were performed in a Rotor-Gene 3000 (Corbett Research) by
using QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen), according to manufacturer’s
instructions. Primers 1499-F and 1499-R and primer 1498-F and 1498-R were used to
amplify faid and clyA4 respectively. Primers sseB-F and sseB-R were used to amplify
sseB as a positive control to investigate SsrB regulation of tai4 and clyA. The
transcriptional level of the genes of interest in each condition was normalised against a
reference gene (16S rRNA, primer 16s-F and 16sR) and analyzed by applying the 28

method (35). For each condition, reverse transcription was done three times

independently and the NRT sample was used as a negative control.

In vitro secretion assays. Bacteria were grown in either LB-NaCl standing or in LPM
pH 5.8 shaking to an ODggo of 0.6. Bacteria were pelleted by centrifugation at 12000 x g
for 5 min at 4 °C. Supernatant was collected, filtered through a 0.2 um syringe filter
(Fisher) and then precipitated with trichloroacetic acid (10% final concentration, v/v) at
4 °C for 16 h. The trichloroacetic acid insoluble fraction was collected by
centrifugation, washed 2 times with ice-cold acetone and resuspended in an appropriate
volume of SDS-PAGE loading buffer (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% glycerol, 2%
SDS, 0.05% B-mercaptoethanol, 0.05% bromophenol blue) according to the ODggp of the
original culture. When necessary, samples were neutralized with 1 pl of 1.5 M Tris-
HCL pH 8.8. The bacterial pellet was also dissolved in an appropriate volume of SDS-
PAGE loading buffer, according to the ODggo of the original culture. Proteins were

separated on 10% or 15% SDS-polyacrylamide gels and then transferred on PVDF
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membranes by using the Mini Trans-Blot electrophoretic transfer cell (Bio-Rad)
according to manufacturer's instructions. Membranes were blocked overnight in Tris-
buffered saline containing 0.1% (v/v) Tween 20 (TBST) and 5% (w/v) non-fat dried
milk at 4 °C. Blots were then incubated 1 h at room temperature with either rabbit
affinity isolated anti-HA tag (1:5000) (Sigma), rabbit anti-GroEL (1:40000) (Sigma) or
rabbit affinity-purified antibodies raised against recombinant SseB (1:2000) (9), in
TBST with 2.5% (w/v) non-fat dried milk. Peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-
rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories) was used as the secondary antibody
at a 1:5000 dilution in TBST with 2.5% (w/v) non-fat dried milk for 1 h at room
temperature. ECL plus western blotting detection reagent (GE Healthcare) was used to
detect antibody complexes. Blot images were acquired with a Typhoon Trio scanner

using the ECL+ setting (GE Healthcare).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. taid (STY1499) and clyA4 are arranged as an operon and are induced during
infection of human macrophages. A) DNA region encoding taid and clyA in Typhi and
the corresponding DNA region in Typhimurium. B) The transcription unit was analysed
by reverse transcriptase (RT) -PCR. Primers used are depicted in A: 1) 1498-R, 2) 1498-
F, 3) 1499-R and 4) 1499-F. NRT, no reverse transcriptase (negative control). C) gPCR
validation of expression of taid and clyA inside human macrophages, compared to the

supernatant of infection.

Figure 2. ClyA reduced survival of Typhi inside human macrophages and was
cytotoxic for epithelial cells. THP-1 cells and HeLa cells were infected with wild-type
(control) and DEF062 (AclyA) strain or the complemented strain DEF123 (wild-type +
pWSKclyA ; control) and DEF124 (AciyA + pWSKclyA). For THP-1 cells, the
phagocytosis rate and survival rate at 48 h post-infection are shown and for HeLa cells
the invasion rate is shown (A). The cytotoxicity toward THP-1 and HeLa cells was
investigated by quantifying LDH release (B). Results are shown as a percentage of the
control value for each replicate. Experiments were replicated at least 3 times

independently, * P < 0.05.

Figure 3. TaiA is involved in early interaction with host cells. THP-1 cells or HeLa cells
were infected with the wild-type (control), DEF061 (AtaiA) strain or the complemented
strains DEF074 (wild-type + pWSKtaid) and DEF075 (Ataid + pWSKtaiAd). For THP-1

cells, two phenotypes were investigated: the phagocytic rate and the survival rate at 48 h
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(A). The phagocytic rate for DEF061 compared to the wild-type was also investigated in
the presence of cytochalasin D (B). For HeLa cells the invasion rate was investigated
(C). See text for details. Results are shown as a percentage of the control value for each

replicate. Experiments were replicated at least 3 times independently, * P < 0.05.

Figure 4. Production of TaiA in SPI-1 inducing media. Bacteria expressing TaiA with a
double HA-tag at its C-terminal was used to investigate TaiA secretion. Bacteria
harboring the vector alone were used as a negative control. Bacteria were grown in LB-
NaCl O/N standing (SPI-1 inducing condition). Proteins in the culture supernatant (S)

and in the bacterial pellet (P) were subjected to western blotting.

Figure 5. Production of TaiA in SPI-2 inducing media. A) Bacteria were grown in LPM
pH 5.8 broth aerobically (SPI-2 inducing condition) and the protein in supernatant (S)
and bacterial pellet (P) were harvested and subjected to western blotting. See text for
details. B) Real-Time qPCR was used to compare the expression of tai4 and clyA4 in the
wild-type strain and in a AssrB strain at 24h post-infection of human macrophages. The
fold change represents the level of normalized expression in the AssrB strain compared
to the wild-type strain. sseB was used as a control for SsrB dependant expression. See

material and methods for details.

Figure 6. E. coli harboring TaiA is more invasive. HeLa cells were infected with E. coli
harboring pWSK29 (control) and E. coli harboring pWSKraid. Adherence rate and
invasion rate are shown. Results are shown as a percentage of the control value for each

replicate. Experiments were replicated at least 3 times independently, * P < 0.05.
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Strain or plasmid

Characteristics

Reference or source

Typhi
ISP1820
DEF053
DEF061
DEF062
DEF074
DEF075
DEF123
DEF124
DEF131
DEF147
DEF149
DEF150
DEF169
DEF171

E. coli
DH5a

MGN-617

Plasmid
pMEG-375
pWSK29

pSIF024
pSIF025

pSIF029
(pWSKtaid)
pSIFO51
(PWSKclyA)
pSIF069 (ptaid-
2HA)

pSIF072

pSIF074

Wild-type Typhi
ISP1820 (pWSK29)
ISP1820 Ataid
ISP1820 AclyA
ISP1820 (pSIF029)
DEF061 (pSIF029)
ISP1820 (pSIF051)
DEF062 (pSIF051)
DEF061 (pWSK29)
ISP1820 AinvA
ISP1820 AssrB
ISP1820 (pSIF069)
DEF147 (pSIF069)
DEF149 (pSIF069)

supE44 AlacU169 (D80 lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1

relAl

SM10 Apir asd thi thr leu tonAd lacY
supE recA RP4 2-Tc ::Mu[Apir]

AasdA4

sacRB mobRP4 oriR6K. Cm', Ap'
Low-copy-number cloning vector,

r

Amp

pMEG-375 with flanking region of
taid used for taiA deletion
pMEG-375 with flanking region of
clyA used for clyA deletion
pWSK29 carrying taid

pWSK?29 carrying clyA

pWSK29 carrying taid tagged with 2

HA epitope

pPMEG-375 with flanking region of
invA used for invA deletion
pMEG-375 with flanking region of
ssrB used for ssrB deletion

(28)

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study
This study
This study

This study
This study

Invitrogen

(29)

(13)
(76)

This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study




Table 2. Primers used in this study.

