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RESUME

Salmonella enterica sérovar Typhi (Typhi) est 'agent étiologique de la fiévre
typhoide. Annuellement, Typhi infecte 21 millions de personnes et 200 000
succomberont a cette infection. Plusieurs études ont permis d’identifier des facteurs
de virulence des salmonelles essentiels a sa survie dans les macrophages, soit une
étape primordiale pour I'établissement de la fievre typhoide. Sachant que Typhi
survit mieux dans les macrophages humains que dans les macrophages murins,
nous avons émis I'hypothése que Typhi posséde des génes différentiellement
exprimés lui permettant de survivre chez I'humain. Nous avons utilisé une
technique basée sur I'expression différentielle des génes de Typhi lors d’'une
infection de macrophages nous permettant d’identifier des génes de Typhi qui sont
plus induits dans les macrophages humains que dans les macrophages murins.
Parmi ces genes, nous avons caractérisé I’implicatidn du géne sty0159 et de la
région unique a Typhi sty1358-1367. La mutation de ces régions n’a toutefois pas
affecté la survie de Typhi dans les macrophages. Dans un deuxieme temps, nous
avons remarqué I'expression tardive des genes d'invasion des salmonelles (SPI-1)
durant une infection de macrophages humains. Ainsi, nous voulions caractériser
leur implication au niveau de la survie des salmonelles dans les macrophages. La
mutation des génes de SPI-1 a causé une augmentation significative du taux de
survie des salmonelles dans les macrophages. Cette augmentation de survie des
salmonelles mutantes pour les génes de SPI-1 ne résulte pas d’une sur-expression
des génes de survie des salmonelles SPI-2. Bref, ces résultats ont accentués nos

connaissances de la pathogenése de Typhi.

Mots clés : Salmonella enterica sérovar Typhi, fievre typhoide, humain spécifique,
« Differential fluorescence induction », GFP, macrophages humains, macrophages
murins, SPI-1, SPI-2.



ABSTRACT

Typhoid fever is a systemic infection caused by a human restricted pathogen
called Salmonella enterica serovar Typhi (Typhi). Annually, Typhi infects 21 million
individuals and 200 000 of them will die from this infection. Many studies identified
virulence factors of Typhi essential for its survival in macrophages, which is a key
step in the establishment of typhoid fever. Since Typhi can survive in human
macrophages, but cannot survive in murine macrophages, we hypothesized that
Typhi differentially regulates its genes within these two hosts. We used a technique
called differential fluorescence induction by which we identified genes that were
more induced in human than in murine macrophages. From these genes we
characterized gene sty0159 and region sty1358-1367, which is unique to Typhi. The
mutation of these two regions did not affect the survival of Typhi in macrophages.
Then, we noticed that Sa/monella’s invasion genes (SPI-1) were induced late during
infection of macrophages. The mutation of the SPI-1 genes significantly increased
the survival of Salmonella in human and murine macrophages, suggesting that the
invasion genes might inhibit the expression of the survival associated genes (SPI-
2). To check this hypothesis, we investigated the expression of SPI-2 genes in the
SPI-1 mutant and in the wild-type strains of Typhi. The expression of the survival
associated genes showed a similar expression in both strains, demonstrating that
SPI-1 genes do not negatively regulate survival genes. In summary, these results
give us new insights on the pathogenesis of Typhi. '

Key words: Salmonella enterica serovar Typhi, typhoid fever, human restricted
pathogen, « Differential fluorescence induction », GFP, human macrophages,
murine macrophages, SPI-1, SPI-2. '
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1. Revue de littérature

Historiquement, plusieurs pandémies bactériennes ont fait des ravages a
travers le monde telle que la pandémie de peste noire causée par Yersinia pestis
au 14° siecle (243). Plus récemment, de nouvelles vagues d'infections bactériennes
ont été médiatisées telles que les infections nosocomiales a Clostridium difficile, la
maladie du hamburger causée par Escherichia coli 0157 :H7 et la fiévre typhoide
causée par Salmonella enterica sérovar Typhi qui tue annuellement plusieurs
centaines de milliers de personnes (61). Pour contrer ces fléaux, 'étude de ces
bactéries pathogénes est primordiale. Depuis plus d'un siécle, les chercheurs
étudient les salmonelles puisque celles-ci se sont avérées et s’averent toujours un
excellent modéle pour I'étude de la génétique bactérienne, des mécanismes
bactériens fondamentaux et, plus récemment, des concepts reliés a I'interaction
héte-pathogéne.

1.1. Salmonella

Tout comme plusieurs bactéries d'importance médicale : Escherichia coli
0157 :H7, Shigella dysenteriae et Yersinia pestis, les salmonelles appartiennent a
la famille des Enterobacteriaceae. Les salmonelles sont des bacilles a coloration

GRAM négative, intracellulaires facultatives, mésophiles et mobiles.

1.1.1. Nomenclature ‘

La nomenclature des salmonelles s’avére assez complexe. En 2005, le
« Judicial Commission of the International Committee for Systematics of
Prokaryotes » a reconnu la présence de seulement deux especes dans le genre
Salmonella soit Salmonella bongori et Salmonella enterica (244). Toutefois,

Salmonella enterica se subdivise en plus de 2500 sérovars qui eux-mémes ont été



classés en 6 sous-espéces : enterica (l), salamae (II), arizonae (llla), diarizonae
(INb), houtenae (IV) et indica (VI) (156, 244, 265). Les sérovars de Salmonella
enterica sont donc connus sous le nom de Salmonella enterica sous-espéece
enterica sérovar Typhi (Typhi) ou Salmonella enterica sous-espéce enterica sérovar

Typhimurium (Typhimurium) par exemple.

1.1.2. Speécificité d’hote de Salmonella enterica

Moins formellement, les sérovars de Salmonella enterica peuvent étre
encore subdivisés selon leur spectre d’héte. Certains sérovars ont un spectre
d’héte unique, d’autres sont adaptés a un héte en particulier, mais ont également la
capacité d'infecter d’autres hétes et, finalement, la majorité des sérovars de
Salmonella enterica ont la capacité d’infecter un large spectre d’hote. Parmi les
sérovars ayant un spectre d’héte unique, on retrouve Typhi qui présente une
spécificité d’héte pour 'lhomme (268). Outre Typhi, les sérovars Paratyphi A et C,
Gallinarum, Pullorum et Abortusovis sont également des sérovars de Salmonella
enterica ayant un spectre d’hdte unique infectant respectivement 'étre humain, la
volaille, les dindes et les ovins (66, 79, 156, 271, 284). Les sérovars Choleraesuis,
Dublin et Arizonae sont respectivement adaptés aux ruminants, aux porcs et aux
reptiles, mais ces sérovars causent également des maladies chez différents
animaux (50, 79, 156, 284, 298). Les sérovars héte spécifique et héte adapté ne
représentent qu’une infime partie des sérovars de Salmonella enterica. Selon
l'agence de santé publique du Canada, prés de 2000 sérovars sont connus pour
causer une maladie chez I'humain en plus d'étre responsables de diverses
maladies chez d'autres animaux (45). Ce groupe comprénd notamment les
sérovars Typhimurium et Enteritidis, soit les deux sérovars les plus souvent isolés

des gastro-entérites humaines (265).

Le concept de spécificité d’hdte a été démontré de fagon élégante par
I'étude de Schwan et al. en 2000 (268). Ces derniers ont utilisé différentes souches
de Typhi et de Typhimurium pour infecter des lignées cellulaires de macrophages



humains et murins. Leurs résultats montrent que Typhi survit et se multiplie a
lintérieur des macrophages humains contrairement & Typhimurium (268).
Inversement, Typhi survit moins bien que Typhimurium aux infections de

macrophages murins (268).

1.1.3. Modele de typhoide murine

Malgré son importance médicale mondiale, I'étude de Typhi s'avere difficile
puisqu’aucun modele animal adéquat, autre que ’homme, n’a été identifié. De son
coté, Typhimurium a été largement étudié puisqu'il a la capacité d’infecter plusieurs
hétes. En effet, Typhimurium peut infecter ’lhomme et causer une gastro-entérite,
mais il peut également infecter les souris causant, non pas une gastro-enteérite,
mais une maladie systémique mortelle similaire a la maladie causée par Typhi chez
’homme (110). Par conséquent, les données recueillies lors d'infections de souris
ou de ligneées cellulaires de souris par Typhimurium (modéle de typhoide murine)
ont beaucoup été utilisées et le sont encore pour tenter d'elucider les principes de
la pathogénie de Typhi chez 'humain. Ainsi, la plupart des concepts de virulence
connus chez Typhi dans le cadre de la fievre typhoide ont été extrapolés du modéle
de typhoide murine (150, 226, 310). Toutefois, ces deux serovars pathogéenes
causent des maladies distinctes dans des hotes différents et les données recueillies

avec le modéle de typhoide murine doivent étre interprétées avec un certain recul.

1.1.4. Génomes de Typhi et Typhimurium

Depuis quelgues années, I'avancement des technologies a rendu possible le
séquengage de genomes de plusieurs bactéries. Les génomes de Typhi et de
Typhimurium ont été séquenceés, ce qui a facilité I'étude de ces deux sérovars. Leur
genome contient environ 4,8 Mb codant pour environ 4600 génes (200, 232). Ces
derniers présentent un pourcentage en guanine — cytosine (%GC) d'environ 52 %

suggérant fortement la présence d'un ancétre commun et une séparation récente



sur l'arbre phylogénique. Sur le plan comparatif, les génomes de Typhi et
Typhimurium présentent une similarité d’environ 89 % (200, 232). Les différences
se situent principalement au niveau des séquences uniques a chacun des sérovars
telles que certains ilots de pathogénicité ou certains prophages, de la présence de
nombreux pseudogénes dans le génome de Typhi et de la présence de séquences
extrachromosomiques (voir section 1.2.4.3). Ces différences se retrouvent au
centre des hypothéses tentant d’expliquer le spectre d’héte unique de Typhi et
multiple de Typhimurium.

1.1.5. Maladie — Situation globale

En regle générale, on associe deux maladies humaines bien distinctes aux
salmonelles soit une gastro-entérite ou une infection systémique. Ces deux
maladies représentent un pourcentage important des toxi-infections bactériennes a
travers le monde (62, 216, 280). Habituellement sans conséquence, la gastro-
entérite est majoritairement causée par les salmonelles non typhoidiques (SNT) :
Typhimurium et Enteritidis (265). Cette maladie est caractérisée par une trés courte
période entre l'ingestion des salmonelles et 'apparition des premiers symptémes.
Ceux-ci apparaissent de 8 a 72 heures suivant lingestion et se retrouvent
généralement sous la forme de nausées et de vomissements (55). Ces symptémes
s’estompent généralement en l'espace d'une semaine, mais les personnes
infectées restent généralement colonisées pour une période de trois mois (263).
Ceux-ci s’averent d’excellents disséminateurs des SNT. Rarement chez les gens en
santé ou dans pres de 80 % des patients immunosupprimés, la gastro-entérite peut
progresser en infection systémique mortelle si elle n’est pas traitée (voir section
1.1.7) (46, 155).

La seconde maladie associée aux salmonelles s’avére nettement plus
sérieuse et dangereuse que la gastro-entérite causée par les SNT. Cette maladie
est une infection systémique, nommée fiévre typhoide, principalement causée par

Typhi, mais également par les sérovars Paratyphi A et C de Salmonella enterica
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Figure 1: Distribution mondiale de la fiévre
typhoide. Zones blanches sont pratiquement
typhoide est nettement moins exemptes de cas de fiévres typhoide. Zones
oranges présentent une incidence moyenne quant
aux nombres de cas de fiévres typhoide. Zones
majorit¢ de voyageurs ayant rouges présentent une forte incidence quant aux
nombres de cas de fiévres typhoide (58).

Pincidence de la fiévre

marquée, résultant en forte

contracté la maladie dans les
régions endémiques (figure 1) (31, 58). Inversement, lincidence importante de
la fiévre typhoide dans les pays en voie de développement résulte de leurs
installations sanitaires déficientes, de leur piétre qualité d’eau potable et de leurs

régions surpeuplées (figure 1) (58).

Les symptdmes associés a la fievre typhoide different de ceux retrouvés
dans le cas de gastro-entérites causées par les SNT. Les premiers signes cliniques
de la fiévre typhoide ne sont généralement visibles que 3 semaines aprés la
contamination (58, 226). Comme son nom lindique, la fievre est un signe clinique
trés important qui s’échelonne sur une dizaine de jours et peut s’accompagner de
maux de téte sévéres, de frissons, de périodes de délire, de douleurs abdominales,
d'un gonflement de la rate et du foie, dans certains cas, de diarrhées passageres
ou de constipations et la présence de taches rosées sur le tronc (45, 58, 226).
Cette maladie nécessite I'hospitalisation du patient sans quoi, des complications
majeures comme la perforation de l'intestin, ainsi que des saignements gastro-
intestinaux peuvent survenir (voir section 1.1.7) (58, 234). Une fois linfection

guérie, environ 1 patient sur 5 continue a excréter Typhi, et ce, pour une période



pouvant étre supérieure a un an (95, 234). Ces porteurs asymptomatiques sont

ainsi une cause importante de la dissémination de Typhi dans I'environnement.

1.1.6. Infection

Au niveau de l'infection, les deux maladies causées par les salmonelles sont
transmises par |a voie fécale orale. Par conséquent, la voie d’entrée de prédilection
des salmonelles est la voie orale résultant principalement de la consommation
d‘aliments ou d'eau contaminés (66, 90). Entre 100 et 1000 salmonelles sont

suffisantes pour causer une gastro-entérite ou une fievre typhoide (35, 45).

Suite a l'ingestion, les salmonelles passent I'estomac pour se retrouver dans
le petit intestin. A cet endroit, les salmonelles doivent traverser le mucus intestinal
pour interagir avec les cellules épithéliales par le biais de molécules favorisant
'adhésion cellulaire (figure 3A) (voir section 1.2.2) (23, 101, 150, 226, 312). Le
rapprochement entre les salmonelles et les cellules épithéliales facilite I'invasion
subséquente des cellules épithéliales par les salmonelles. Deux processus ont été
décrits pour caractériser 'invasion et le passage de la barriere intestinale par les
salmonelles. La barriere intestinale étant
composée de cellules non phagocytaires : des
entérocytes et des cellules M, les salmonelles
induisent leur invasion en créant une ondulation
cellulaire similaire aux pseudopodes observés
durant la phagocytose (voir section 1.2.4.1)
(figure 2) (99, 106, 107, 109, 125, 158, 171,
278). Les salmonelles peuvent également

traverser la barriere intestinale conjointement

%
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Figure 2 : Ondulation cellulaire
orchestrée par les salmonelles
barriére intestinale méne les salmonelles dans la lors de I'invasion des cellules
épithéliales (226).

avec les cellules CD18 positives (cellules

phagocytaires) de I'h6te (290). Le passage de la

lamina propria intestinale ol celles-ci doivent



faire face aux cellules immunitaires de I'hdte et c’est a cet endroit que les destinées

de Typhi et Typhimurium divergent.

La gastro-entérite causée par les SNT est dépendante de linvasion
cellulaire, d'un influx massif et rapide de neutrophiles dans la lumiere intestinale et
d'une sécrétion massive et rapide de fiuide causant ainsi la diarrhée tét apres
Iinfection (122, 123, 278). L'invasion des cellules épitheliales par les SNT provoque
la sécrétion basolatérale de chémokines importantes soit I'lL-8 et le « pathogen-
elicited epithelials chemoattractant » pour le recrutement des neutrophiles et la
transmigration de ceux-ci a travers la barriére intestinale respectivement (76, 201,
202, 204). Toutefois, I'invasion des cellules épithéliales n'est pas suffisante pour
causer la sécrétion de ces deux chémokines comme en fait foi les infections
causées par Typhi qui ne sont pas connues pour créer un influx de neutrophiles
dans la lumiéere intestinale, malgré la capacité de cette derniere a envahir les
cellules épithéliales (203, 299). Selon Giannella et al. et Eckmann et al., la
sécrétion apicale de prostaglandines et de D-myo-inositol-1,4,5,6-tetrakisphosphate
par les cellules épithéliales et les neutrophiles est responsable de la sécrétion
massive de fluide causant subséquemment la diarrhée (77, 78, 124). Ces deux
molécules causent une augmentation de la sécrétion apicale d’ions chlorure
provoquant une importante sécrétion de fluide vers la lumiére intestinale (77, 123,
124, 165). Les détails du cycle d'infection suivant la sécrétion de fluide orchestrée
par les SNT chez 'humain sont toujours obscurs, mais I'étude de Schwah et al. a
montré que les SNT n’ont pas la capacité de survivre a l'intérieur des macrophages

1

humains empéchant leur dissémination systémique (268).

Contrairement a la gastro-entérite causée par les SNT, la fievre typhoide
résulte d’'une invasion systémique par Typhi (figure 3). Telle que mentionnée
précédemment, I'absence de modéle animal adéquat pour I'étude de Typhi a mené
a 'utilisation du modéle de typhoide murine pour comprendre les différentes étapes
de progression 'systémique de Typhi. Malgré tout, les détails exacts de cette |
progression systémique de Typhi chez I'humain demeurent obscurs. Contrairement

aux SNT qui induisent une réponse inflammatoire, Typhi n’induit pas cette réponse



durant la phase intestinale expliquant 'absence de neutrophiles et de diarrhées
dans les cas de fievres typhoides (122, 123, 173, 203, 247, 299). Suite a l'invasion
des cellules épithéliales, Typhi se retrouve dans la lamina propria et doit faire face
aux cellules immunitaires de I'héte (figure 3B). Selon I'hypothése générale, les
salmonelles utiliseraient les macrophages pour se multiplier et atteindre les nodules
lymphatiques mésentériques lui permettant d’entrer et se disséminer vers les
organes systémiques comme la rate, le foie et la vésicule biliaire par le biais de la
circulation sanguine (figure 3C) (31, 88, 156, 217). Drecktrah et al. ont étudié
différents modes d’entrée de Typhimurium dans les macrophages murins (73).
L’induction de leur propre invasion dans Iés macrophages conduit les salmonelles
dans une organelle similaire aux phagosomes nommée : « Salmonella containing
vacuole » (SCV). A Tintérieur de la SCV, Typhimurium induit une acidification
permettant une expression optimale des génes de survie comparativement a un
mode d'internalisation induit par I'héte (phagocytose) (73). Les phagosomes sont
normalement utilisés par I'hdte pour détruire les envahisseurs par la voie
endosome-lysosome. Toutefois, cette voie est inhibée par les salmonelles se
retrouvant dans les SCV (voir section 1.2.4.2) (282). Suite a la colonisation des
organes systémiques, les salmonelles peuvent retourner dans le tractus intestinal
favorisant leur propagation dans I'environnement, mais également la réinfection des
cellules de la barriére intestinale de la partie distale du petit intestin (figure 3D-E).
Cette seconde infection de la barriére intestinale provoque une réponse immunitaire
secondaire plus immunogénique que la prenﬁiére créant de linflammation, des
ulcérations et la nécrose de I'épithélium menant généralement a une perforation du
tractus intestinal mortelle si elle n’est pas traitée chirurgicalement (31, 33, 44, 88,
221). Malgré les clarifications amenées par le modéle de typhoide murine,
beaucoup d'étapes dans le cycle d'infection de Typhi et de sa progression

systémique restent obscures.
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Figure 3 : Pathogenése de Typhi (217). A : Invasion de la barriére intestinale. B :
Phagocytose de Typhi par les cellules immunitaires de I'héte. C : Dissémination
vers les organes systémiques. D : Retour dans la lumiére intestinale via la bile. E :
Seconde infection de la barriére épithéliale et excrétion de Typhi.

1.1.7. Luttes et traitements

La lutte contre Typhimurium est trés diversifiée puisqu’elle peut se faire a
différents niveaux. Typhimurium étant une bactérie pathogene pouvant étre portée
asymptomatiquement par plusieurs animaux dans les élevages, les producteurs
peuvent utiliser des antibiotiques pour prévenir la contamination animale (11).
L'utilisation d’'antibiotiques a ce niveau permet de contenir la dissémination de
Typhimurium avant méme que celle-ci n’entre en contact avec 'homme. Dans le
cas ou la nourriture ingérée est contaminée par Typhimurium, aucun traitement
antibiotique n’est nécessaire sachant que ce malaise intestinal se résorbe avec le
temps (157 , 216). Dans I'éventualité ou la gastro-entérite progresse en infection
systémique, un traitement aux fluoroquinolones s’avere alors nécessaire sans quoi,

les patients peuvent subir un choc septique mortel (257). L'élimination des
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symptémes associés aux infections systémiques a Typhimurium ne constitue pas la
fin de la lutte contre cette bactérie pathogene sachant que certains patients restent
porteurs {263). Par conséquent, le prolongement des traitements antibiotiques peut
étre nécessaire (72, 239, 256).

Typhi étant une bactérie pathogene mortelle, les traitements antibiotiques
sont inévitables. En régle générale, les fluoroquinolones sont utilisés pour
combattre l'infection (234, 235). Le régime d’antibiotiques aux fluoroquinolones
dure minimalement 3 jours dans les régions ol ces antibiotiques sont plus difficiles
a acquerir sinon ce traitement s’échelonne sur une dizaine de jours (233). Due a
apparition de souches multirésistantes, la combinaison entre différents
antibiotiques de la famille des céphalosporines ou des azalides peut étre utilisée
(235). Des études au Pakistan ont montré que prés de 70 % des isolats cliniques
qui étaient résistants aux fluoroquinolones se sont avérés sensibles au
chloramphénicol, soit 'un des premiers antibiotiques utilisés pour contrer la fievre
typhoide. Le chloramphénicol, étant 25 fois moins dispendieux que les
fluoroquinolones, peut s’avérer un choix intéressant pour les pays moins- bien
nantis, mais présente certains désavantages comme la durée excessive du
traitement ainsi que son inefficacité pour guérir les porteurs asymptomatiques (31,
233, 308). Les porteurs asymptomatiques sont également sujet a un régime
d'antibiotiques qui s’échelonne sur une plus longue période. Des traitements
efficaces a I'ampicilline, a la probenicide, a la trimethop‘rime—suIfamethoxazole, ala
ciprofloxacine, a la norfloxacine et a la carboxyquinolone ont montré qu’'environ 4

patients sur 5 n’étaient plus porteurs suite a ces traitements (95, 128, 234).

1.1.8. Emergence de souches multirésistantes

La lutte contre Typhi a déja conduit a la surutilisation de plusieurs
antibiotiques menant cette bactérie pathogene a acquérir des éléments de
résistances (41, 296). Dans le cas de Typhi, la question de multirésistance ne date

pas d’hier. En 1948, le chloramphénicol s'avérait un antibiotique de choix efficace
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pour traiter la fievre typhoide. Une trentaine d’années plus tard, des souches
résistantes ont été isolées au Mexique et en Asie (234). Entre temps, 'amoxicilline
et la trimethoprime—sulfamethoxazole ont été identifiées comme_nouveaux agents
antibactériens efficaces contre Typhi, mais de nouvelles souches résistantes de
Typhi, dont la souche CT18, ont rapidement été isolées en Asie dans les années
1980-90 (234). Ces résistances résultaient de ['acquisition du plasmide de
résistance pHCM1 par Typhi (232). Plus récemment, des antibiotiques de la famille
des quinolones s’avéraient efficaces, mais certains isolats asiatiques de Typhi
présentent déja des résistances face a cette famille d’antibiotiques. L’ajout d’un
groupement fluor sur les quinolones (formant la famille des fluoroquinolones) a
augmenté les effets bactéricides des quinolones, mais on note déja 'émergence
d’isolats asiatiques résistants illustrant la gravité du probleme auquel nous devons
faire face (4).

1.1.9. Vaccins

Beaucoup d’efforts sont déployes par les chercheurs pour créer un vaccin
qui réglerait le probleme de multirésistance retrouvé chez Typhi et, dans le meilleur
des cas, éradiquerait cette bactérie pathogéne. Il existe trois vaccins présentement
sur le marché ol deux sont injectables et le troisieme s’administre par voie orale
(58). Le premier et plus ancien vaccin injectable est une souche de Typhi tuée. Il
présente toutefois des effets secondaires importants chez 25 a 50 % des patients
(86, 234). Le second vaccin injectable est composé de la capsule Vi de Typhi et,
comme la souche de Typhi tuée, ce vaccin a pour principal objectif de créer une
forte réponse humorale circulante (voir section 1.2.4.3) (58). Le vaccin Vi présente
un taux d’efficacité d’environ 75 % aprés de 2 ans au Népal et 55 % en Afrique du
Sud soit deux régions endémiques pour la fievre typhoide (2, 167). L'optimisation
de ce vaccin pour le rendre .plus immunogéne est au centre de plusieurs
recherches (192). L’ajout d'une exotoxine recombinante non toxique de
Pseudomonas aeroginosa a permis de rendre ce vaccin plus efficace, y compris

chez les enfants de moins de 2 ans (192). Le vaccin oral est fait d’'une souche
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vivante atténuée de Typhi nommé Ty21a. Elle contient une mutation dans le géne
galE soit un gene du métabolisme du galactose qui affecte la production de
I'antigéne O ainsi qu’une déficience dans la synthése de sa capsule (58, 120, 295).
Contrairement aux deux vaccins injectables, le vaccin oral crée une forte immunité
humorale et a médiation cellulaire (58). L'efficacité ne semble toutefois pas étre
aussi élevée dans toutes les régions endémiques comme le démontre différentes
études ou ce vaccin a montré un degré de protection de 96 % en Egypte aprés 5
ans, de 67 % au Chili aprés 3 ans et d’environ 45 % en Indonésie aprés 2 ans et
demi (190, 272, 295).

1.2. Facteurs de virulence

Le cycle d'infection de Typhi chez 'humain est complexe et comprend de
nombreuses étapes critiques pour l'établissement de la fievre typhoide. Par
conséquent, Typhi a dii évoluer de fagon a pouvoir optimiser toutes les étapes
necessaires a une infection pour affronter adéquatement les stress causés par
I'hote.