Primer Sequence

STY1499-BF CTGTAATGCCTCGCCACGATCCATGATTAAG

STY1499-BR  GCTCTAGAGCAAGCAGTTGAATCCAAAGGG

STY1499-EF CGGGATCCCCAGAAGCTGGAAATACTGCCTG

STY1499-ER  CGTGGCGAGGCATTACAGCAAGCCATTTTGG

clyA-BF GCAGCAATAGTCACGACACCACACCATTCATAA

clyA-BR GCTCTAGAAACCGCAGATGGGGCATTAG

clyA-EF CGGGATCCGCTATCGGGCGTTAAAAGTACACAG

clyA-ER TGTCGTGAGTATTGCTGCGGGCGTGATTGAAGG

invA-BF CGGGATCCCCTACAAGCATGAAATGGCAGAAC

invA-BR AGGACAAGACTTCAATCAAGATAAGACGGCTGG

invA-EF TGATTGAAGTCTTGTCCTCCTTACGTCTGTCG

invA-ER GCTCTAGACGCCCAGATCCATACATCATCG

ssrB-BF CGGGATCCAAGGCTGTTTAGGTCAAATAGGGC

ssrB-BR CTTCGGGCGGATAAGTATGTCAGGCTCGTATGCG

sstB-EF ATACTTATCCGCCCGAAGAATGAGGTTAATAG

ssrB-ER GCTCTAGATCGCCGATAGAATACGACATGG

STY1499-FC ~ GCTCTAGAGAGGCAACCACCAGCCCTGTC

clyA-FC GCTCTAGATGTCTGGAGGTAATAGGTAAG

1499-R-2HA  CGGGATCCCTATTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGG
TAAAGAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAAGATCTA
CGCAGGGTACGATTACTC

16s-F CGGGGAGGAAGGTGTTGTG

16s-R CAGCCCGGGGATTTCACATC

1499-F ATATCACCGATGCGGTGGGAATC

1499-R ACTTTCACCATTCCATCTTCCGGC

1498-F ACGGAAACCGAAACAACCAGATTC

1498-R GCGTCTTCTTACCGTGTCTTTGTTGG

sseB-F ATATGGCGATCATGGGAAGCTGGA

sseB-R TCGGTATTCCGGTTGGCGTCATTA
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CHAPITRE 6: Discussion

Typhi est un des rares sérovars de S. enferica capable de causer une infection
systémique chez I’homme. Une telle capacité, au niveau de la pathogenése, indique que
les mécanismes de virulence utilisés comportent des spécificités qui lui sont propres.
Bien que le modéle murin de la fiévre typhoide ait permis d’identifier plusieurs
mécanismes de virulence utilisés par Salmonella pour causer une infection systémique,
ce modele ne permet pas d’identifier les mécanismes spécifiques a Typhi. Les bactéries
réagissent a leur environnement en adaptant leur profil d’expression génique (38). Ceci
est illustré par le nombre important de régulateurs associés a la virulence et par le fait
que leur délétion diminue la virulence (41). Les génes exprimés par les bactéries
pathogénes in vivo représentent des facteurs qui leur conférent un avantage dans cet
environnement. Il est donc nécessaire, pour mieux comprendre la pathogenése de Typhi,
d’identifier et de caractériser les facteurs de virulence propres a Typhi qui sont exprimés

dans des conditions d’infection.

Plusieurs approches ont été développées afin d’identifier les génes exprimés par
les bactéries pathogeénes dans des conditions d’infections. Par exemple, les méthodes de
IVET (141, 142) et des biopuces (58) ont été utilisées pour identifier les mécanismes de
virulence de Typhimurium. La méthode SCOTS a été utilisée avec succés pour étudier
I’expression génique chez plusieurs bactéries pathogénes comme Mycobacterium (80,
108), Salmonella (44, 155), E. coli pathogeéne aviaire (54), Actinobacillus (8, 9) et

Helicobacter pylori (81). L’avantage de cette méthode est qu’elle ne nécessite pas de
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modification génétique dela bactérie étudiée ou du modéle d’infection utilisé
habituellement. Pour ces raisons, nous avons décidé d’appliquer cette méthode pour
I’é¢tude des genes exprimés par Typhi pendant I’infection des macrophages humains.
Dans un premier temps, la technique SCOTS a été utilisée pour capturer les génes de
Typhi exprimés dans les macrophages humains avec une étape d’enrichissement pour
capturer les génes absents du génome de Typhimurium. Pour des raisons de simplicité,
cette approche est appelée SCOTS. Dans un deuxiéme temps, SCOTS a été utilisée
conjointement avec les biopuces pour obtenir le profil d’expression global de Typhi
pendant I’infection de macrophages humains. Cette approche est appelée biopuces.
L’utilisation de ces approches s’est révélée fructueuse puisque trois facteurs de virulence

spécifiques a Typhi, ClyA, TaiA et le fimbriae Stg, ont été identifiés et caractérisés.

6.1. L’approche de SCOTS

Le génome de Typhi a été séquencé et comparé a celui de Typhimurium pour
identifier les geénes présents uniquement chez Typhi (146, 167). Cependant, cette
approche bioinformatique ne permet pas d’obtenir de 1’information sur 1’expression in
vivo de ces genes. L’utilisation de SCOTS avec une étape d’enrichissement a permis
d’identifier 36 génes de Typhi, exprimés dans les macrophages a 2 h post-infection, mais
absents du génome de Typhimurium (Chapitre 2, Table 1). Ces 36 génes appartiennent a
15 régions génomiques absentes chez Typhimurium. Certaines de ces régions sont des
SPIs et des prophages, qui sont impliqués dans le transfert horizontal de génes et dans
I’évolution des bactéries (83, 204). Certains des génes identifiés sont présents aussi chez

Paratyphi, qui est aussi capable de causer une infection systémique chez I’homme. Cette
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observation vient appuyer I’hypothése que ces genes soient impliqués dans la capacité

de Typhi d’infecter ’homme de fagon systémique.

Certains des genes capturés sont des facteurs de virulence déja connus. Par
exemple, les génes, tviE et vexB, impliqués dans la synthése et le transport de la capsule
Vi, ont été capturés. La capsule Vi est impliquée dans la survie a I’intérieur des
macrophages humains et dans la réduction de la production de TNF-a (102). La capture
des geénes tiE et vexB démontre que la méthode permet d’identifier des génes
possiblement impliqués dans la virulence de Typhi. Des 36 génes identifiés, 23 codent
pour des protéines hypothétiques ou des protéines qui possedent une fonction présumée

selon leur homologie.

L’approche de SCOTS a permis d’identifier le géne stgC, codant pour le placier
de ’opéron fimbriaire sfg, ce qui suggérait que ce fimbriae était impliqué dans
’interaction de Typhi avec les cellules humaines. Par contre, le placier du fimbriae Stg
contient un codon d’arrét interne et est classé comme pseudogene. Nous avons démontré
que ce fimbriae est tout de méme fonctionnel et qu’il est impliqué dans la virulence de
Typhi. Le fimbriae Stg semble contribuer a ’adhésion de Typhi aux cellules épithéliales
(Chapitre 3, Fig. 3). Par contre, ce fimbriae réduit la phagocytose de Typhi par les
macrophages (Chapitre 3, Fig. 3). Ceci montre que les résultats obtenus par SCOTS sont

valables et qu’un nouveau facteur de virulence a pu étre identifié par cette approche.
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6.2. L’approche des biopuces

SCOTS ne permet pas d’identifier globalement tous les génes exprimés par
Typhi pendant I’infection, contrairement a la technique des biopuces. Par contre,
I’utilisation des biopuces pose des problémes pour obtenir le transcriptome d’une
bactérie pathogeéne dans un contexte d’infection, a cause de la quantité et de la pureté
des transcrits bactériens disponibles, comme expliqué a la section 1.6.4. Ceci est bien
illustré par I’image de la biopuce hybridée avec I’ADNc non traité¢ par SCOTS, puisque
trés peu de génes sont détectés et que le signal est treés faible (Chapitre 4, Fig. 1). Pour
contourner ces obstacles, les transcrits obtenus de chacune des conditions a 1’étude ont
été purifiés et amplifiés par SCOTS, marqués avec des fluorochromes et hybridés aux
biopuces de Salmonella (62). Pour valider I’utilisation conjointe de SCOTS et des
biopuces, le profil d’expression de 8 génes, choisis au hasard, a été confirmé par PCR
quantitatif en temps réel (qPCR). Les résultats obtenus par biopuces corrélent bien avec
ceux obtenus par qPCR (» = 0.79). De plus, le profil d’expression du SST3-1 et celui du
SST3-2 concorde avec leur fonction biologique spécifique. Le SST3-1, nécessaire a
I’invasion, est réprimé a I’intérieur des macrophages et le SST3-2, impliqué dans la
survie, est induit (Chapitre 4, Fig. 2). Il semble donc que SCOTS et les biopuces peuvent
étre utilisés avec succes pour obtenir le transcriptome de Typhi dans des conditions qui
ne permettaient pas d’appliquer directement la méthode des biopuces. L’utilisation
conjointe de SCOTS et des biopuces devrait permettre de faciliter I’obtention de
transcriptomes d’autres bactéries pathogénes dans des conditions d’infection. Les
résultats contenus dans le chapitre 4 montrent que SCOTS est capable de purifier et

d’amplifier correctement les transcrits bactériens. En ce sens, il a été suggéré que cette
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méthode soit utilisée pour 1I’étude du transcriptome de Mycobacterium tuberculosis

pendant I’infection (123).

L’obtention du transcriptome de Typhi dans des conditions d’infection est une
contribution majeure aux connaissances de sa pathogenése, puisque c’est la premiere
fois que ce genre d’étude est effectué sur ce pathogeéne. Plusieurs facteurs de virulence
sont induits dans les macrophages comme le SST3-2 et les geénes de résistances aux
peptides antimicrobiens (PA). Plusieurs génes sont aussi réprimés comme les systemes
de transport du fer, qui sont aussi réprimés chez Typhimurium pendant !’infection de
macrophages murins (58). Ces résultats supportent 1’idée que le fer est facilement
accessible dans la vacuole du macrophage, ce qui pourrait expliquer que plusieurs génes
impliqués dans le transport du fer sont des pseudogenes chez Typhi (167). Typhi semble
aussi réprimer les systémes impliqués dans la mobilité (flagelle et chemotaxis) (Fig. 2),
ce qui est aussi le cas de Typhimurium (58). Il n’est évidement pas nécessaire de
produire des flagelles lorsque la bactérie se retrouve dans un espace aussi restreint que le
phagosome, d’autant plus que la flagelline (unité majeure du flagelle) est reconnue
comme étant trés immunogene (186). Ces résultats étaient attendus et confirment la

validité de la méthode employée.

Au chapitre 4, le transcriptome de Typhi dans les macrophages humains a été
comparé exhaustivement a celui de Typhimurium dans les macrophages murins (58). 11
est possible que les écarts entre ces deux transcriptomes soient liés aux conditions
expérimentales différentes, comme il a été discuté. La plus surprenante différence est

I’induction beaucoup plus marquée par Typhi de génes impliqués dans la réponse aux
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PA, incluant le régulateur phoP et les génes pmrEF et pagP (Chapitre 4 Fig. 2). Ceux-ci
sont impliqués dans I’addition de groupement 4-aminoarabinose ou
phosphoéthanolamine au phosphate du lipide A (229) et a I’ajout d’'un groupement
palmitate au lipide A (89). Il a d’ailleurs été démontré que les LPS récoltés de
Typhimurium pendant 1’infection de macrophages présentaient de telles modifications
(78). Cela montre que le transcriptome de Typhi dans les macrophages est représentatif
des changements d’expression reliés aux effets biologiques impliqués dans 1’adaptation
aux conditions prévalentes pendant I’infection. La condition contréle utilisée semble étre
appropriée pour identifier les génes induits a I’intérieur des macrophages par Typhi.
Dans le cas du transcriptome de Typhimurium, la condition contrble utilisée semble
camoufler I’expression des génes impliqués dans la résistance aux PA, peut étre parce

qu’ils sont déja exprimés dans celle-ci.

I1 a été proposé que Typhimurium utilise le gluconate comme source de carbone
a I’intérieur de macrophages (58). Par contre, ’opéron dgo nécessaire a 1’utilisation du
gluconate est absent chez Typhi et les génes gntT et gntU codant pour les transporteurs
sont réprimés dans les macrophages (62). L’utilisation des acides gras comme source de
carbone via le cycle du glyoxylate semble étre importante pour la persistance de M.
tuberculosis dans les macrophages humains et de Typhimurium dans le modéle murin
(61, 147). Les genes aced et aceB, codant pour les enzymes du cycle du glyoxylate,
sont induits a 8 h et 24 h et & 24 h respectivement. Les enzymes nécessaires a la
dégradation des acides gras sont généralement produites dans les macrophages, tout au
long de I’infection (33). Par contre, le transporteur de longues chaines d’acide gras (plus

grandes que 12 carbones), encodé par fadL, est réprimé dans les macrophages. 11 semble
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donc que Typhi utilise les acides gras courts (plus petit que 12 carbones) comme source

de carbone a I’intérieur des macrophages.

Le transcriptome de Typhi dans les macrophages a aussi permis d’identifier 19
génes absents chez Typhimurium et exprimés par Typhi a I’intérieur des macrophages,
comparés au surnageant d’infection. Aucun de ces génes n’avait été identifié avec la
premiére approche. L’un d’eux, cdfB code pour une toxine impliquée dans la mort des
cellules intestinales infectées par Typhi (91). Nos résultats laissent présager que CdtB a
aussi cet effet dans les macrophages, puisqu’il est induit pendant leur infection. Les
genes clyA et taid (STY1499) sont trés fortement exprimés tout au long de I’infection,
des le temps 0, et sont situés sur le méme locus d’ADN. L’implication des génes faid et
clyA dans la pathogenese de Typhi a été évaluée. TaiA semble augmenter le taux de
phagocytose de Typhi par les macrophages (Chapitre 5, Fig. 3). TaiA est une nouvelle
protéine sécrétée par Typhi indépendamment du SST3-1 et du SST3-2 (Chapitre 5, Fig.
4 et 5). ClyA est cytotoxique pour les cellules épithéliales (Chapitre 5, Fig 2). Par contre,
ClyA n’est pas cytotoxique pour les macrophages, mais elle réduit le taux de survie de
Typhi dans ces cellules (Chapitre 5, Fig 2). Cette activité pourrait permettre de contrbler
la croissance de Typhi dans les macrophages, ce qui a été relié a la capacité de
Salmonella d’établir une infection systémique persistante, comme la typhoide (153,
205). Ces deux protéines semblent avoir des fonctions complémentaires pour permettre

d’utiliser les macrophages comme réservoir.

Le fimbriae stg et taid ont des effets opposés sur I’interaction de Typhi avec les

macrophages humains. Le fimbriae stzg semble diminuer la phagocytose tandis que taid



187

semble I’augmenter. Cette activité antagoniste peut paraitre absurde, d’un point de vue
évolutif, mais refléte possiblement que la phagocytose doit étre contrélée précisément
pour optimiser ’entrée de Typhi dans les macrophages et permettre 1’établissement

d’une infection systémique.

6.3. Opportunité de recherche

Les autres génes uniques que nous avons identifiés peuvent aussi étre impliqués
dans la pathogeneése de Typhi, comme il a été¢ démontré pour stg, cly4 et taid. Par
exemple, la méthode de SCOTS a identifié 2 genes, STY3948 et STY3950, situés dans la
méme région génomique (Chapitre 2, Table 1). Cette région code aussi pour le géne
STY3949 qui s’avere aussi absent du génome de Typhimurium. Cette région est présente
seulement chez les sérovars Typhi, Agona, Sendai et Senftenberg et chez S. bongori.
STY3948 et STY3950 semblent moins exprimés dans les macrophages murins que dans
les macrophages humains (Chapitre 2, Fig. 2 et Annexe A2). Ces genes pourraient étre
impliqués dans la spécificité d’hote de Typhi s’ils s’averent €tre importants pour sa
survie dans les macrophages humains. De plus, STY3948 et STY3949 semblent étre des
protéines de la membrane externe selon I’analyse bio-informatique effectuée sur le site
Tigr CMR (http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/CmrHomePage.cgi). Les protéines de la
membrane externe peuvent interagir avec la cellule héte ou avec les mécanismes de
défense de I’hdte. Par exemple, PgtE est une protéine située dans la membrane externe et
est impliquée dans la dégradation des peptides antimicrobiens (84). 1l serait donc

intéressant d’évaluer I’implication de cette région dans la pathogenése de Typhi.
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La caractérisation de 1’opéron fimbriaire stg a permis de démontrer que ce
fimbriae est fonctionnel, méme si le placier est un pseudogeéne (Chapitre 3). Cette
déficience peut étre complémentée par le placier d’un autre opéron fimbriaire, ce qui
expliquerait que le fimbriae Stg soit quand méme fonctionnel. L’effet du placier
pseudogene pourrait €tre investigué en remplacant son codon stop interne par le codon
de la tyrosine retrouvé au méme endroit chez le fimbriae szg de S. bongori. Le niveau de
sécrétion de la sous-unité majeure StgA pourrait étre comparé dans cette souche et dans
la souche sauvage. De plus, le mécanisme par lequel le fimbriae Stg réduit la
phagocytose est encore inconnu. Il est possible que cet effet soit une conséquence du
camouflage d’une structure de surface de Typhi par le fimbriae ou de la liaison de StgD,
I’adhésine du fimbriae, a un récepteur du macrophage. Cette possibilité pourrait étre
investiguée en utilisant la méthode de « phage display » pour identifier des ligands

potentiels de StgD (156).

Le génome de Typhi code pour plusieurs autres fimbriae (207). Selon nos
données de biopuces, la majorité des opérons fimbriaires semblent €tre réprimés a
I’intérieur des macrophages sauf pour 1’opéron saf qui est induit immédiatement apres la
phagocytose (62). Typhimurium semble aussi induire saf a I’intérieur des macrophages
(58) mais la sous-unité saf4 de Typhi posséde seulement 44% d’identité avec celle de
Typhimurium, ce qui pourrait étre le résultat d’une variation allélique (65). De plus,
safD, qui code pour I’adhésine, a 22,8% d’identité avec sefD de Enteritidis qui semble
&tre important lors de son interaction avec les macrophages (56). A la lumiére de ces
constatations, le fimbriae saf pourrait avoir un réle dans ’interaction de Typhi avec les

macrophages humains, d’autant plus que chez Typhi, sef4 et sefD sont des pseudogenes
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(207). 1l serait utile de déterminer son rdle dans l’interaction de Typhi avec les

macrophages humains.