1.2.1. Systeme a deux composantes

Les systémes a deux composantes (SDC) sont d’'une grande importance
pour les bactéries, puisqu’ils permettent a celles-ci de répondre adéquatement a
différents signaux environnementaux retrouvés chez I'h6te. Ces systémes sont
composés d’'une protéine membranaire senseur et d’'une protéine activatrice de la
transcription (PAT). En regle générale, le senseur, suite a sa stimulation,
s'autophosphoryle sur un résidu histidine et transfert son groupement phosphate
sur un résidu d'acide aspartique de la PAT. L’activation de la PAT par sa
phosphorylation augmente son affinité pour 'ADN activant subséquemment la
transcription des génes cibles de chacun des SDC.
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1.2.1.1.  PhoP/PhoQ

Les travaux du Dr. Miller et du Dr. Heffron ont permis de caractériser le SDC
PhoP/PhoQ comme étant essentiel a la virulence des salmonelles durant la phase
systémique de l'infection (in vivo et in vitro) ainsi qu’au niveau de la résistance aux
peptides antimicrobiens (PA) (figure 4) (96, 97, 212). La protéine PhoQ agit comme
senseur membranaire alors que PhoP agit comme la PAT. Garcia Véscovi et al. ont
mis en évidence I'autophosphorylation de PhoQ dans un environnement faiblement
concentré en cations divalents (Mg® et Ca®') (116). Complétant cette étude,
Montagne et al. ont montré que la protéine PhoQ ne posséde pas uniquement une
activité autokinase, mais également une activité phosphatase (218). En faible
concentration dlions Mg®* (de lordre du micromolaire), la protéine PhoQ
s’autophosphoryle activant subséquemment la protéine PhoP. Inversement, en
forte concentration d’ions Mg?* (de l'ordre du millimolaire), PhoQ utilise son activité
phosphatase pour lui permettre de réprimer l'activation de PhoP (218, 264).
Récemment, Bader et al. ont

montré que PhoQ a également la o ! ' T
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macrophages durant l'infection (198, 245). Selon Prost et al., cette induction pH

dépendante de PhoP peut étre accentuée en présence de PA (245).

L'activation du systéeme PhoP/PhoQ meéne a la transcription d'une
quarantaine de génes. Parmi ceux-ci, le régulon ssrA/ssrB a pour fonction d’activer,
a son tour, les génes encodés sur le « Salmonella pathogenicity island 2 » (SPI-2)
permettant aux salmonelles de survivre a l'intérieur des SCV des macrophages
(voir section 1.2.4.2) (32). Dans le méme ordre d’idée, Alpuche-Aranda et al. ont
montré I'importance de ce SDC dans la formation de grandes SCV essentielles a |la
survie des salmonelles durant la phase systémique de linfection (7). Tel que
mentionné précédemment, le systeme PhoP/PhoQ répond a la présence de PA
induisant un mécanisme de résistance aux PA en activant directement ou par le
biais d’'un second ‘SDC, PmrA/PmrB, la transcribtion de génes impliqués dans cette
réponse (13, 96, 143). L’activation directe ou indirecte des génes impliqués-dans la
résistance aux PA entraine une modification du lipopolysaccharide (LPS) des
salmonelles, entre autres, par l'action des protéines PagP, UgilL, PmrE et PmrF.
(133-135, 270). Ces deux derniéres protéines réduisent la charge négative du LPS
en ajoutant un résidu aminoarabinose sur 'un des phosphate du lipide A diminuant
I'affinité des PA pour la membrane des salmonelles (132). Le systéme PhoP/PhoQ
permet également aux salmonelles de répondent adéquatement a une carence en
magnésium qui peut s’avérer fatale pour les bactéries (116, 273, 274). Suite a son
activation, le SDC PhoP/PhoQ est responsable d’activer la transcription des génes
mgtA, mgtB et mgtC ol mgtA et mgtB code pour des transporteurs de magnésium,
‘alors que mgtC code pour une protéine hypothétique favorisant la survie des
bactéries dans un environnement faiblement concentré en magnésium (voir section
1.2.4.3) (274). Behlau et Miller et Bajaj et al. ont montré I'implication de PhoP dans
la répression des genes associés a l'invasion cellulaire durant la phase intestinale
de linfection (voir section 1.2.4.1) (17, 26). Selon ces deux études, le SDC
PhoP/PhoQ semble agir comme un interrupteur entre Ila phase intestinale et la
phase systémique de [linfection suggérant que les concentrations de cations
divalents, que l'acidité des SCV et la présence de PA (intestinale et systémique)

sont trois signaux intégrés par le SDC PhoP/PhoQ permettant aux salmonelles
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d’induire efficacement une maladie systémique dans leur héte respectif. Tel que
proposé par Bader et al., la forte osmolarité durant la phase intestinale pourrait
inhiber l'activation du SDC PhoP/PhoQ et ainsi favoriser I'activation des génes
d’invasion (14). Durant la phase systémique, I'acidification des SCV et la présence
de PA dans celles-ci pourraient activer PhoP/PhoQ réprimant les génes d'invasion,
mais activant ceux responsables de la survie dans les macrophages (14).

1.2.1.2. PmrA/PmrB

Un second SDC important pour les salmonelles est le systtme PmrA/PmrB
(figure 4). Celui-ci est constitué du senseur membranaire PmrB qui répond
principalement a la présence d'ions ferriques permettant aux salmonelles de se
protéger dans un environnement trop fortement concentré en fer (306).
L’autophosphorylation de PmrB en présence d'ions ferriques méne a la
phosphorylation de PmrA activant la transcription des opérons pmr, pbg et du géne
ugd (132, 274, 305). Ces génes sont également responsables de modifier la charge
négative des LPS des salmonelles et ainsi diminuer l'affinité des ions ferriques pour
la membrane externe des salmonelles (305). Cette modification du LPS permet
également de favoriser la résistance des salmonelles face aux PA (132, 172).

1.2.1.3. EnvZ/OmpR

Le niveau d’osmolarité environnant les salmonelles est un autre signal pergu
par celles-ci, ce signal étant intégré par le SDC EnvZ/OmpR (figure 4). Le senseur
EnvZ répond a différents niveaux d'osmolarité pour permettre [I'activation
subséquente de OmpR par phosphorylation. L’activation de OmpR favorise la
transcription des génes codants pour les porines OmpC et OmpF (5). Une mutation
dans le géne ompR cause une augmentation de la susceptibilité de Typhimurium &
un choc acide suggérant I'implication directe de OmpR dans cette réponse (voir
section 1.2.5) (19). Lucas et Lee ont démontré I'importance de ce SDC lors de
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I'invasion des cellules de la barriére intestinale, puisqu'une altération des génes
ompR ou envZ crée une diminution de I'expression de AifA, un géne essentiel pour
l'invasion.de cellules non phagocytaires (voir section 1.2.4.1) (196). Il a été
démontré qu'une mutation du SDC EnvZ/OmpR causait également une diminution
importanté de factivation de ssrA et ssrB, soit les régulateurs des génes essentiels
a la survie des salmonelles dans les macrophages (voir section 1.2.4.2) (94, 184).
De plus, une altération du géne ompR est connue pour diminuer I'expression du
géne viaB résultant en une décapsulation de Typhi (voir section 1.2.4.3) (187, 240).
Finalement, OmpR activé permet de réguler négativement I'expression des génes
- flagellaires en réprimant les régulateurs flagellaires f/hC et flhD (261).

1.2.2. Adhérence

Suite a leur pénétration dans I'organisme, les salmonelles doivent envahir
les cellules de la barriére intestinale. Cette étape nécessite le rapprochement des
salmonelles vers les cellules épithéliales de la barriere favorisant I'invasion
subséquente de ces cellules. Ce rapprochement entre les salmonelles et les
cellules épithéliales est possible grace a |la présence de structures d’adhésion telles
que des filaments extracellulaires nommés fimbriae (figure 5) (23, 101, 312). Malgré
la présence de plusieurs fimbriae communs aux salmonelles, Typhi et 'I;yphimurium
possédent chacun certains fimbriae qui leur sont spécifiques constituant ainsi I'une
des hypothéses concernant la spécificité d’hote différente de ces deux sérovars
pathogénes. A ce jour, treize opérons fimbriaires ont été identifiés chez
Typhimurium soit /pf, pef, stf, agf, bcf, fim, stb, stc, std, sth, sti, saf et stj (151).
Certains de ces fimbriae ont montré un tropisme cellulaire bien précis (22, 24). En
effet, Baumler et al. ont démontré que le fimbriae /pf favorise le rapprochement de
Typhimurium avec les cellules épithéliales des plagques de peyers alors que le
fimbriae pef permet le rapprochement de Typhimurium vers les cellules épithéliales
du petit intestin (22, 24). Jusqu’a présent, plusieurs fimbriae ont toujours un
tropisme cellulaire inconnu puisque leur mutation n’inhibe pas le rapprochement

des salmonelles avec les
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cellules épithéliales suggérant de la redondance entre
les fimbriae ou un effet synergique entre les différents -
fimbriae pour un type cellulaire en particulier. Van der
Velden et al ont testé plusieurs combinaisons de
mutations pour observer un effet synergique entre les |
fimbriae fim, agf, Ipf et pef lors d'une infection

intragastrique murine par Typhimurium signifiant que

chacun deux a un effet au niveau de [étape

d'adhésion intestinale (288). Tel que mentionné - '
. . . ) ) Figure 5 : Fimbriae fim de
précédemment, Typhi possede aussi une panoplie de o
S . . i ... Typhimurium exprimeé
fimbriae (14, incluant le pili de type V) dont six qui lui

. ) . R dans une souche de
sont uniques comparativement a Typhimurium : sef,

. . Escherichia coli afimbriee
tcf, sta, stg, ste et le pili de type IV (281). Toutefois,

151).
peu d’études ont été effectuées sur ces fimbriae. (151)

Zhang et al. ont montré qu’une altération de I'opéron pil codant pour le pili de type
IV cause une diminution du taux d’adhérence de Typhi aux cellules intestinales INT-
407 (312). De la méme fagon, Forest et al. ont testé I'implication d’'un des fimbriae
unigues de Typhi au niveau de 'adhérence aux cellules épithéliales (101). Ceux-ci
ont montré de fagon élégante que la mutation de I'opéron fimbriaire sig réduit de
fagon significative la capacité de Typhi d’adhérer aux cellules INT-407 (101).

1.2.3. Systeme de sécrétion de type 3 (SST3)

Plusieurs bactéries pathogénes ont acquis, au cours de leur évolution, un
systeme important favorisant leur interaction avec leur hote. Ce systéme, nommé
systeme de sécrétion de type 3 (SST3), permet aux bactéries dinjecter des
protéines directement du cytoplasme bactérien au cytoplasme cellulaire de 'hote
modifiant ainsi 'hoéte & leur guise. Les salmonelles en possédent deux (sauf
Salmonella bongori) soit celui encodé sur le « Salmonella pathogenicity island 1 »
(SPI-1) ou celui encodé sur SPI-2 (80). Des SST3 sont également présents chez
d’autres bactéries pathogénes telles que E. coli 0157 :H7, Yersinia spp., Shigella
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spp. et méme chez certaines bactéries pathogénes de plantes (219). Les SST3
sont composés de trois parties majeures soit la base, le translocon et les effecteurs.
La base est composée de lipoprotéines membranaires permettant le passage des
protéines du translocon et subséquemment des effecteurs a travers les membranes
bactériennes. De son coté, le translocon est constitué de petites protéines formant
un tunnel pour le passage des effecteurs vers le cytoplasme cellulaire. Les
effecteurs, pouvant étre dispersés sur le génome, sont généralement ciblés au
SST3 par la présence d'une séquence signale composée de 20 a 30 acides aminés
en amont de leur séquence effectrice (1). Ceux-ci sont transloqués directement

dans la cellule de I'héte pour altérer les fonctions normales de la cellule.

1.2.4. llots de pathogénicité des salmonelles

Les « Salmonella pathogenicity isiand » (SPIs) sont des fragments d’ADN
variant entre 10 et 140 kb ayant été acquis par transfert horizontal. Ces SPIs sont
identifiables par leur % GC différent de celui du génome des salmonelles qui se
situe entre 52 et 54 % (Typhi) (301). Jusqu'a présent, 14 SPIs ont été identifies
chez les salmonelles, mais ceux-ci ne se retrouvent toutefois pas dans tous les
serovars. Cette difféerence importante pourrait également étre responsable de la
spécificité d'néte unique de Typhi pour 'lhomme comparativement au large spectre
d’hote de Typhimurium. '

1.2.4.1. SPI-1 —-Invasion

L’acquisition des géenes de SPI-1 par les salmonelles a permis de les
différencier des autres genres des Enterobacteriaceae. En effet, Salmonelia
bongori et tous les sérovars de Salmonella enterica possédent cet ilot de
pathogénicité (figure 6) (213, 225). Tels que mentionnés précédemment, les génes
de SPI-1 codent pour un SST3 (SST3-1). L'importance du SST3-1 a été confirmée

il y a déja plusieurs années par I'identification de génes, nommés inv, essentiels
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pour linvasion de cellules non Sous-espaces:

phagocytaires (110). En effet,

_ |: enterica
linoculation orale de mutants inv (Typhi et Typhimurium)
. . . N . s —— VI indica

de Typhimurium a des souris n’a

SPIo I : salamae
pas crée de maladies \ — L Wb : diarizonae
systémiques faisant augmenter la SP"{. S enterical ———— IV houtenae
dose létale d’'un facteur de 100 Ma - arizonae
par rapport a une souche , S. bongori
sauvage de Typhimurium (110). ___E. coli
Inversement, linoculation Figure 6: Phylogénie des salmonelles
intrapéritonéale (outrepassant la illustrant le moment de I'acquisition de SPI-1

et de SPI-2.

phase intestinale) de ces mémes

souches mutantes n’a pas engendré d’augmentration de la dose Iétale suggérant
que les génes inv étaient principalement impliqués durant la phase intestinale
(110). Confirmant les résultats de Galan et Curtiss, Elsinghorst et al. ont cloné les
génes de SPI-1 de Typhimurium dans une souche de E. coli non invasive, la

rendant du méme coup invasive (85).