L’étude de I’'implication de ClyA dans la pathogeneése de Typhi a soulevé
quelques questions (Chapitre 5). Le mécanisme par lequel ClyA diminue la survie de
Typhi dans les macrophages est encore inconnu. Il pourrait étre utile de clarifier en
premier lieu D’emplacement de ClyA dans les macrophages par microscopie a
fluorescence ou électronique. Le transport de ClyA est assuré par des OMV qui
pourraient fusionner a la membrane de la vacuole, bien que des évidences directes
n’aient pas été présentées a ce jour (120). Par contre, il a été démontré que pendant
Pinfection de cellules épithéliales par Typhimurium, du LPS s’accumulait dans la
membrane de la SCV et que des vésicules contenant du LPS bourgeonnait de la
membrane de la SCV (73). L’incorporation de LPS dans la membrane de la SCV suite a
la fusion de OMV pourrait expliquer ce phénomene. La fusion d’OMV avec la SCV
pourrait permettre 1’insertion de pores formés de ClyA dans la membrane de la vacuole
qui permettrait un échange de molécules avec le cytoplasme ou méme la lyse de la
vacuole, lorsque la quantit¢é d’OMYV produite atteint un certain seuil. Salmonella n’est
pas capable de survivre dans le cytoplasme de la cellule (17, 169) et la lyse de la vacuole
par ClyA réduirait donc la survie de Typhi dans les macrophages. La quantité de ClyA
produite est dépendante de la quantité de bactéries présentent dans la vacuole et pourrait
étre un mécanisme pour contrdler la croissance de Typhi. Outre la lyse de la vacuole,
ClyA pourrait aussti affecter les bactéries présentent dans la vacuole. En effet, les OMV
sont capables de fusionner a la membrane externe des bactéries et de délivrer leur

contenu dans le périplasme (144). Par exemple, les OMV de Pseudomonas aeruginosa
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transportent des protéines qui lysent les autres genres bactériens (131). Si les OMV de
Typhi ne fusionnent pas a la membrane de la vacuole, leur accumulation dans la SCV
pourrait les mener a fusionner avec les membranes bactériennes. Ceci aurait pour effet
d’insérer ClyA dans la membrane externe des bactéries, ce qui pourrait avoir un effet

délétere sur la viabilité ou sur les activités de Typhi dans la vacuole.

TalA semble étre une nouvelle protéine sécrétée qui augmente le niveau de
phagocytose des macrophages. Plusieurs points restent en suspend. Le mécanisme par
lequel TaiA augmente la phagocytose de Typhi n’est pas encore connu. Il est possible
que cet effet soit dépendant de 1’interaction de TaiA avec un récepteur a la surface du
macrophage. L’invasine de Yersinia enterolitica induit I’internalisation de la bactérie en
se liant a I'intégrine Bl a la surface de la cellule hote (223). L’approche du « phage
display » suggéré pour le fimbriae Stg serait aussi applicable dans ce cas pour trouver un
récepteur potentiel de TaiA (156). La sécrétion de TaiA ne semble pas étre dépendante
des SST3 et elle est beaucoup trop petite pour contenir les domaines nécessaires a son
autotransport (118). Le mode de sécrétion de TaiA reste donc a élucider. Puisque TaiA
et ClyA sont co-transcrit, co-exprimés et sont toutes deux sécrétés, il est envisageable
que TaiA soit sécrétée et transportée par les OMV comme ClyA. Bien que leurs
fonctions soient différentes, il est aussi possible qu’elles interagissent ensemble a un
moment donné pendant leur transport, ce qui pourrait étre étudié par co-

immunoprécipitation.
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CHAPITRE 7 : Conclusion

Il est difficile d’étudier les mécanismes de virulence d’une bactérie pathogéne
restreinte @ I’homme comme Typhi puisqu’il n’existe pas de modéle animal. Plusieurs
groupes de recherches ont utilisé Typhimurium dans le modéle murin de la fiévre
typhoide. Par contre, seul Typhi est capable d’infecter I’homme de fagon systémique, ce
qui indique que Typhi possede et utilise des facteurs de virulence qui lui sont propres.
L’approche de SCOTS et celle des biopuces ont permis d’identifier des génes uniques a
Typht (absent du génome de Typhimurium) exprimés dans les macrophages humains.
Certains des genes uniques identifiés ont été caractérisés. Nous avons démontré que
ClyA, TaiA et le fimbriae Stg sont des nouveaux facteurs de virulence propres a Typhi
et impliqués dans sa pathogenése. Les méthodes utilisées sont complémentaires
puisqu’elles ont permis d’identifier des génes uniques différents. Par exemple, le
fimbriae s#g n’est pas induit in vivo, comparativement au surnageant d’infection, selon la
méthode des biopuces. Ceci peut étre expliqué par I’expression de szg dans la condition
contrdle, qui masque son expression in vivo. De plus, la méthode de SCOTS n’a pas
identifié les geénes cly4 et taid, probablement parce que cette méthode n’est pas
exhaustive. De plus, le transcriptome de Typhi dans les macrophages permet de générer
plusieurs hypothéses quant a sa pathogenése. Cette thése a donc permis de parfaire les
connaissances sur la pathogenese de Typhi. L’utilisation de SCOTS pour purifier et
amplifier les transcrits bactériens semble étre un bon moyen de parvenir a utiliser les
biopuces pour étudier le transcriptome de bactéries pathogénes dans un contexte

d’infection. Cette méthode devrait permettre d’étudier plusieurs autres pathogénes dans
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des conditions ou la quantité de transcrits bactériens est faibles. Il s’agit d’une avancée

majeure dans le domaine de la transcriptomique bactérienne.
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A3: Protocoles relatifs aux biopuces.

Marquages de ’ADNc et de ’ADNg. L’ADNc obtenu par SCOTS a été marqué avec
le fluorochrome CyS5. L’ADNg, utilis¢ comme référence a été marqué avec le
fluorochrome Cy3. Dans les deux cas, 1,5 pg d’ADN a été marqué, selon le protocole de
Patrick Brown (http://cmgm.stanford.edu/pbrown/protocols/4 genomic.html), en
utilisant 10 U de la polymérase Klenow, 12ng d’hexameéres aléatoires et 2 nmol de Cy3-
dCTP ou Cy5-dCTP, pendant 16 h a 37 °C. L’ADN ainsi marqué a été purifié avec la

trousse QIAquick PCR Purification (QIAgen) selon le protocole du fabricant.

Hybridation. Les biopuces sont préhybridées pendant 2 h a 42 °C dans une solution
contenant 25% formamide, 5x SSC, 0.1% SDS et 1% ASB. Les biopuces sont ensuite
rincées 2 fois dans une solution de 2x SSC et une fois dans de 1’eau distillée. L’ADNc
marqué est mélangé avec ’ADNg marqué et ajouté a une solution contenant 50 %
formamide, 10x SSC et 0,2% SDS. L’ADN est ensuite dénaturé en chauffant a 99 °C
pendant 5 minutes. Cette mixture est ensuite placée entre la biopuce et une lamelle de
verre. La biopuce est incubée pendant 16 h a4 42 °C dans une chambre a hybridation
(Corning). Par la suite, la biopuce est lavée pendant 5 min dans une solution contenant
2x SSC et 0,1% SDS a 42 °C. Un autre lavage est effectué dans une solution de 1x SSC
0,1% SDS puis 4 lavages de 1 min dans 0,1x SSC. La biopuce est ensuite rincée a I’eau

puis a I’éthanol. Elle est ensuite séchée par centrifugation a 400 g.

Acquisition des données et Normalisation. Les images de fluorescence ont été

acquises a l’aide de ’appareil ScanArray Lite et du logiciel Scan Array Express 2.1
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(Perkin Elmer). La quantification du signal a été réalisée a I’aide du logiciel QuantArray

3.0 (Perkin Elmer). Les données ont ensuite été normalisées en divisant le signal obtenu

pour une sonde donnée par la somme du signal de toutes les sondes.
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1. Abromaitis, S., S. Faucher, M. Beland, R. Curtiss, 3rd, and F. Daigle. 2005. The
presence of the tet gene from cloning vectors impairs Salmonella survival in
macrophages. FEMS microbiology letters 242:305-312.

Cet article présente une analyse de l’effet de certains plasmides sur la survie de
Salmonella dans les macrophages. Nous avons démontré que le géne de résistance a la
tétracycline (fer), codé sur certain vecteur, réduit la survie de Salmonella dans les
macrophages.