Les génes de SPI-1 peuvent étre divisés en 3 opérons majeurs : I'opéron

prg, 'opéron inv/spa et 'opéron sip (figure 7).

prg
(316)
avrA orgA K J | H orf1  hilA  lagB sptP  sicP (>123 trom iacP)
togng » e < <=
(902 - (1239) (759) (306)(243) (1179) (1596-1662) (482)  (1632)  (351)
sip/ssp spa inv
T 1 T i 1
(137) (487)
lacP A D c B sicA S AR Q P o J I ¢ B A E G F H
o Gr——ns s e~ ey < e s - G
(248) (2049)  (1014) (1227)  (1779) (495)  (1071) (772)(260)(675) (912) (1011)(442) (1296} (405)  (2057) (1119)  (1692) (650} (441)

Figure 7 : llot de pathogénicité 1 des salmonelles (SPI-1) (66).

La base du SST3-1 est composée de protéines encodées sur I'opéron
prgHIJK (figure 7) (166, 175). La protéine PrgH se tétramérise et se lie avec la
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protéine PrgK pour former un anneau dans la membrane interne (figure 8) (166,
175, 237). A ce complexe s’ajoute la lipoprotéine InvG qui aidé de InvH forme un
second anneau situé dans la membrane externe (60, 63, 161, 175). Une fois la
base compléte et fonctionnelle, la protéine Prgl s’oligomérise pour former le
translocon (figure 8) (166, 176 ). Selon I'étude de Kubori et al., le translocon du
SST3-1 peut atteindre 80 nm de long contre 13 nm de diamétre {(175). Cette méme
équipe a montré dans une autre étude que la longueur du translocon peut varier
selon I'expression du géne spaN (invJ) (176). En son absence, le translocon
devient de longueur aberrante en plus de bloquer la sécrétion des effecteurs de
SST3-1 (57, 176). Les mécanismes de régulation de la taille du translocon par
spaN/invd sont pour linstant inconnus, mais I'hypothése générale veut que la
protéine SpaN/InvJ agisse comme interrupteur entre la protéine Prgl et les
effecteurs du SST3-1 (176). Les protéines SpaO, SpaP, SpaQ et SpaR sont
également associées a la structure du SST3-1, mais plus particulierement au
niveau de la membrane interne des salmonelles (figure 8). Lorsque mutées, ces
protéines rendent Typhimurium non invasif en inhibant la sécrétion des effecteurs
SipB, SipC et InvJ (57).

La fonction des protéines
encodées par les génes inv sont
toujours hypothétiques, mais selon
des homologies de séquences les
protéines Inv semblent associées a
la  membrane interne  des exteme
salmonelles. En effet, la protéine
InvA, essentielle a l'invasion, est

similaire aux protéines MxiD de

Membrane
Shigella sp. et LcrD de Yersinia interme
pseudotuberculosis qui se ADP
retrouvent ancrées dans leur SipA, SipB ,SipC
. . SopA, SopB, SopD
membrane interne respective (112, SopE, SptP ATP

126). De son c6té, la protéine InvC  Figure 8 : SST3-1 des salmonelles.
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montre une homologie de séquence avec des protéines de la famille des ATPase
FoF; (82). Le caractére essentiel de la protéine InvC dans linvasion vient
probablement de sa capacité a hydrolyser 'ATP et fournir de I'énergie nécessaire
au SST3-1 pour la translocation des effecteurs (191). Finalement, la protéine InvE
présente une homologie avec la protéine membranaire YopN de Yersinia sp. (125).
Cette dernieére s’avére essentielle pour linvasion. en permettant la sécrétion
polarisée des effecteurs du SST3 de Yersinia sp. en agissant comme gardienne du
translocon durant la sécrétion des effecteurs nécessaires a linvasion suite au

contact entre la bactérie et la cellule cible (36, 125).

- Suite a la synthése fonctionnelle de la base du SST3-1, les effecteurs
peuvent étre transloqués vers la cellule héte. Plusieurs fonctions ont été associées
aux effecteurs du SST3-1. Les effecteurs SipA, SipC, SopB (encodés sur SPI-5),
SopE (encodé sur le SPI-7), SopE2 (Typhimurium seulement) et SptP agissent
* tous au niveau du cytosquelette permettant d’induire l'ondulation cellulaire
essentielle a linvasion des cellules non phagocytaires (figure 2) (108, 174, 205,
249, 313). Les effecteurs SopE et SptP montrent deux activités totalement
opposées (108). En stimulant le réarrangement de I'actine par son interaction avec
les GTPases Cdc42 et Rac, SopE induit I'invasion cellulaire par I'ondulation
cellulaire (figure 2) (108). Inversement, la protéine effectrice SptP agit telle une
« GTPase activating protein » sur les mémes GTPase (Cdc42 et Rac) inhibant ainsi
le réarrangement de l'actine orchestré par SopE. Cette action opposée de SptP
ramene a I'état normal les membranes cellulaires et diminue ainsi le stress causé
par l'invasion cellulaire des salmonelles (108). Kubori et Galan ont montré que ces
deux effecteurs du SST3-1 sont temporellement régulés. Cette régulation
temporelle s’explique par le faible niveau de stabilité de SopE par rapport a SptP
(174). La protéine effectrice SopE est rapidement (20 min post-invasion) ubiquitinée
et dégradée par les protéasomes cellulaires (174). Inversement, des études
d'immunobuvardage protéique ont permis de détecter la protéine effectrice SptP
jusqu'a 3 heures post-invasion (174). Contrairement aux protéines SopB, SopE,
SopE2 et SptP qui interagissent avec les GTPases cellulaires Rho, Cdc42 et Rac,
la protéine SipA se lie directement a l'actine favorisant sa polymérisation et
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l'ondulation cellulaire nécessaire aux salmonelles pour l'invasion (314). En plus de
leur fonction dans le réarrangement de I'actine, les protéines SipA, SopB, SopE et
SopE2 agissent en synergie pour dérégler les jonctions serrées entre les cellules
épithéliales causant une déstabilisation de celles-ci (39). D’autres études ont
montré que ces mémes effecteurs (SopB, SopE, SopE2 et SipB) sont également
impliqués au niveau du recrutement de cellules immunitaires au site d'infection par-
linduction de la sécrétion de chémokines et d’interleukines suite a une infection par
Typhimurium (48, 70, 114, 148, 149, 236). Lors de I'invasion, SopB, SopE et SopE2
activent les GTPase Rho ce qui active la voie de signalisation des MAP kinases qui
meéne ultimement a la sécrétion de IL-8, soit une interleukine inflammatoire (48,
149, 236). Le recrutement des cellules immunitaires orchestré par les effecteurs
Sop résulte donc d’'une action indirecte de ceux-ci. Inversement, ['effecteur SipB
induit directement la sécretion cellulaire d'interleukines 1B et 18 (IL-1B ) (voir
section 1.2.6) (74, 91, 148).

Les eﬁécteurs du SST3-1 ont aussi des effets cytotoxiques sur les cellules.
Chen et al. ont été les premiers a mettre en évidence le phénoméne de mort
cellulaire SPI-1-dépendant (49). Cette cytotoxicité SPl-1-dépendante est
caractérisée par une induction rapide de mort cellulaire principalement due a
I'injection des effecteurs de I'opéron sip de SPI-1 (voir section 1.2.6) (49, 56, 163,
248, 249). Outre leur implication directe dans la mort cellulaire et l'invasion des
cellules non phagocytaires, les protéines SipB et SipC ont pour fonction d'optimiser
la translocation des autres effecteurs tel que SopE (303). De son cété, la fonction
de SipD reste mal définie. Kaniga et al. ont montré qu'une mutation du gene sipD
entraine une augmentation de la sécrétion des autres protéines Sip résultant en
une diminution de l'invasion des cellules (163). Par conséquent, la protéine SipD
pourrait avoir un réle spécifique de gardien dans le contrdle de la translocation des

effecteurs Sip similaire a InvE et Spa$S (163).

Tel que mentionné précédemment, le SST3-1 a principalement été impliqué
durant la phase intestinale de linfection suggérant des conditions d'expression

particulieres. Différentes études ont permis de faire la lumiére sur les conditions
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expérimentales optimales pour induire les génes de SPI-1. Lee et Falkow ont
montré que des salmonelles en fin de phase logarithmique de croissance ainsi
qu’un environnement faiblement oxygéné favorisent le taux d'invasion de cellules
non phagocytaires par les salmonelles (185). De leur c6té, Galan et Curtiss ont
montré que des conditions de forte osmolarité favorisent également l'invasion des
cellules non phagocytaires (111). Cette méme étude montre que la relaxation de
FADN (surenroulement positif) est aussi un facteur favorable aux salmonelles pour
envabhir les cellules non phagocytaires (111).

La régulation des génes Figure 9:

Régulation des
génes de SPI-1
ou les fleches
vertes et
rouges

montrent
‘/\ respectivement

codant pour les effecteurs ou les
protéines de la base du SST3-1

s’avere trés complexe. Cette

régulation montre une hiérarchie
importante  (figure 9). Tel
gu’illustré a la figure 9, HilA agit

-comme intégrateur de différents

une activation
et une
répression des
génes (Adapté
de (71)).

&) Q-F.

signaux environnementaux
puisqu'il répond différemment a Génes du SST3-1

plusieurs SDC des salmonelles. Le SDC PhoP/PhoQ réprime I'expression de hilA,
alors que les SDC SirA/BarA et OmpR/EnvZ activent son expression (17, 25, 196,
237). Les protéines HilC et HilD agissent également en tant qu’activateurs de HilA
(195, 250). Ellermeier et Slauch ont identifié le géne rstA comme étant un autre
régulateur de hilA (84). Sous des conditions d’induction de SPI-1, I'expression de
risA cause une augmentation d’expression de hilA, hilC et hilD (84). Cette
régulation serrée du gene hilA est possible par la présence d’'une région contenant
des séquences de reconnaissance pour le répresseur constitutif (toujours inconnu)
et pour les protéines HilC et HilD (196). Parmi les répresseurs connus de HilA, la
protéine HIlE posséde deux activités répressives sur I'activation de hilA soit en se
liant a HilD et ainsi bloquer I'activation de HilA ou en inhibant I'activation de InvF en
condition HilA indépendante (voir plus bas et figure 9) (25). Suite a son activation,

HilA reconnait des séquences en amont des opérons prg, sip et inv permettant ainsi
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I'activation directe de la transcription des opérons encodant le SST3-1 (figure 7)
(195). La transcription du premier géne de l'opéron inv: le géne invF, est ensuite
requise pour activer la transcription de 'opéron sip menant a I'expression optimale
des géenes de SPI-1. Par conséquent, une mutation de hilA confere un phénotype
hypoinvasif aux salmonelles (16). La transcription des effecteurs du SST3-1 situé a
I'extérieur de I'llot requiert les régulateurs InvF et HilA indirectement (81).



Tableau I: Résumé des fonctions associées aux effecteurs de SPI-1

Effecteurs Géne Fonctions Références
SopA STY2275 essentiel pour 'invasion des cellules non phagocytaires, efflux de fluides (249, 302)
essentiel pour l'invasion des cellules non phagocytaires, attraction des (39, 114, 147,
SopB STY1121  neutrophiles, polymérisation de I'actine, efflux de fluides, formation de 169, 249,
, (SPI-5) larges SCV, déreglement des jonctions serrées, inhibition de la mort 276, 311,
4 cellulaire 313)
SopD STY3073  gssentiel pour l'invasion des cellules non phagocytaires, efflux de fluides (160, 249)
SopE STY1988  €ssentiel pour linvasion des cellules non phagocytaires, efflux de fluides, (39, 236, 311,
polymérisation de I'actine, déréglement des jonctions serrées, 313)
SptP STY3001 dépolymérisation de Yactine (174)
(SPI-1)
SiA STY3005 eslsgntlel pour | invasion des ce!luleg non phagoc_:ytawes, efflux de fluides, (205, 311,
P (SPI-1) déréglement des jonctions serrées, interaction directe avec le 314)
cytosquelette
. essentiel pour l'invasion des cellules non phagocytaires, favorise la
SipB STY3008 translocation des autres effecteurs, effet cytotoxique, induction de la (49, 56, 148,
(SPI-1) e 163, 303)
sécrétion IL-1B et IL-18
SipC STY3007 essentiel pour l'invasion des cellules non phagocytaires, accélére la (164, 205,
(SPI-1) polymérisation de I'actine, favorise la translocation des autres effecteurs 303)

14
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1.2.4.2. SPI-2 — Survie intracellulaire

Suite a linvasion des cellules non phagocytaires, les salmonelles doivent
survivre a l'intérieur des macrophages pour causer une infection systémique. Cette
étape nécessite I'expression du second SST3 dépendant des génes encodés sur
SPI-2 (SST3-2) (146). L'utilisation d’'une sonde spécifique a une région du
chromosome de Typhimurium a permis de mettre en évidence la présence de SPI-2
chez I'espéce Salmonella enterica comparativement aux autres Enterobacteriaceae
tels que E. coli et Salmonella bongori (figure 6) (225). Cet ilot, nommé SPI-2, est
situé au centisome 31 du chromosome et représente un fragment d’ADN long
d’environ 40 kb acquis par Salmonella enterica commé en fait foi son % GC
(47.4%) inférieur a celui du génome (225, 269). De la méme fagon que SPI-1 a été
associé a linvasion des cellules non phagocytaires, des mutations affectant les
génes SPI-2 ont montré une incapacité des salmonelles de survivre a l'intérieur des
macrophages. En effet, ces mutations font augrhenter significativement la dose
létale de Typhimurium suite & une infection intrapéritonéale suggérant que les
genes de SPI-2 sont essentiels durant la phase intracellulaire de linfection de
macrophages (144, 269). Dans cet ordre d’idées, Cirillo et al. ont montré que les
génes de SPI-2 sont fortement induits des 2 h suivant l'invasion de macrophages
(53).

Il est possible de séparer grossiérement les génes codant pour le SST3-2
en quatre catégories soit les géenes codant pour les protéines de la base (génes
ssa), pour les protéines du translocon (génes sse), pour des chaperonnes (génes
ssc) et les génes codant pour le régulateur de SPI-2 : ssrA/ssrB (figure 10). Tout
comme pour les effecteurs de SPI-1, les effecteurs de SPI-2 sont dispersés a

travers le génome Salmonella enterica.

Contrairement au SST3-1, les protéines de la base du SST3-2 sont peu
caractérisées. Hensel et al. ont, toutefois, qualifié les génes de I'opéron ssa comme
les génes codant pour les protéines de la base du SST3-2 (145). Beuzon et al. ont

montré qu’une altération des génes ssaC, ssaJ et ssaV inhibe la sécrétion de SseB
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a la membrane soit une protéine du translocon (28). Rappl et al. ont mis en
évidence la présence de la protéine SsaC dans la membrane externe de
Typhimurium formant un anneau similaire a celui produit par InvG du SST3-1
permettant le passage de la protéine du translocon SseB ainsi que le passage des
effecteurs de SPI-2 (252). Plusieurs autres protéines associées a la base du SST3-
2 : SsaH, SsaR et SsaU, ont aussi été impliquées dans une diminution de survie
intracellulaire lorsque mutées, mais leur emplacement reste a étre determiné (159,
238, 286).

Le translocon est A
principalement composeé des
Membrane
protéines SseB, SseC et SseD (223). cellulaire
Toutefois, comme le stipulent
Nikolaus et al., la sécrétion de SseC
et SseD est possible seulement si ~ Membrane
externe
SseB est fonctionnel suggérant que
SseB est installé dans le SST3-2

avant SseC et SseD (figure 10) (223). Membrane

interme

Pénplasme

Ces protéines sont, par surcroit,

SifA, SpiC, SseF,

’ . . A A A
essentielles a Salmonella enterica SseG, Ssel

A 4
pour la survie intracellulaire

puisqu'une mutation de celles-ci Figure 10 : SST3-2 des salmonelles.
(surtout SseB) bloque la sécrétion des effecteurs SspH1 et SspH2 de SPI-2 dans le
cytoplasme de 'héte (223).

Suite a linvasion de cellules épithéliales ou de macrophages, les
salmonelles se retrouvent dans la SCV (292). Cette vacuole acquiert au cours de
sa maturation, différents marqueurs endosomaux tels que EEA-1, le récepteur de la
transferrine, LAMP1, LAMP2, CD63 et une ATPase responsable de l'acidification
de la SCV (253). La maturation de la SCV s'arréte puisqu’elie ne requiert
aucunement les marqueurs endosomaux tardifs tels que les cathepsin D et L

permettant a 'héte de cibler les phagosomes vers la voie lysosomale (127, 177). Le
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premier effecteur du SST3-2 a avoir été caractérisé est SpiC (282). Cet effecteur a
pour fonction d’'inhiber la fusion entre les compartiments de la voie endosomale-
lysosomale et la SCV (282). Cette méme étude montre aussi 'importance de SpiA
dans la translocation de SpiC (282). Une altération de SpiA cause une inhibition de
la sécrétion de SpiC dans le cytoplasme de I'hdte résultant en une diminution de la
survie de la souche mutante (282). L’inhibition de la fusion entre la SCV et les
compartiments de la voie endosomale-lysosomale causée par SpiC est due a son
interaction avec la protéine de I'héte TassC qui est normalement responsable de la

fusion entre les compartiments endosomaux tardifs et les phagosomes (183).

A. B.

Typhimurium sauvage Typhimurium AsifA
C. D.

4 4
\ |

Typhimurium AsseF Typhimurium AsseG

Figure 11 : Implication des protéines SifA, SseF et SseG dans la formation des
sifs. A : Typhimurium sauvage permet la formation de sifs contrairement au mutant
sifA (B), sseF (C) et sseG (D) (29, 178).
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Durant la phase intracellulaire, la formation des « Salmonella-induced
filaments » (sifs) est une autre étape primordiale a la survie intracellulaire des
salmonelles. Ces sifs permettent d’interconnecter les différentes SCV présentes
dans la cellule de I'hdte et probablement favoriser la multiplication des salmonelles
(177). Les sifs sont de longs filaments reliés aux SCV pouvant étre visualisés en
microscopie a fluorescence lorsque les cellules de I'hdte sont infectées par des
salmonelles (figure 11A). La mutation du géne sifA codant pour un effecteur de SPI-
2, empéche la formation des sifs réduisant du méme coup la survie intracellulaire
du mutant (figure 11B) (29). Les protéines effectrices SseF et SseG favorisent
également la formation des sifs. Leur mutation n’entraine toutefois pas une
absence compléte de sifs, mais cause plutét la formation de pseudo-sifs altérant
également la survie des salmonelles dans les SCV (figure 11C-D) (178). Outre sa
fonction d’induire la formation des sifs et d’interconnecter les SCV, SifA a aussi la
responsabilité de maintenir l'intégrité de la membrane de la SCV au cours de sa
maturation (figure 12) (29).

Suite a leur entrée dans les SCV, les salmonelles ne font pas que survivre,
mais. se multiplient dans celles-ci (262). Pour favoriser leur multiplication, les
salmonelles aéquiérent des fragments membranaires augmentant le volume de la
SCV (262). L’hypothése générale veut que les protéines effectrices Ssed et SseG
soient responsables d’acquérir la membrane nécessaire pour I'augmentation du
volume de la SCV (69, 260, 262). Ruiz-Albert et al. ont mis en évidence l'implication
de SsedJ dans la déstabilisation de la membrane de la SCV (260). Selon leur
hypothése, SseJ déstabiliserait la membrane des SCV pour permettre
d’interconnecter les différentes SCV dans la cellule de I'héte et ainsi augmenter le
volume total de la SCV finale (260). Cette situation semble donc étre paradoxale
avec la fonction de la protéine SifA. Toutefois, il est possible de penser que 'action
opposée de ces effecteurs soit temporellement régulée. En effet, sous l'action de
SifA, la membrane de la SCV est maintenue durant la phase d’accoutumance des
salmonelles au milieu intracellulaire. Ensuite, I'effecteur Ssed déstabilise les
membranes des SCV favorisant la liaison entre celles-ci et la rﬁultiplication des

salmonelles. De son cété, SseG a la capacité d’interagir avec I'appareil de Golgi et




30

de favoriser la multiplication de Typhimurium dans les SCV des cellules épithéliales
(262). Salcedo et al. ont montré qu’en présence de SseG et d’'un appareil de Golgi
fonctionnel, la SCV se retrouve entourée par des protéines de I'appareil de Golgi

suggeérant I'acquisition de membranes provenant du golgi pour faciliter I'étape de

multiplication intracellulaire des salmonelles (262).

!
Typhimurium sauvage Typhimurium AsifA Typhimurium AsifA

complémenté

Figure 12 : Implication de sifA de Typhimurium dans l'intégrité membranaire de la
SCV durant une infection de macrophages murins. A: Typhimurium sauvage
favorise le maintien de la membrane de la SCV. B : Le mutant sifA ne maintient
pas lintégrité de la membrane de la SCV. C: L'intégrité de la membrane est
restaurée lorsque le mutant sifA est complémenté par le géne sifA sur un vecteur
(29).

Moins complexe que la régulation des génes de SPI-1, la régulation des
génes de SPI-2 montre une hiérarchie a deux niveaux. Tout d’'abord, les SDC
PhoP/PhoQ et OmpR/EnvZ permettent I'activation du SDC SsrA/SsrB (68, 117,
215). Au deuxieme niveau d’activation, le SDC SsrA/SsrB active directement les
genes du SST3-2 (53, 68, 71). Ce second SDC est composé du senseur
membranaire SsrA et de la PAT SsrB. Deiwick et al. ont étudié les conditions in
vitro permettant d’activer les génes du SST3-2 (68). Une limitation en cations
divalents et en phosphates inorganiques induit I'expression des génes de ce
systeme (68). D’autres études montrent qu’'un pH acide peut également induire les
genes du SST3-2 en condition SsrA/SsrB dépendante (28, 117, 208, 260).
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L’activation du SDC SsrA/SsrB favorise non seulement la transcription de génes
encodés directement sur SPI-2, mais également des effecteurs du SST3-2

dispersés a travers le génome (304).

1.2.4.3. Autres ilots de pathogénicité des salmonelles

Encodé sur le SPI-3 et présent chez Typhi et Typhimurium, 'opéron mgtCB
est le seul cadre de lecture de cet ilot a avoir été impliqué dans la virulence des
salmonelles. Régulé par les SDC PhoP/PhoQ, cet opéron est essentiel a la survie
intracellulaire agissant en tant que transporteur de magnésium pour contrer les
limitations nutritionnelles in vivo ou in vitro (34).

Le role précis de l'llot de pathogénicité 4 au niveau de l'infection reste
toujours obscur. Selon Gerlach et al., SPI-4 n'est pas impliqué dans l'invasion des
cellules non phagocytaires ni dans la survie intracellulaire des salmonelles. SPI-4
aurait plutét une implication dans lattachement des salmonelles aux cellules
épithéliales et dans I'induction de l'inflammation observée dans le cas de gastro-
entérites (118, 119). Dans une autre étude, Lawley et al. ont sélectionné
négativement des génes de SPI-4 lors de la phase systémique de linfection
suggérant leur implication au niveau de la survie intracellulaire des salmonelles

(182). Par conséquent, le role de SPI-4 reste a étre déterminé.

Les génes de SPI-5 codent pour des protéines importantes au niveau de
linduction de la réponse inflammatoire lors de la phase intestinale d’'une infection
(301). Le géne sopB/sigD code pour une protéine effectrice exportée via le SST3-1.
Etant donné son association avec le SST3-1, plusieurs études ont montré son
implication au niveau de linvasion des cellules non phagécytaires et cela en
interagissant avec des GTPases du réseau d’'actine des cellules eucaryotes (114,
224, 313). Cette interaction favorise 'ondulation cellulaire essentielle a l'invasion
des cellules par les salmonelles. De plus, par son activité phosphatase, le géne

sopB/sigD contribue fortement a lefflux de fluides causant la gastro-entérite



32

observée lors d'infections humaines a Typhimurium (224). Ce géne a aussi pour
fonction d’inhiber la mort cellulaire observée lors d'infections de cellules non
phagocytaires par linteraction et lactivation d'une sérine-thréonine kinase
eucaryote (169, 276). Finalement, Boyle et al. ont montré I'implication de sopB/sigD
au niveau de la destruction des jonctions serrées entre les cellules épithéliales lors
d’'une infection par Typhimurium (39). SPI-5 contient également les génes pip
codant pour des effecteurs exportés par les deux SST3 (301). L’altération de ces
génes cause une diminution de la réponse inflammatoire induite au niveau de la
barriere intestinale similaire a celle observée par une mutation dans le géne
sopB/sigD (301). Au niveau de la survie, les genes pip ne semblent pas essentiels
puisque leur mutation n’entraine pas de diminution de survie (301). Knodler et
Steele-Mortimer ont caractérisé la protéine PipB2 (170). Cette derniére a pour
fonction d’'altérer la maturation de la SCV vers les compartiments lysosomaux en

éloignant ceux-ci a la périphérie de la cellule de I'héte (170).