2. Faucher, S. P., S. Porwollik, C. M. Dozois, M. McClelland, and F. Daigle. 2006.
[Salmonella transcriptome during macrophage infection]. Medecine Science 22:792-
793.

Cet article, publié en francgais, présente les données du transcriptome de Typhi dans les
biopuces.
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Abstract

Cloning, mutagenesis and complementation of virulence factors are key steps to understand the mechanisms of bacterial path-
ogenesis and cloning vectors are routinely utilized for these processes. We have investigated the effect of the presence of commonly
used cloning vectors on the survival of the intracellular bacterial pathogen Salmonella during macrophage infection. We demon-
strate that the presence of the pSC101 derived tetracycline resistance gene on plasmids causes a lower survival rate of Salmonella
in macrophages. The decrease in survival caused by the presence of the rer gene was not due to a higher susceptibility to gentamicin,
a growth defect, or to increased sensitivity to acid. Higher susceptibility to hydrogen peroxide was observed in vitro for strain con-
taining plasmid with the rer gene when the strains were grown at high densities but not when they were grown at low densities. Our
findings demonstrate that the use of the rer gene for mutation or complementation can have deleterious effects and should thus be

P\

carefully considered.

© 2004 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Plasmid effect: Tetracycline; Salmonella; Survival; Pathogenesis

1. Introduction

Application of newly developed molecular tech-
niques to microbial systems has brought our under-
standing of bacterial pathogenesis to new heights.
The growing number of complete bacterial genome
sequences available provides unique insights into bacte-
rial virulence, and can serve as a guide for using muta-
genesis and in vivo techniques to identify key virulence

) Corrésponding author. Tel.: +1 514 343 7396; fax: +1 514 343
5701.

E-mail address: —F. Daigle).

genes. Virulence genes can be further characterized by
other methods such as differential expression, either
at the level of transcription (transcriptome) or at the le-
vel of protein expression (proteome). The information
obtained from these approaches enables us to define
an organism’s virulome, which is the assembly of fac-
tors a pathogen requires for virulence. Characterization
and understanding of a pathogen’s virulome is key to
develop new strategies for vaccination and novel
antimicrobials.

As genomic information rapidly increases, the chal-
lenge remains to accurately understand how individual
bacterial genes collaborate to cause infectious disease.

0378-1097/$22.00 © 2004 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.femsle.2004.11.024



306 S. Abromaitis et al. | FEMS Microbiology Letters 242 (2005 ) 305-312

Cloning vectors are widely utilized in the various steps
of characterizing a gene (cloning, mutagenesis and com-
plementation). Since plasmids have become frequently
used genetic tools for cloning and expressing recombi-
nant DNA, a growing number of reports showing the ef-
fects of plasmids on bacteria have been published [1-5].
It is well known that cloning vectors can lead to copy
number artifacts by gene dosage effects. Moreover, the
metabolic cost associated with the maintenance of plas-
mid functions can reduce bacterial fitness. A number of
studies have shown that even in the absence of selection
for plasmid-encoded functions, such as antibiotic resis-
tance, plasmid carriage can reduce host fitness [6-10].
Thus plasmid maintenance, the vector itself without in-
sert, can have pleiotropic effects on bacteria.

Cultured mammalian cells are commonly used to
provide a controlled system for investigating mecha-
nisms of bacterial adherence and invasion of host cells.
Salmonella enterica is a pathogen that has been used
extensively as a model organism for studying bacterial-
host interactions [11]. Salmonella can colonize, invade
and survive in its host while retaining plasmids. In this
report, we have investigated the effect of commonly used
cloning vectors on the survival of Salmonella during
macrophage infection.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains, plasmids and growth conditions

Bacterial strains and plasmids are listed in Table 1. For
macrophage infection, bacterial strains were routinely
grown overnight in Luria-Bertani (LB) broth at 37 °C
without shaking (standing) to an ODggo of 0.6 (=3 x 108
ml™"), or when indicated, bacterial strains were grown
to log phase with aeration, to an ODggq of 0.6. For bacte-
rial growth measurement, overnight cultures were diluted
100-fold into fresh LB, complete cell culture medium
RPMI (see below) or minimal M9 medium supplemented
with 0.4% of either glucose or glycerol and amino acids
(arginine at 22 pgml~!, cysteine at 22 pgml~! and trypto-

Table 1
Bacterial strains and plasmids

phan at 20 ugml™'). At appropriate times, aliquots from
the cultures were monitored for absorbance at 600 nm.
Antibiotics when required were used at the following final
concentrations: chloramphenicol (Cm) (30 pgml™!),
kanamycin (Kan) (50 pgml '), ampicilin (Ap) (50
pgml ') and tetracycline (Tet) (10 pgml ).

2.2. Cell culture and macrophage infection

The human monocyte cell line THP-1 (ATCC TIB-
202) was maintained in RPMI 1640 (Invitrogen) con-
taining 10% fetal calf serum (FCS), 25 mM HEPES
(N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid,
pH 7) (Sigma), 2 mM L-glutamine, 1% MEM (modified
Eagle’s medium) non-essential amino acids (Sigma) and
1 mM of sodium pyruvate (Sigma). A stock culture of
these cells was maintained as monocyte-like, non-adher-
ent cells at 37 °C in an atmosphere containing 5% CO,.
Before infection, THP-1 cells were differentiated by
addition of 1077 M phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) for 24-48 h. Cells of the murine macrophage-like
cell line RAW264.7 {12] were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM) containing 10%
FCS, 25 mM HEPES and 2 mM glutamine at 37 °C in
a 5% CO, environment. For macrophage infection as-
says, cells were seeded at 5 x 10° cells per well in 24-well
tissue culture dishes. Bacteria were added to the cell
monolayer at a multiplicity of infection (m.o.i.) of
10:1, which does not affect cell viability (data not shown)
and centrifuged for 5 min at 800g to synchronize phago-
cytosis. After incubation for 20 min at 37 °C (Tj), the
infected cells were washed three times with prewarmed
PBS and incubated with supplemented media as above
containing 100 pgml~' of gentamicin or polymyxin
when indicated, to kill extracellular bacteria. The in-
fected monolayers were either lysed from the tissue cul-
ture dishes by addition of 1 ml 0.1% sodium
deoxycholate (DOC) in PBS per well or further incu-
bated for 24 h with 12 pgml ' of gentamicin. After lysis
the number of surviving bacteria was determined as col-
ony forming units (CFU) by plating on LB agar and,
when necessary, on LB agar containing appropriate

Strain Description Origin of replication Antibiotic resistance Reference or source
73744 S. typhi ISP1820 D.M. Hone
Plasmids

pACYC177 Cloning vector plSA Ap, Kan 18]
pACYCl184 Cloning vector plSA Cm, Tet [18]
pBeloBACI11 Bacterial artificial chromosome vector oriS Cm [42]
pBR322 Cloning vector pMBI Ap, Tet [17
pWSK29 Cloning vector pSCl101 Ap [43]
pSC101 Cloning vector pSCl101 Tet [19]
pSIF009 pACYCI184 Ater plSA Cm This work
pSIFO10 pACYCI177::tet plSA Kan, Tet This work
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antibiotics. All assays were conducted in duplicate and
repeated independently at least three times. Results are
expressed as the mean + standard error of the replicate
experiments. Percent phagocytosis was calculated by
(CFU released by 0.1% DOC at To/CFU in the initial
inoculum of bacteria added to each well) x 100. The sur-
vival rate corresponds to (CFU released by 0.1% DOC
at T-4/CFU released by 0.1% DOC at T) x 100.

2.3. Molecular biology methods

Transformation: Electroporation was performed
using a MicroPulser Electroporator (BioRad) following
the parameters suggested by the manufacturer. Compe-
tent cells were prepared as described previously for S.
enterica [13].

Deletion of the tet gene: The tet gene from plasmid
pACYC184 was deleted by enzymatic restriction using
the Aval and Clal sites. A fill-in reaction was done
and the 2.8 kb vector was designated pSIF009 (pA-
CYC184 Atet). pSIF009 transformed into Salmonella
was used in macrophage infection assays.

Cloning of the tet gene: The tet gene was amplified by
PCR from plasmid pACYC184 with primers tetF
5'-TGTAGCACCTGAAGTCAGCC-3’ and tetR
5'-GGAGTGGTGAATCCGTTAGC-3' using Vent
polymerase (New England Biolabs). The 1358 pb rer
amplicon was cloned into the Hincll site of pACYC177
to generate the plasmid pSIF010 (pACYC177::tet).

2.4. Gentamicin sensitivity assay

The susceptibility to the aminoglycoside antibiotic
gentamicin was determined by minimal inhibitory con-
centration (MIC) assay. Strains were grown overnight
and cultures were diluted in fresh LB medium to obtain
106 CFUml '. Microwell plates were loaded with the
10° CFUmI ™' cultures and different concentrations of
gentamicin ranging from 150 to 50 ugml~' were added
to each well. Plates were incubated overnight and wells
were evaluated for growth by spectrophotometry
(ODg30). The MIC was considered the lowest drug con-
centration that reduced growth by more than 50% com-
pared with growth in the control well.