Présent seulement chez Salmonella enterica sous-espéces enterica
- (incluant Typhi et Typhimurium), le SPI-6 est toutefois génétiquement différent chez
ces deux sérovars. En effet, seulement entre Typhi et Typhimurium, on retrouve
une différence importante au niveau de la taille de cet flot. Cette différence de taille
peut s’expliquer par la présence de I'opéron fimbriaire tcf unique a Typhi
comparativement a Typhimurium (281). Cet ilot contient, toutefois, un second
opéron fimbriaire présent chez Typhi et Typhimurium : I'opéron saf (100, 281).
Folkesson et al. ont montré qu'une délétion compléte de SPI-6 diminue
significativement le taux d’adhésion de Typhimurium sur des cellules épithéliales in
vitro sans, toutefois, altérer sa capacité de causer une infection systémique chez la
souris (100).

L’ilot de pathogénicité 7 représente le plus long fragment d’ADN transféré
horizontalement chez les salmonelles. Sa longueur de 134 kb n’est pas sa seule
caractéristique importante (241). Jusqu’a présent, cet ilot n’a été retrouvé que chez
les sérovars Typhi, Paratyphi C et quelques souches capsulées de Dublin (241).
Comme proposé par Pickard et al., l'llot de pathogénicité? peut étre divisé en 6
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régions distinctes selon leur % GC ainsi que par la fonction des séquences
codantes (241). Parmi ces 6 régions, trois ont été directement impliquées dans la
virulence de Typhi soit la région contenant le pili de type |V, la région contenant la
capsule Vi et le prophage SopE (absent de Paratyphi C et Dublin) (108, 241, 312).

La capsule Vi est encodée par les régions tviAE et vexAE de SPI-7 (294). Le
géne tviA régule la transcription de ces deux régions alors que les génes tviBE sont
responsables de la biosynthése de la capsule. Les génes vexAE ont pour fonction
de sécréter les protéines Tvi dans le milieu extracellulaire pour la formation de la
capsule (294). Plusieurs des fonctions reliées a la capsule Vi de Typhi ont été
caractérisées par I'étude de Looney et Steigbigel en 1986 (194). Ceux-ci ont
démontré que la capsule Vi réduit I'effet Iétal du complément présent dans le sérum
cellulaire et réduit également le taux de phagocytose en limitant 'opsonisation par
le complément (194). La réduction du taux de phagocytose entraine moins
d’activation de la flambée respiratoire (194). En plus, la capsule diminue la
susceptibilité des salmonelles de 3 a 8 fois face & un choc au peroxyde
d’hydrogéne (194).

L’étude de la spécificité d’hote des sérovars de Salmonella enterica a mené
les chercheurs a se pencher sur les différences importantes entre les sérovars.
Alors que Typhimurium induit la sécrétion d'IL-8, le chémoattractant responsable
d’attirer les neutrophiles vers la lumiére intestinale durant la phase intestinale de
I'infection humaine, Typhi reste silencieux en n‘induisant pas la sécrétion de cette
interleukine (247). Cependant, I'utilisation de flagellines purifiées de Typhi permet
d’induire la sécrétion de cette interleukine et, par conséquent, des mécanismes
d'inhibition doivent étre présents chez Typhi 'empéchant d'induire celte réponse
inflammatoire (247). Winter et al. ont montré que la présence du régulateur de la
capsule Vi, TViA, est primordiale a Typhi pour inhiber la sécrétion d'IL-8 flagelles-
dépendantes tant dans des cellules non phagocytaires (phase intestinale) que dans
des cellules phagocytaires (phase systémique) (247, 299, 309). Ceux-ci ont
démontré que le régulateur TviA contréle la transcription du régulateur de la

biosynthése des flagelles (299). Ainsi, I'expression de TviA cause une diminution
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d’expression des flagelles résultant en une diminution d’induction d’IL-8. Suivant
cette logique, Winter et al. ont transféré le régulateur de TviA chez Typhimurium et
ont été capables d'inhiber la sécrétion d’lL-8 dans des cellules non phagocytaires,
soit une étape clé dans I'établissement de la gastro-entérite par Typhimurium chez
I'homme (299). ‘

Le prophage sopE montre des fonctions similaires au géne sopB/sigD situé
sur le SPI-5. En effet, la protéine SopE est également sécrétée par le SST3-1 lors
de Yinvasion des cellules non phagocytaires (303). Telle que mentionnée
précédemment, cette sécrétion via le SST3-1 permet a SopE d’aller interagir avec
la GTPase Raci du réseau> d’actine et ainsi perpétrer 'ondulation cellulaire
essentielle a l'invasion (138, 139, 236, 313). De plus, SopE a pour fonction d’induire
la déphosphorylation de [linositol par [lactivation de I «inositol mutliple
polyphosphate phosphatase » causant, tout comme SopB/SigD, un efflux massif de
fluides dans la lumigre intestinale (313). Récemment, Boylé et al. ont montré
limplication de SopE dans la destruction des jonctions serrées entre les cellules

épithéliales de la barriere intestinale (39).

Bueno et al. ont montré que la délétion compléete de SPI-7 augmente
significativement 'adhésion de Typhi aux cellules épithéliales (42).
Physiologiquement, cette augmentation d'adhésion peut étre attribuée a
'expression du régulateur central osmolarité dépendant rscBC (12). Ce régulateur
réprime les génes situés sur SPI-7 sous une haute osmolarité, soit une condition
environnementale retrouvée durant la phase intestinale de I'infection favorisant
ainsi l'activation des genes de SPI-1 essentielle pour linvasion des cellules

épithéliales (12).

L’llot de pathogénicité 8 des salmonelles est unique a Typhi. Faucher et al.
ont montré I'expression de la majeure partie des séquences codantes de cet ilot
durant la phase systérmique de linfection de macrophages humains par Typhi (92).
Toutefois, aucune étude ne fait mention de son implication réelle dans la virulence

~ des salmonelles.



35

Une étude réalisée chez Enteritidis a permis de caractériser le géne bapA
(biofilm activation protein A) situé sur SPI-9 (181). Cet ilot est également présent
chez Typhi et Typhimurium. La mutation de bapA a permis de montrer son
implication dans la formation de biofilms (181). La protéine BapA est également

importante au niveau de I'adhésion cellulaire (181).

L'ilot de patho_génicité 10 des salmonelles pourrait également expliquer la
spécificité d’hote unique de Typhi puisqu’il contient Yopéron fimbriaire sef unique a
Typhi (281). Cet opéron fimbriaire contient toutefois deux génes tronqués soit sefA
et sefD rendant possiblement cet opéron non fonctionnel, mais aucune .étude n’a
été réalisée de fagon a déterminer la fonctionnalité de celui-ci. )

L’llot de pathogénicité 11 des salmonelles a été identifié lors du séquengage
d’une souche multi-résistante de Salmonella enterica sérovar Cholerasuis (51). |l
est également retrouvé chez Typhi et Typhimurium. Parmi les génes encodés sur
SPI-11, les génes pagC et msgA ont été impliqués dans la virulence des
salmonelles. Le géne pagC codant pour une protéine membranaire est régulé par le
SDC PhoP/PhoQ et s’avere essentiel a la survie intracellulaire (131, 212, 220). De
plus, la protéine PagC a été identifié par la méthode de la « In vivo induced antigen
technology » comme étant une protéine ciblée par I'héte pour créer une réponse
humorale (voir section 1.4.4) (140). Méme s'il n'est pas régulé par le SDC
PhoP/PhoQ comme pagC, le géne msgA est essentiel a la survie intracellulaire de

Typhimurium durant une infection de souris (131).

SPI-12 se retrouve chez la plupart des sérovars de Salmonella enterica (51,
209). Cet ilot contient le géne sspH2 codant pour une protéine effectrices sécrétée
par le SST3-2 (209). In vitro, SspH2 inhibe la polymérisation d’actine autour de la
SCV suite a la phagocytose suggérant une fonction essentielle de SspH2 au niveau
de la survie des salmonelles durant la phase intracellulaire d’'une infection de

macrophages (207, 209).
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Les SPI-13 et 14 ne se retrouvent pas dans la plupart des sérovars de
Salmonelia enterica. Ces ilots, peu caractérisés, sont absents chez Typhi, mais
présents chez Typhimurium. Ceux-ci n'ont toutefois pas fait I'objet d’études
approfondies dans la virulence de Typhimurium jusqu’a présent.

1.2.5. Résistance aux chocs acides

Le stress acide rencontré par les salmonelles lors de leur cycle d’infection
peut se faire a deux niveaux soit au niveau de I'estomac de fagon transitoire
(mécanisme inné de défense de I'hdte) et lors de 'acidification de la SCV suite a
Iinvasion des cellules épithéliales ou phagocytaires (7, 102, 104, 105, 210, 258).
Les salmonelles sont toutefois équipées d’au moins quatre systemes d’ « Acid
Tolerance Response » (ATR) principalement identifiés par les travaux du Dr.
Foster. Ces travaux ont mené a une meilleure compréhension des mécanismes de
tolérance a I'acidité de Typhimurium in vitro (103).

L'un des ATR observé chez les salmonelles se divise en deux phases
distinctes lorsque les salmonelles sont en phase exponentielle de croissance. La
premiére phase est médiée par une préexposition des salmonelles a un pH
Iégérement acide (soit un pH d’environ 5.8) rendant celles-ci apte a résister a une
exposition subséquente a un pH normalement létal (pH de 3.3) (104). Foster a
identifié des mutants hypersensibles a ce choc acide dont les mutants pour les
génes unc (ou atp), fur et phoP (104 , 105). Le géne unc code pour une pompe a
protons essentielle pour I'extrusion des protons et le maintien du pH intracellulaire
légérement basique. Les données in vitro d’hypersusceptibilité des mutants unc et
fur ont été confirmées in vivo par une augmehtation significative de la dose létale
lors d'infections de souris infectées oralement (115). La seconde phase est
caractérisée par la synthese d' « acid shock proteins » (ASPs) suite a un choc
acide plus sévére tel que celui auquel les salmonelles doivent faire face dans
'estomac (18). Les fonctions de ces ASPs sont toujours inconnues, mais il est

possible que les ASPs préviennent ou réparent les dommages causés a I'ADN ou
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aux macromolécules bactériennes par I'acidité (105). Individuellement, chacune des
phases permet aux salmonelles de survivre aux chocs acides orchestrés par I'héte,

mais la synergie de ces deux phases confére une protection optimale (102).

En phase stationnaire, deux autres ATR ont été identifiés par le Dr. Foster
(102, 104, 105, 188). Le p.remier systéme caractérisé en phase stationnaire de
croissance est pH-dépendant et nécessite obligatoirement I'expression d’ASPs et
lactivation du SDC EnvZ/OmpR (19). Le second systeme caractérisé en phase
stationnaire est pH-indépendant et résulte de l'induction du facteur de transcription
sigma S (89, 188). Ce facteur de transcription est normalement exprimé dans des
conditions de lirmitations nutritionnelles ou lors de différents stress tel que le choc
acide (89). Les deux systemes inductibles en phase stationnaire agissent toutefois

plus lentement que dans le cas de ATR en phase exponentielle (188).

Un quatrieme systéeme d’ATR basé sur la décarboxylation de la lysine a
également été identifié chez Typhimurium (231). L’entrée de la lysine via le
transporteur lysP ou cadB permet a cette derniére d’interagir avec les protons
présents dans le cytoplasme bactérien lors du choc acide (231, 277). L'interaction
entre la lysine et les protons est catalysée par la lysine décarboxylase produisant
de la cadavérine qui sort de la cellule via le transporteur cadB augmentant le pH

intracellulaire (231).

Peu d'études ont été réalisées directement sur Typhi concernant I'ATR.
Tiwari et al. ont montré que 'ATR observée en phase exponentielle chez

Typhimurium est également induite chez Typhi (279).
1.2.6. Pyroptose
La mort cellulaire observée lors d’infe_ctions de salmonelles semble étre un

élément important pour I'établissement d’une infection systémique (modéle de

typhoide murine), mais un élément important également pour 'héte. Schwan et al.
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ont montré que Typhimurium pouvait induire la mort cellulaire des macrophages
alors que Typhi ne le pouvait pas (268). Deux processus de mort cellulaire ont été
décrits lors d'infections de macrophages par Typhimurium : un mécanisme rapide
qui est caspase-1 et SPI-1-dépendant (1-2 h post-infection) et un mécanisme
retardé qui est SPI-2-dépendant (18-24 h post-infection) (148, 289). L’induction de
la mort cellulaire rapide (caspase 1 et SPI-1 dépendant) s’avere une étape
importénte pour I'’hdte pour contenir I'infection de Typhimurium puisque I'altération
de la caspase-1 et par conséquent du processus de mort cellulaire rapide,
augmente significativement la susceptibilité des souris lors d'une infection par
Typhimurium (179). Inversement, Typhimurium doit nécessairement tirer profit de
cette mort cellulaire puisque c’est lui-méme qui linduit par la translocation de
Feffecteur : SipB du SST3-1. La mort celluiaire rapide induite par Typhimurium se
situe entre un processus d'apoptose conventionnelle et de nécrose. En effet,
l'infection de macrophages par Typhimurium méne a la condensation du nucléole,
le rétrécissement cellulaire et surtout le maintien de l'intégrité membranaire, soit
des conséquences normales de l'apoptose (98). La méme infection méne
également a la relache de deux interleukines proinflammatoires : I'lL-1B et I'lL-18,
par l'activation de la caspase-1. La propriété inflammatoire de la mort cellulaire
rapide s’avere une caractéristique importante de la nécrose (98, 148, 254). Ce
processus a été nommé pyroptose par Cookson di au cété inflammatoire de
Tapoptose (98). Le second mécanisme implique les génes de SPI-2 et I'activation
des caspases 2.36 et 8 menant a la mort des cellules par apoptose
conventionnelle (289). Tel que mentionné, ce mécanisme est retardé (18 a 24 h
post-infection) et se produit donc probablement au niveau de la réplication de
Typhimurium dans les SCV des macrophages pouvant suggérer un mécanisme de
sortie pour Typhimurium (289). Selon I'hypothése de van der Velden et al., ces
deux mécanismes de mort cellulaire se succédent dépendamment des conditions
de croissance dans lesquelles se retrouvent Typhimurium (289). Durant la phase
intestinale de I'infection, Typhimurium induit 'expression des genes de SPI-1, soit
les génes responsables de linduction la mort cellulaire inflammatoire rapide
pouvant ainsi attirer de nouvelles cellules phagocytaires telles que des

macrophages au site d’infection. Suite a la phagocytose par ces nouvelles cellules
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immunitaires, les conditions intracellulaires sont, telles que mentionnées
précédemment, favorables a I'expression des génes de SPI-2 retardant le
processus de mort cellulaire. Ces macrophages peuvent donc servir de vecteurs
pour Typhimurium pour se rendre vers les sites systémiques lors d’une infection de

Souris.

1.3. Interaction hote-pathogéne

L’interaction constante entre les pathogénes et leurs hétes a mené a une
coévolution permettant aux deux organismes de survivre. Au niveau cellulaire, les
mécanismes de défense des hdtes sont nombreux permettant a ceux-ci de se

défendre face aux différentes infections bactériennes, fongiques ou virales.

1.3.1. Peptides antimicrobiens

Les PA représentent un des mécanismes de défense importants de I'héte
pour faire face a des infections microbiennes. Les PA sont généralement constitués
d’'une centaine d’acides aminés et se divisent en deux grandes familles: les
défensines (a, B, 6) et les cathélicidines (230). Les cellules de paneth (situées dans
les cryptes de la barriére intestinale), les cellules épithéliales et cellules
immunitaires telles que les macrophages et les neutrophiles constituent
d’'importantes sources de PA (242). Plusieurs signaux extracellulaires permettent
d’activer la synthése et |la sécrétion des PA (193, 230). Parmi ceux-ci, IL-1 régule la
sécrétion de la B-défensine 2 humaine suggérant que la mort cellulaire rapide
induite par Typhimurium conduit a I'induction de la sécrétion de ce PA constituant
un avantage pour 'hdte, malgré la lyse cellulaire subséquente (193). La charge
positive de la plupart des PA permet a ceux-ci de faciliter leur attachement avec les
LPS bactériens chargés négativement (142). Cet attachement favorise la
pénétration des PA dans la membrane augmentant la perméabilité membranaire et

menant ultimement a la lyse bactérienne (83, 142).
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1.3.2. Composés oxydatifs toxiques

La synthése d'intermédiaires oxydatifs toxiques s’avére un autre mécanisme
de défense essentiel pour 'hote (199, 291). Dans la voie phagosome-lysosome, le
complexe NADPH oxydase a pour fonction de réduire ['oxygéne en différents
composés oxydatifs toxiques, tels que les ions superoxydes, le peroxyde
d’hydrogéne, les ions hydroxyles ainsi que du peroxynitrite, rapidement apres la
phagocytose (211, 291). Ces composés se retrouvent normalement dans les
phagosomes (et SCV), mais tels que mentionnés précédemment, les effecteurs du
SST3-2 ont pour fonction d'inhiber la fusion entre les phagosomes (et SCV) et les
lysosomes n’exposant pas les salmonelies au complexe NADPH oxydase et ainsi
aux composés oxydatifs (292). Les composés oxydatifs affectent de fagon toxique
toutes les fonctions importantes bactériennes, soit l'intégrité membranaire, l'activité
enzymatique et la réplication de 'ADN (211).

1.3.3. Composés nitriques toxiques

Tout comme les composeés oxydatifs, les composés nitriques sont essentiels
a I'h6te pour optimiser sa défense contre des bactéries pathogéenes (199, 291). Les
cellules épithéliales produisent des composés d'oxyde nitrique (NO) néfastes pour
la croissance des salmonelles (300). Cette production de NO est catalysée pér
'enzyme INOS qui est induite par l'invasion de bactéries pathogénes (300). Les
formes intermédijaires du NO ainsi que les composés créés par l'interaction entre le
NO et les composés oxydatifs ont des effets bactériostatiques et bactéricides en
agissant sur les membranes, 'ADN ou sur les protéines (6, 67, 291). Outre les
cellules épithéliales, la salive contient également une grande concentration de
nitrates (75). Ces nitrates peuvent étre convertis en nitrite par certaines bactéries -
de flore buccale favorisant ainsi les défenses innées de I'héte (75). Malgré leur effet
moins bactéricide comparativement aux composés oxydatifs, les composeés nitrites
sont néanmoins essentiels pour contenir une infection aux salmonelles (291).

Vazquez-Torres et al. ont montré un effet synergique temporel entre les composés
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oxydatifs et nitriques ol les composés oxydatifs agissent en premier lieu pour
réduire la charge bactérienne et ol les composés nitriques agissent en deuxieme
pour inhiber la prolifération des salmonelles survivantes confirmant leur effet
bactériostatique (291).

1.3.4. Limitation nutritionnelle rhacrophages—dépendants

L'hdte a aussi la capacité de limiter la disponibilité d'éléments essentiels a la

' croissance de bactéries pathogénes intracellulaires. Dans leur criblage de mutants,
Fields et al. et Leung et Finlay ont isolé un total de 22 mutants de Typhimurium
avirulents lors d'infection de souris (97, 1 39). Ces 22 mutants contenaient tous une
mutation leur conférant une auxotrophie pour un élément essentiel a la croissance,
que ce soit envers des génes codant pour la biosynthése ou le transport de purines, -
de pyrimidines ou d’acides aminés suggérant fortement que les SCV sont limitées
pour ces éléments (97, 189). La concentration de Mg®" & l'intérieur des SCV semble
également se retrouver en quantité limitée puisqu’une altération de I'opéron mgtCB
codant pour un transporteur de Mg®* rend la souche mutante incapable de survivre
dans les macrophages (34). Selon le transcriptome de Typhimurium dans des
macrophages murins, I'opéron pstSCAB est fortement induit dans les SCV des
macrophages. Cet opéron code pour un transporteur de phosphate inorganique
suggérant que la SCV pourrait limiter la présence de cet élément essentiel a la
survie des salmonelles (87, 297). Encore selon le transcriptome de Typhimurium
dans des macrophages murins, les génes associés a I'acquisition du fer sont induits
(87). Inversement, dans une autre étude, les données issues du transcriptome de
Typhi dans les macrophages humains ne montrent aucune induction des genes
associés a l'acquisition du fer suggérant que les SCV contiennent suffisamment
d'ions de fer (93). Ces données, a premiére vue contradictoires, pourraient s’avérer
un autre élément différentiel entre Typhi et Typhimurium lors de Tlinfection

expliquant leur spectre d’'hdte différent.
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Les travaux du Dr. Philippe Gros ont mis en évidence l'implication d’'une
protéine eucaryote cellulaire : la « Natural Resistance-Associated Macrophage
Protein » (NRAMP) indispensable a la résistance de I'hGte face a des bactéries
pathogenes (y compris les salmonelles) (129, 293). Retrouvée principalement
éssociée aux phagosomes (ou SCV) des macrophages, cette protéine a pour
fonction de transporter les ions divalents a I'extérieur des phagosomes limitant la
concentration de ceux-ci a l'intérieur des phagosomes (ou SCV) (152). De ce fait,
I'altération de cette protéine augmente la susceptibilité des souris ou lignée

cellulaire de macrophages murins face a Typhimurium (129, 179).

1.4. Etude génétique

La compréhension du cycle d'infection des salmonelles résulte de la mise en
commun des résultats issus de plusieurs techniques telles que la «in vivo
expression technology », la «signature-tagged mutagenesis », la « differential
fluorescence induction », la «in vivo induced antigen technology » ainsi que la -
« selective capture of transcribed sequences » (130, 137, 144, 197, 285).

1.4.1. «In Vivo Expression Technology »

Le principe de la «In vivo expressed technology » (IVET) est basé sur une
sélection positive in vivo suivie d’'une sélection négative in vitro permettant
I'identification de génes induits in vivo seulement (figure 13). Mahan et a/. ont utilisé
cette technique pour identifier des génes de Typhimurium essentiels durant la
phase systémique du modele de typhoide murine (197). Ceux-ci ont cloné sur un
vecteur suicide des fragments d’ADN génomique de Typhimurium en amont des
Jgénes purA (pour la sélection in vivo) et /acZ (pour la sélection in vitro) sans
promoteur (figure 13A) (197). Ces vecteurs ont ensuite été insérés dans une
souche de Typhimurium déficiente pour la biosynthése de purines (figure 13B)

(197). L'intégration obligatoire de ce vecteur dans le génome de Typhimurium a
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(figure 13C). Suite a la

sélection in vivo, les clones survivants ont été inoculés sur un milieu différentiel
pour cribler les clones /ac- (criblage colorimétrique négative) (figure 13D) (197). En
conclusion, Mahan et al. ont identifié 5 génes de Typhimurium exprimés in vivo
dans le modéle de typhoide murine. La mutation de ces génes a causé une
augmentation de la dose létale 50% (DL50) de 50% confirmant Vefficacité de la
technique IVET (197).

1.4.2. « Signature-Tagged Mutagenesis »

La technique « Signature-tagged mutagenesis » (STM) a été utilisée pour la
premiére fois en 1995 dans I'étude de Hensel et al. qui tentait d'identifier de
nouveaux génes essentiels de Typhimurium durant la phase systémique du modéle
de typhoide murine (144). Cette technique nécessite la création de transposons

uniques qui doivent étre incorporés au génome de Typhimurium pour y créer des
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mutations par insertion (figure 14A-B) (144). Ces mutants ont ensuite été inoculés
intrapéritonéalement a des souris (144). L'ADN des mutants ayant survécu a
linfection a été récupéré et utilisé pour amplifier le transposon de chacun des
mutants. Les fragments amplifiés ont ensuite été hybridés par rapport a la banque
initiales de mutants (figure 14C) (144). L’absence d’hybridation d’'un transposon par
rapport a la banque initiale de mutants résulte en une mutation atténuante durant la
phase systémique de linfection (figure 14D) (144). Cette technique a permis a
Hensel et al. d’identifier non seulement des génes déja connus pour étre essentiels
a la survie de Typhimurium chez la souris (opéron rfb), mais également de metire
en évidence limplication des génes de SPI-2 au niveau de la survie des

salmonelles lors d’'une infection (144, 269).
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Figure 14 : Schématisation de la technique STM telle qu'utilisée par Hensel et al.
en 1995 A : Creéation de la banque de transposons. B : Infection de la souris (in
vivo). C : Récupération, marquage, arniplification et hybridation des transposons
des clones survivants. D : Identification des génes impliqués durant la phase
systémique (adaptée de (144)).
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« Differential Fluorescence Induction »

Contrairement aux méthodes STM et IVET qui se sont avérées étre des

méthodes intéressantes, mais limitées et non quantitatives dans l'identification de

génes exprimés a différents stades d’infections de bactéries pathogenes, la

méthode de « Differential Fluorescence Induction » (DFI) permet de quantifier

individuellement I'induction de différents génes dans différentes conditions (287). La

technique DFI consiste a cloner des promoteurs en amont du géne codant pour la

protéine verte fluorescente (GFP) sans promoteur (figure 15A) (285). Les clones

obtenus sont exposés a une condition expérimentale pour permettre f'induction des

génes sous cette condition résultant en I'expression de la GFP (Figure 15B). Les

Figure 15 : Schématisation de la technique
DFI telle qu'utilisée par Valdivia et Falkow
en 1996. A : Construction de la banque de
promoteurs dans  Typhimurium. B:
Sélection des clones GFP positifs sous des
conditions de pH acide. C: Sélection des
clones GFP négatifs sous des conditions
de pH neutre. D : 2° sélection des clones
GFP positifs sous des conditions de pH
acide (285).

clones fluorescents sont triés par
Activated Cell
Sorting » pour étre ensuite exposés

« Fluorescence

a la condition contrble permettant
d’éliminer les génes constitutivement
induits (figure 15C). D’autres étapes
d’enrichissement sont générallement
effectuées pour obtenir une banque
de clones présentant un géne

inductible  seulement sous la
condition expérimentale (figure 15D).
Par séquencgage, il est possible
d’associer les promoteurs aux génes
inductibles sous cette condition.
Cette technique a pour avantage de
quantifier I'expression des génes
identifiés. La technique DFl a été
utilisée in vitro pour l'identification de
génes acides dépendants de
SOS-

dépendants de E. coli et de génes

Typhimurium, de génes
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importants pour la pathogenése de Staphylococcus aureus et de Streptococcus
pneumoniae dans des conditions d’infections (3, 21, 285). Cette technique a été
optimisée de fagon a étre utilisée in vivo permettant d'identifier des génes de E.
coli, de Typhimurium, d’Enteritidis, de Corynebacterium pseudotuberculosis et de
Mycobacterium avium induits presqu’exclusivement lors d'une infection de
macrophages ou d’'un autre modeéle (65, 206, 227, 255, 259, 286). Toutefois, peu
d’études ont été poussées jusqu’a la caractérisation de chacun des génes identifiés
pour leur implication réelle lors d’'une infection.