2.5. Acid tolerance response

The acid tolerance response (ATR) response was
determined by using a method based on that of Foster
and Hall [14]. Briefly, overnight grown cultures were
used to inoculate (1/100) fresh LB medium (pH 7.3) in
duplicates and grown until ODgyo was 0.2. The pH in
one flask was then quickly adjusted to pH 5.5 with 1
N HCI for adaptation and culture were grown until
ODggo was 0.4. At this stage the pH was adjusted to
3.3. Aliquots were withdrawn immediately (T,) and then

at 1 h intervals for 4 h (T; T,4). The number of resistant
bacteria was determined as colony forming units (CFU)
by plating on LB agar and, when necessary, on LB agar
containing appropriate antibiotics.

2.6. Hydrogen peroxide sensitivity assay

The assay was performed as described by Boyer et al.
[15]. Briefly, overnight grown cultures were used to inoc-
ulate (1/100) fresh LB medium without antibiotics, and
the resulting cultures were incubated until the ODggq
was 0.5. A 100 pl volume of each culture was mixed with
3 ml of molten top agar and poured onto an LB agar
plate. A 7 mm-diameter Whatman filter disk impreg-
nated with 10 ul of 30.4% hydrogen peroxide (H,O,)
was placed in the center of the plate before incubation
for 17 h at 37 °C. Alternatively, 400 mM H-O, was
added to overnight grown bacteria diluted to 107 cells
ml~! in PBS. Aliquots of bacteria were removed at
timed intervals, diluted, and plated onto LB agar with
or without antibiotics for quantisation of viable cells
[16]. The assay was also performed using a lower bacte-
rial density (5 x 10° cells ml™}).

3. Results
3.1. Effect of commonly used plasmid vectors

We have investigated the effect of commonly used
cloning vectors on the survival of S. enterica serovar ty-
phi (S. typhi) following macrophage infection. Plasmids
pACYCl184, pACYC177, pWSK29, pBR322, pSCI101
or pBeloBACI1 were introduced into S. fyphi strain
73744 by electoporation. These plasmids carried genes
encoding resistance to different antibiotics (ampicillin,
chloramphenicol, kanamycin, and tetracycline) and dif-
ferent origins of replication (pl5SA, pSC101, pMBI,
OriS) (Table 1). Survival of Salmonella carrying either
plasmid pACYC177, pWSK29 or pBeloBACI11 was
similar to the bacteria without plasmid 24 h post-infec-
tion (Fig. 1). There was however, a significant
(p < 0.05) decrease in survival of intracellular bacteria
containing either plasmid pACYC184, pBR322 or
pSC101 (Fig. 1). This decrease in bacterial survival rate
was also observed when the murine macrophage cell line
RAW267.4 was used (data not shown). A similar effect
on bacterial survival rate was seen when S. enterica sero-
var typhimurium strain SR11 was used as the bacterial
host for carrying these plasmids (data not shown). De-
creased survival of bacteria in macrophages occurred
when bacteria were grown either overnight standing
(conditions that induce the Salmonella pathogenicity is-
land I, encoding a locus for invasion), or grown to log
phase with aeration (data not shown). All plasmids were
stable during infection assays as determined by plating
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Fig. 1. Survival assays. Comparison of the abilities of the wild-type
ISP1820 with or without plasmid to survive within THP-1 macro-
phage-like cells. For each strain at each time point, the number of
bacteria recovered was expressed as a percentage of the number that
were present in the inoculum. The values for percent recovery were
normalized relative to that of the wild-type control (plasmid-free),
which was designated 100% at each time point. The results represent an
average of at least three distinct trials done in duplicate. Standard error
bars are indicated. Strains carrying plasmid that demonstrated
significant (p < 0.05) difference to the plasmid-free strain are indicated
(*).

the bacteria following macrophage lysis on media with
and without antibiotic selection (data not shown).

3.2. Effect of the tetracycline gene during macrophage
infection

Plasmids pSC101, pACYCI184 and pBR322 differ in
copy number and belong to different incompatibility
groups (Table 1). These plasmids all contain the tetracy-
cline resistance gene of pSCI101 [17-19]. In order to
determine if the tetracycline resistance gene was respon-
sible for the lower survival rate observed in bacterial
cells carrying pACYC184, we performed macrophage
interaction assays with S. typhi carrying a plasmid de-
rived from pACYCI184 but lacking the rer gene
(pSIF009). The strain carrying pSIF009 (pACYC184
Atet) demonstrated a significant increase (p < 0.05) in
survival rate compared to the strain carrying pA-
CYC184, and the survival rate was similar to the plas-
mid-free wild-type strain. The intracellular survival
rate of the strain carrying pSIF009 was also similar to
survival of S. typhi containing the cloning vector pA-
CYC177, which has the same origin of replication of
pACYC184 (p15A origin) (Fig. 2). Plasmid pACYC177
was used to determine if the rer gene was responsible for
the reduced survival rate of S. typhi cells carrying pA-
CYC184 in macrophages. We cloned the tet gene into
pACYC177 to obtain pSIF010 (pACYC177::tet). The
survival rate of the bacteria harboring pSIF010 (pA-
CYC177::tet) was significantly diminished (p < 0.05) as
compared to those carrying pACYC177 or the plas-
mid-free strain (Fig. 2).
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Fig. 2. Role of the et gene during macrophage infection. Comparison
of the abilities of bacteria carrying plasmid with or without the zez gene
to survive within THP-1 macrophage-like cells. The results represent
an average of at least three distinct trials done in duplicate. Standard
error bars are indicated. Bacteria carrying plasmid that demonstrated a
significant difference (p < 0.05) to the plasmid-free strain are indicated

(*).

3.3. Growth profile

The growth rate of S. typhi cells carrying either plas-
mid pACYC177 or pACYC184, with or without the rer
gene, was measured. In LB medium, the bacterial cells
showed similar growth phenotypes. However, carriage
of plasmid pACYC184 (with or without the rer gene)
caused an initial lag in bacterial growth, by late log
phase the defect was overcome and growth was equal
to that of plasmid-free bacteria (Fig. 3). This phenotype
was observed in presence or absence of selective pressure
in the medium, and the same results were obtained when
bacteria were grown in tissue culture medium (RPMI) or
in minimal M9 medium supplemented with glucose or
glycerol as carbon source.

3.4. In vitro stresses
Gentamicin is an aminoglycoside antibiotic that can-

not effectively enter eukaryotic cells and it is commonly
used during infection of macrophages to kill extracellu-
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Fig. 3. Growth profile of strains carrying plasmid with or without the
ter gene cultured in LB broth.
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Fig. 4. Antibiotic susceptibility. Minimal inhibitory concentration (MIC) of (A) gentamicin or (B) polymyxin for strain carrying plasmid with or
without the ret gene. The MIC for gentamicin of the strains carrying plasmid with the fet gene is significantly lower than the MIC of the strain

carrying plasmid without the rer gene (p < 0.05).

lar bacteria. The TetA protein confers increased sus-
ceptibility to aminoglycoside antibiotics [20] making it
necessary to test the susceptibility of the strains used
in our study to gentamicin. Strains carrying plasmids
containing the tet gene were more susceptible to killing
by gentamicin than the strains carrying plasmid with-
out tet. The MIC of the strains carrying plasmids con-
taining ret was 2-fold lower than the strain carrying a
plasmid without the tet gene (p <0.05) (Fig. 4(A)).
The MIC for wild-type strain was 0.625 pgml~' The
MIC for strain carrying pACYC184 was 0.312 pgml™'
compared to 0.625 pgml ' for the strain carrying pA-
CYC184 without tet (pSIF009). The MIC for strain
carrying the plasmid pACYC177 with ter (pSIF010)
was 1.25 pgml™' compared to 2.5 pugml ! for strain
carrying pACYCI177. The strains carrying plasmid pA-
CYC177, with or without the tet gene, were more resis-
tant to gentamicin than the wild-type strain or the
other plasmid-bearing strains tested. Interestingly, dur-
ing infection, the strain carrying the plasmid pA-
CYCI177 with the tet gene (pSIF010) had a
significantly lower survival rate than the wild-type
strain or strains carrying plasmid without the fet gene
(Fig. 2). Thus, the lower level of survival in macro-
phages seen for strains containing the ter gene is not
a result of increased susceptibility to gentamicin. Poly-
myxin B is another antibiotic that can be used to deter-
mine internalization and survival of intracellular
bacteria. To further investigate the effect of the ret gene
on survival of S. typhi in macrophages, we used poly-
myxin instead of gentamicin. The MIC to polymyxin
of the all strains carrying plasmid, with or without
the tet gene, was 0.312 pugml~' (Fig. 4(B)). For the
wild-type strain the MIC to polymyxin was 1.25
pugml ' (Fig. 4(B)). When polymyxin was used to kill
extracellular bacteria during infection of macrophages,
a decrease in survival of intracellular bacteria contain-
ing plasmid with the tet gene similar to that seen when
gentamicin was used was observed (Fig. 5).
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Fig. 5. Survival assays using polymyxin. Comparison of the abilities of
wild-type strain ISP1820 with or without plasmid to survive within
THP-1 macrophage-like cells. See Fig. 1 legend. Strains carrying
plasmid that demonstrated significant (p <0.05) difference to the
plasmid-free strain are indicated (*).

ATR and resistance to H,O, of plasmid-bearing
strains (with or without tet) was tested to determined
if such harsh physical conditions, which are produced
within phagocytes, were responsible for the observed de-
crease of Salmonella survival. ATR was inducible and
the level of acid resistant bacteria was similar in plas-
mid-free strains or strains bearing plasmids with or
without the ret gene. All the stains demonstrated sur-
vival levels of 40% after 4 h of acid shock. For all strains
an inhibition zone to hydrogen peroxide of approxi-
mately 38 mm was measured. Sensitivity to H,O, was
also assessed by adding 400 mM H,O, directly to over-
night grown bacteria diluted to 107 cell ml~'. Strains
carrying plasmids containing the ter gene were signifi-
cantly (p < 0.05) more susceptible to H,O, at 3 and 4
h after exposure than the wild-type strain or strains car-
rying plasmid without ser (Fig. 6). When a lower bacte-
rial density of 5x10° cell ml~' in stationary phase,
which may be more similar to bacterial densities during
infection of macrophages, was used no difference was
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Fig. 6. Hydrogen peroxide sensitivity assay for strains cultured
overnight carrying plasmids with or without the rer gene in presence
of 400 pM of H,0..

observed in susceptibility to H,O, between the strains
carrying the vector with or without the rer gene after 4
h of peroxide exposure (data not shown).

4. Discussion

Even in the post-genomic era, many genes still have
unknown functions. Molecular genetics, including clon-
ing mutagenesis and complementation, are necessary ap-
proaches to determine the role and function of genes.
Cloning vectors such as pBR322 [17], pACYC184 [18]
and pACYC177 [1§8] are useful not only in molecular ge-
netic studies but also in biotechnology. The expression
or inactivation of antibiotic resistance genes facilitates
selection and counterselection of plasmid-containing
bacteria carrying foreign DNA inserts.

In order to assign a function to a gene, the gene must
be knocked out and then reintroduced to demonstrate
that it is able to restore or complement a wild-type phe-
notype to the mutant. While complementing a mutant
using plasmid pACYC184, we also cloned the empty
vector into the wild-type strain as a control and found
that the carriage of the vector itself affects the survival
of Salmonella in macrophages. We then investigated
the effect of different commonly used plasmid vectors
on survival of Salmonella in macrophages. At 24 h
post-infection, there was a significant 80% decrease in
survival of intracellular bacteria containing plasmids
pSC101 and pACYC184 as compared to plasmid-free
bacteria. A similar reduction in the survival rate was
also observed with bacteria bearing vector pBR322.
The tetracycline resistance gene is a genetic element
common to these vectors.

Tetracycline resistance is mediated by at least 30 dis-
tinct systems in different bacteria, [21] and four classes

of plasmid-encoded tet genes (A, B, C, and D) have been
described in Gram-negative bacteria [22]. These four
classes encode related inner membrane Tet proteins that
are distinguished by differences in amino acid sequences
and the relative levels of resistance to tetracycline they
confer [23]. The most studied of the four classes are
the two inducible tetracycline resistance systems (i) re-
tAR (class B) encoded on transposon Tnl0 [24,25],
and (ii) the tet gene from the low copy plasmid
pSCI101 (class C). Plasmids pACYC184 and pBR322
as well as other higher copy cloning vectors contain
the ret gene from pSCI101 [26]. Both native tetracycline
resistance systems from Tn/0 and pSC101 only produce
the tetracycline resistance proteins following induction
by the presence of tetracycline [24-26]. However, the
tet gene from pSCI101 cloned into pBR322 and pA-
CYC184 is constitutively expressed due to the absence
of a repressor protein and/or a higher copy number of
the tet gene [26,27]. S. typhi carrying pACYCl184,
pBR322, or pSC101 had decreased survival as compared
to plasmid free S. typhi and S. typhi harboring plasmid
pACYC177, pWSK29, or pBeloBACI1 (Fig. 1). pSC101
is a lower copy number plasmid than pACYC184 and
pBR322, thus the fact that all three plasmids had a sim-
ilar effect on bacterial survival in macrophages means
that we can discard the hypothesis of the copy number
or increased expression of the ter gene being responsible
for the phenotype we observed.

In addition to tetracycline efflux, it was demonstrated
that expression of the tet gene causes several pleiotropic
effects. The TetA protein confers increased susceptibility
to specific aminoglycoside antibiotics [20], heavy metals
[28], and specific organic acids [29,30]. Further, TetA
complements certain defects in potassium uptake [31]
and increases the supercoiling of plasmid DNA harbor-
ing the rer gene [32]. In addition, overexpression of the
tet gene has been shown to reduce cell viability [23
34]. This reduction in cell viability is gene dosage-depen-
dent, and is exacerbated by increased expression of the
tet gene [33]. The physiological basis of the pleiotropic
eflects of et is not known. It is reasonable to assume
that these effects are a direct consequence of the struc-
tural features of the Tet protein, and that the binding
of additional Tet proteins to the inner membrane may
interfere with some vital bacterial function.

As expected, strains carrying plasmid with the et
gene were more susceptible to gentamicin, as demon-
strated by a lower MIC. Gentamicin is a aminoglygoside
that is poorly interanalysed by eukaryotic cells, there-
fore the antibiotic selectively kills extracellular bacteria
without affecting bacteria within host cells [35]. How-
ever, some reports have indicated that gentamicin enters
macrophages and kills intracellular bacteria [36]. Thus,
the decrease in survival of intracellular bacteria contain-
ing plasmid with the zet gene could be because of the en-
trance of gentamicin inside macrophages. In our study
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this possibility was ruled out by using the antibiotic
polymyxin B to kill extracellular bacteria during infec-
tion of macrophages. When polymyxin was used the de-
crease in survival rate observed in strains carrying
plasmid with the rer gene was still observed and all the
strains, with or without the rer gene, demonstrated a
similar MIC to polymyxin.

In our hands, growth profiles of bacteria with or
without plasmid in LB broth were similar, however a
consistent growth defect for Salmonella strains bearing
plasmids pACYC184 (with or without the ter gene)
was observed. This growth defect was most likely due
to a portion of the plasmid other then the tef gene as re-
moval of the gene did not lead to wild-type growth, and
addition of the rer gene to plasmid pACYC177 did not
result in a growth defect. We have tested in vitro stresses
that can mimic the macrophage environment such as
acidity and the presence of hydrogen peroxide. Resis-
tance to acid was similar in the plasmid-free strain or
strains bearing plasmids with or without the ter gene.
A difference in susceptibility to H,O, was observed be-
tween strains carrying plasmids with the rer gene and
the wild-type strain or strains carrying plasmids without
the rer gene at bacterial densities of 1 x 10 cells ml~' but
not at lower densities that correlated to the bacterial
density during infection. The increased susceptibility to
H,0, seen at high bacterial densities could represent a
pleiotropic effect of the rer gene. The THP-1 macro-
phages has a basal level production of H,O-, that is
approximately 25 picomol 10° cells [37). However, the
correlation between the increased in sensitivity to
H>0- and the lower survival of bacteria within macro-
phages needed to be further investigated.

Diaz-Ricci et al. [5] have demonstrated that plasmid
maintenance enhances gene expression, independently
of the host, type and number of plasmids, including pA-
CYC184 and pBR322. An increase of intracellular cyclic
AMP in cells carrying plasmids was observed and higher
B-galactosidase activity was measured. They ruled out
any antibiotic-mediated gene expression enhancement
by control experiments in which different antibiotics
were used. They determined that the effect was due to
plasmid maintenance and that antibiotics have no signif-
icant influence on gene expression. In our model, the
mammalian host cell and culture medium lack the selec-
tive pressure(s) for plasmid encoded resistance genes,
demonstrating that it was the presence of the ret gene
in the plasmid and not exogenous antibiotics that caused
the observed defect in bacterial survival rates.

Multicopy plasmids have greatly helped gene
structure-function studies. However, the use of such
plasmids can lead to copy number artifacts. Further-
more, as demonstrated in our current study, the pres-
ence of the tetracycline resistance gene should also be
considered. The re-introduction of the mutated gene at
wild-type levels would be the ideal solution for gene

complementation. Several methods have been developed
to insert a stable copy of a gene onto bacterial chromo-
somes allowing for the study of their function in single
copies without the need for antibiotic resistance markers
[38-41]. This can be applicable for complementation,
where a single copy of the mutated gene can be stably
inserted into the chromosome of the mutated strain.
Thus pleiotropic effects from plasmid maintenance genes
can be avoided in this system and the use of selective
agents, such as antibiotics, is no longer necessary. Use
of the tetracycline resistance gene for mutation or
complementation should be carefully considered in light
of our finding that the presence of the gene can effect
bacterial survival and thus bias results.
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> Salmonella enterica est une bacte-
rie pathogéne causant une variété de
maladies chez I"homme et I'animal.
Spécifique a ’homme, le serovar Typhi
est I'agent étiologique de la fiévre
typhoide, une infection systémique
dont on évalue les ravages a quelque
16 millions de nouveaux cas et a plus
de 600000 morts par année. La crainte
de travailler avec cette bactérie tres
pathogéne et 'absence d’un modéle
animal adéquat compliquent I'étude
des mécanismes de virulence de Typhi.
En fait, la majorité des connaissances
sur Typhi proviennent d’extrapolations
a partir d'études utilisant Typhimu-
rium, un serovar apparenté, dans un
modele murin de fiévre typhoide.

La survie de Salmonella dans les
macrophages est conditionnelle a
I'expression de plusieurs génes qu’il
importe d'identifier pour prévenir et
guérir les infections causées par cette
bactérie. Les biopuces sont couram-
ment utilisées pour déterminer le pro-
fil global d’expression génique dans
des conditions qui miment I'infection.
Cependant les limites intrinséques
de cette approche ne permettent pas
I'identification des génes bactériens
exprimés in vivo. Les facteurs limi-
tants comprennent la faible quantite
d’ARN bactérien et la courte demi-vie
de I'ARNm non polyadénylé qui, de
plus, se retrouve mélangé avec I"ARNr
et I'ARN provenant de I'hote. Quant
a elle, la technique SCOTS (selective

M/Sn® 10, vol. 22, octobre 2006

S. Faucher, F. Daigle :

Département de microbiologie et immunologie,

Universite de Montreal, CP 6128, Succursale Centre-ville,

Maontreal, Quebe
S. Porwollik, M. M
10835 Road to the Cure, San Diego, CA 92121, £tats-Unis.
C. Dozois : INRS-Institut Armand-Frappier,

capture of transcri-
bed sequences) permet
I'identification de genes
bacteériens exprimés dans
les cellules de I’hote par
clonage et séquengage
des transcrits [1]. Nous avons récem-
ment réussi G combiner les qualités
de ces deux approches [2]. En effet,
les transcrits bactériens obtenus par
la technique SCOTS ont été utilisés en
conjonction avec les biopuces, ce qui
nous a permis d’obtenir le profil global
d’expression génique de la bactérie a
partir de macrophages humains infec-
tés [2].

Grdce a la technique SCOTS, I’ARN total
de macrophages humains THP-1 infec-
tés a été isolé et converti en ADNc
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contenant les amorces spécifiques par
transcriptase inverse. Cet ADNc initial
contient un mélange correspondant a
I’ARN eucaryote et procaryote. L'ADNc
bactérien de ce mélange a été capturé
par hybridation avec I’ADN génomique
bactérien et ensuite amplifié grdce aux
amorces spécifiques. Dans notre cas,
trois cycles de capture ont été effec-
tués. UADNc provenant de chacune de
ces étapes a été marqué et utilisé pour
I'hybrider a des biopuces de Salmonella
[3]. Nos résultats indiquent qu'une fai-

ADNc intial 1" ronde

B N

C 755 2301

2¢ronde 3°ronde

3665

3942

Figure 1. Reproduction d’une portion des biopuces hybridées avec ’ADNc initial ou ’ADNc capture

avec SCOTS, provenant de macrophages infectes 2 heures apres la phagocytose (T2). A. ADNc seu-

lement marqué avec le fluorochrome Cy5 (rouge). B. ADNc et ADN génomique marqué avec le fluo-

rochrome Cy3 (vert). C. Nombre de génes détectés (signal plus grand que celui du bruit de fond).



ble proportion des transcrits provenant
de ’ADNc initial présentent un signal
assez fort pour étre détectés .
Ces résultats démontrent le peu de
sensibilité obtenu lorsque I’ADNc initial
est utilisé et confirment les limites
d’identification directe de transcrits
bactériens durant Vinfection. €n revan-
che, le nombre de génes détectés aug-
mente avec les cycles successifs de la
méthode SCOTS . Ainsi, nous
avons confirmé que la complexité de
I’ADNc obtenu par la technique SCOTS
était suffisante pour obtenir le trans-
criptome bactérien in vivo.

Nous avons donc utilisé la technique
SCOTS pour obtenir de I’ADNec de Typhi
a partir du surnageant de macropha-
ges infectés, aprés la phagocytose
(10), a 2h (T2), 8h (T8) et 24h (T24)
post-infection [2]. Nous avons mis en
évidence une différence d'expression
significative de 36 % du génome de
Typhi, la répression de 138 genes et
I'induction de 117 génes, comparés au
surnageant de culture. Parmi les genes
induits, plusieurs facteurs de virulence
connus ont été identifiés, corroborant
nos résultats, ainsi que plusieurs génes
aux fonctions inconnues, qui pourraient
correspondre a de nouveaux facteurs
de virulence. Les résultats de biopu-
ces ont été confirmés en quantifiant
I’expression de certains génes par PCR
quantitatif en temps réel [4].

Le chromosome de Salmonella possede
plusieurs insertions de larges régions
d’ADN qui contiennent des genes de
virulence que !’on nomme flots de
pathogénicité (SP1). Les SPIs jouent
un rale clé dans la pathogenese de
Salmonella. SPI-1 et SPI-2 codent pour
deux systemes de sécrétion de type
trois ayant des réles différents : SPI-1
participe a l'invasion tandis que SPI-2
contribue a la survie intracellulaire
[5]. Chez Typhi, les genes de SPI-1 ont
été identifiés comme étant induits au
début de I'infection (T0) et, par la
suite, réprimés pour le reste de I'infec-
tion . Les genes de SPI-2 sont
induits au début de I’infection, ainsi
que pour toute la durée de I'infection
. Ces résultats concordent
avec le rdle biologique de ces SPI et
valident nos résultats.
De plus, Typhi répond fortement aux
peptides antimicrobiens (PA) présents a
I'intérieur de la vacuole des macropha-
ges en induisant les génes de résistance
qui modifient les lipopolysaccharides
de la membrane bactérienne .
Les génes participant a la mobilité,
ginsi qu'au transport du fer, un élément
essentiel a la croissance des bactéries,
sont réprimés chez Typhi lors de I'infec-
tion, suggérant que le fer est disponible
dans la vacuole . II'n’y a pas
eu de différence dans I’expression des
geénes prenant part au stress oxydatif
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Figure 2. Analyse de ['expression de genes regroupes selon leur fonction. Nombre  taines dif-
de génes (%), dans chacune des classes, qui sont significativement induits férences.
(courbe rouge) ou réprimés (courbe bleue) (p < 0,001, changement d’expression L’induc-
de plus de 2 fois par rapport au surnageant). PA : peptides antimicrobiens. tion cons-
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titutive du régulateur transcriptionnel
de geénes de virulence PhoP est obser-
vée chez Typhi durant I'infection; en
revanche, il n’y a pas de différence
d’expression chez Typhimurium. Con-
trairement a Typhimurium qui utilise le
gluconate comme source de carbone,
Typhi semble plutdt se servir des aci-
des gras. Effectivement, le géne aceA
codant pour |'isocitrate lyase, une
enzyme permettant l'utilisation des
acides gras via le cycle du glyoxylate,
est induit a partir de 8 h post-infec-
tion, tandis qu’il n’est pas induit chez
Typhimurium 12 h post-infection.

En conclusion, notre étude a démontré
que |'utilisation de la technique SCOTS
et des biopuces permet d'obtenir le
transcriptome d'une bactérie intracel-
lulaire dans des conditions normales
d’infection. Le transcriptome de Typhi
a partir de macrophages infectés a
ainsi été obtenu et manifeste un profil
attendu pour les génes de virulence.
La caractérisation de certains génes
inconnus exprimés durant I’infec-
tion sera importante pour élucider les
mécanismes de pathogénie de Typhi,
ouvrant la voie au développement
d’'une meilleure approche préventive et
thérapeutique. ¢
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