1.4.4. «In Vivo-Induced Antigen Technology »

Comparativement aux trois autres techniques préalablement décrites, la « In
Vivo-Induced Antigen Technology » (IVIAT) se base non pas sur I'expression des
génes in vivo, mais sur laptitude immunogénique des protéines bactériennes
produites in vivo (137). En effet, cette technique nécessite I'utilisation de sérum de
patients ayant survécu a une infection bactérienne. Ce sérum est soumis a une
étape soustractive ou les anticorps correspondant aux protéines induites in vitro du
pathogéne seront retirées du sérum du patient convalescent ne laissant que les
anticorps reconnaissant des protéines induites dans le cadre de l'infection (figure
16A) (137). L’hybridation des anticorps restant avec une banque de clones
exprimant les protéines de la bactérie pathogéne étudiée permet l'identification des
protéines induites in vivo (figure 16B-C) (137). La technique IVIAT a été appliquée
contre le sérum de patients ayant survécu a la fievre typhoide (140). Harris et al.
ont identifié 35 protéines de Typhi induisant une réponse humorale chez I'héte, dont
PagC et plusieurs protéines associées aux fimbriae (140). La technique IVIAT peut,
par rapport a IVET, STM et DFI, étudier linteraction de Typhi directement avec
’homme sans passer par le modele de typhoide murine ou encore par ['utilisation
de lignée cellulaire. Par contre, tout comme IVET, IVIAT nécessite un criblage
négatif contre une condition in vitro et par conséquent, certaines protéines induites
in vivo peuvent étre trés importantes pour la virulence du micro-organisme

pathogéne, mais étre éliminées a cause de leur expression constitutive.
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Figure 16 : Schématisation de la technique IVIAT telle qu’utilisée par Handfield
et al. en 2000 A : Sélection soustractive des anticorps contre une condition in
vitro. B : Construction d’'une souche bactérienne exprimant les protéines du
micro-organisme pathogéne testé. C : Hybridation des anticorps in vivo restant
contre la souche bactérienne exprimant les protéines permettant d’identifier les
protéines inductibles in vivo (137).

1.4.5. « Selective Capture Of Transcribed Sequences » - Biopuces

Les études de IVET, STM et DFI ont eu un impact important quant a
lidentification de facteurs de virulence essentiels au niveau du cycle d’infection des
salmonelles (i.e les géenes de SPI-2 (voir section 1.2.4.2)). Toutefois, ces études
n'ont identifié qu’une vingtaine de génes essentiels. D’autres techniques ont été
mises au point pour étudier I'ensemble des génes transcrits d’'une bactérie
pathogéne lors de son interaction avec I'hote telle que la « selective capture of

transcribed sequences » (SCOTS) en combinaison avec des biopuces de la
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bactérie pathogéne étudiée. La technique SCOTS permet damplifier
spécifiquement des transcrits bactériens in vivo (130). Au dépan, 'ARN total est
extrait pour étre transcrit en ADNc avec des amorces de séquences connues en 5’
et aléatoires en 3. L'’ADNc est ensuite capturé par de 'ADN génomique de la
bactérie étudiée pré-hybridé avec les ARNg et biotinylé. L'’ADNc capturé est élué et
amplifié avec les amorces correspondant a I'extrémité 5'. Les étapes de capture et
d'amplification sont répétées a deux autres reprises pour finalement donner des
transcrits bactériens induits spécifiquement in vivc;. Cette technique a été utilisée
pour identifier des géenes de Typhi induits lors d'infections de macrophages
humains (64, 92). La technique SCOTS a été modifiée permettant a Faucher et al.
d'identifier des génes uniques a Typhi induits dans les macrophages humains (92).
Parmi ces génes, Faucher et al. ont identifié plusieurs génes de SPI-7 et des génes
fimbriaire stg et sta, tous uniques a Typhi (92). En 2006, Faucher et al. combinaient
la technologie SCOTS et les biopuces permettant I'obtention du profil d'infection de
Typhi dans les macrophages humains a différents temps post-infection (93).
L’étude de Faucher et al. a confirmé des faits bien établis tels que les génes de
SPI-2 et les génes associés a la résistance aux peptides antimicrobiens, é}aient

bels et bien induits durant la phase systémique de l'infection (93).

{
1.5. Fluorescence

Les protéines fluorescentes se sont avérées étre des outils indispensables
pour étudier les interactions hote-pathogéne. En effet, ces protéines ont permis de
suivre les étapes d’infection et de localiser 'emplacement de plusieurs protéines
associées au cycle d'infection des salmonelles. Les protéines fluorescentes ont
comme avantage, comparativement & d’autres systéemes rapporteurs de ne pas
nécessiter I'ajout de substrat pour leur observation dans des cellules ou tissus
humains (37). '
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1.5.1. Protéine verte fluorescente — « Green Fluorescent Protein »

Telle que mentionnée précédemment, la technique DFI nécessite I'utilisation
d'une protéine - fluorescente. La « Green fluorescent protein» (GFP) est
habituellement la protéine utilisée puisqu’elle a été largement étudiée et modifiée

pour permettre son utilisation dans différentes conditions.

La GFP est une protéine de 26 kDa produite par une méduse nommée
Aequorea victoria ainsi que d’autres invertébrés marins (37, 54). Cette protéine est
constituée de 238 acides aminés organisés en 11 feuillets-B entourant un anneau-a
fluorescent (54). L’anneau-o. est composé de trois acides aminés essentiels a sa
fluorescence soit une sérine, une tyrosine et une glycine en position 65-66-67
respectivement (37). La GFP sauvage possede deux pics d’excitation soit un
majeur situé a une longueur d'onde d’environ 395 nm et un mineur situé a une
longueur d’onde d’environ 470 m occasionnant son-émission a 508 ym (37, 54).
Des modifications ont été apportées a la GFP pour optimiser son utilisation dans
des modeéles eucaryotes ou procaryotes, pour intensifier son émission de
fluorescence et pour augmenter ou diminuer sa stabilité permettant respectivement
son expression constitutive ou de fagon transitoire (10, 37, 54, 59). Cormack et al.
ont isolé la variante GFPn. de la GFP par mutagenése aléatoire (59). Cette
derniére posséde non seulement une intensité de fluorescence 21 fois supérieure a
la GFP sauvage, mais montre également un haut niveau de stabilité comme en fait
foi son temps de demi-vie d’environ 24 h chez E. cofi (10). Inversement, 'ajout
d’une queue C-terminale LVA, LAA, AAV ou ASV sur la GFPmut3 a permis de créer
une GFP,,,; déstabilisée idéale pour étudier 'expression transitoire des génes (10).
Plusieurs conditions ont été identifiees comme étant optimales 4 son expression.
Un pH inférieur a 5.5 et supérieur a 12 réduit de fagon importante Ié fluorescence
de la GFP sauvage et de ces formes variantes (54). La température joue également
un réle important dans la maturation de la protéine sauvage ol une température de
37 °C réduit de 25 % l'intensité lumineuse de la GFP (54).
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1.5.2. Protéine rouge fluorescente - « Discosoma striata Red »

L’expression simultanée de deux ou plusieurs protéines fluorescentes peut
étre une option intéressante pour I'étude de linteraction héte-pathogéne. Outre la
GFP, de nouvelles protéines fluorescentes ont été découvertes et modifiées. La
protéine « Discosoma striata Red » (DsRed) est une protéine de 28 kDa qui a été
isolée d’'une anémone marine : Discosoma striata (15, 180). Tout comme pour la
GFP, un anneau formé de trois acides aminés (une glutamine, une tyrosine et une
glycine) en position 66-67-68 permet la fluorescence de la DsRed (180). La DsRed
émet a une longue d’onde d’environ 580 nm lorsqu’excitée sur I'un de ces deux
pics d’excitation situés a une longueur de 488 mm ou 558 nmm (180). Le pic
d’excitation situé a 488 nmm permet donc d’exciter simultanément la GFP et la
DsRed. Malgré cet aspect intéressant, la protéine DsRed sauvage présente trois
désavantages majeurs, soit sa tendance a s’oligomériser, sa longue période de
maturation ainsi que sa faible fluorescence verte. L’'oligomérisation de la DsRed est
connue pour causer des agrégats thiques chez E. coli et Typhimurium (15, 168).
La protéine DsRed sauvage nécessite également une maturation variant entre 12 et
48 h avant dobtenir une intensité maximale (15). Cette longue période de
maturation résulte d'un passage intermédiaire par un fluorophore immature
émettant une fluorescence verte pour ensuite poursuivre sa maturation vers son
stade final rouge (180). Tout comme la GFP, la DsRed sauvage a été modifiée pour
créer des variants optimisés pour différentes conditions d’expression. Le variant
DsRed.T4 est muté sur son résidu d’asparagine en position 42 permettant a la
DsRed de maturer beaucoup plus rapidement (jusqu’a 15 fois plus rapidement que
la protéine sauvage) a des températures optimales de croissance bactérienne (30).
Cette optimisation a, toutefois, causé une diminution de l'intensité de fluorescence

de 66 % comparativement a la DsRed sauvage (30).

Malgré les avantages reliés a I'utilisation des protéines fluorescentes (GFP
ou DsRed), deux études montrent que ces protéines sont toxiques pour le
développement des salmonelles (168, 251). En effet, le temps de doublement

augmente de fagon significative en présence d’'une protéine fluorescente (251). De
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plus, Knodler et al. ont montré que la prééence de GFP ou d'une « Red Fluorescent
Protein » (RFP) provoque une diminution significative de linvasion de Typhimurium
et une diminution du taux de survie de ce dernier dans des cellules tant
phagocytaires que non phagocytaires (168).
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2. But- Hypotheses

Les différents sérovars de Salmonella enterica présentent des
caractéristiques qui leur sont propres ‘tel que leur spectre d’héte. Malgré leur
ressemblance génétique, Typhi et Typhimurium difféerent au niveau de leur
specificité d’héte ou Typhi infecte seulement ’lhomme alors que Typhimurium a la

capacité d’infecter plusieurs hétes.

L’hypothése de ce projet était que Typhi contient des génes qui sont
exprimés différentiellement dépendamment de I'héte infecté pouvant expliquer
pourquoi Typhi survit et se multiplie chez 'homme, mais pas chez la souris. Dans la
seconde partie de cette maitrise, nous avons remarqué lI'expression des génes
d’'invasion des salmonelles (SPI-1) durant la phase intracellulaire d’une infection de
macrophages humains. Nous avons émis I'hypothése que ces génes d'invasion

pourraient étre important durant la phase intracellulaire.

Le but de ce projet était dans un premier temps d’identifier des génes Typhi
responsables de sa spécificité d’héte unique. Dans un second temps, nous voulions
caractériser I'implication des génes d'invasion des salmonelles au niveau de leur

survie lors d'infections de macrophages.

Le premier objectif consistait a identifier des génes induits différentiellement
lors d’infections de macrophages humains et murins. Pour ce faire, nous avons
utilisé la technique DFI qui permettait de sélectionner des génes induits vdans les
macrophages humains et qui ne I'étaient pas lors d'infections de macrophages
murins. Nous avons tenté de caractériser certains des génes identifiés par DFI pour
leur implication réelle au niveau de la survie intracellulaire de Typhi. Pour le second
objectif, des infections de macrophages humains et murins ainsi que des tests de
‘cytotoxicité ont été réalises dans le but caractériser l'implication des génes
d'invasion (SPI-1) des salmonelles au niveau de la phase intracellulaire d'une

infection de macrophages.
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3. Matériels et Méthodes

Souches bactériennes et conditions de croissance: Toutes les souches de
salmonelles et de E. coli utilisées durant ce projet (tableau Il) ont été cultivées a 37
°C sur la nuit en milieu liquide Luria-Bertani (LB) : Chlorure de sodium & 10 g/L,
extrait de levure & 5 g/L et tryptone a 10 g/L ou en milieux solides LB-agar
additionnés d'antibiotiques ou de suppléments lorsque nécessaire a une
concentration de 50 ug/ml pour [Pampicilline, la kanamycine et [acide
diaminopimélique (DAP) et 34 pg/ml pour le chloramphénicol. Pour la seconde
tentative de mutation par échange allélique, les transformants de Typhi ont été
inoculés sur géloses minimales M9 : sodium phosphate a 64 g/L, potassium
phosphate & 15 g/L, chlorure de sodium & 2.5 g/L, chlorure d’'ammonium a 5 g/L,
sulfate de magnésium a 0.241 g/L, chlorure de calcium a 0.0111 g/L, du glucose a
0.4 % et 15 g/L d’agar.

Tableau Il : Souches bactériennes utilisées

Souches Génotype

ISP1820 Souche sauvage de Typhi

DEF010 Souche de Typhi exprimant la GFP de
fagon constitutive

ISP1820 Asty0159 Mutation du géne sty0159

ISP1820 Asty1358-1367 Mutation de la région sty1358 a sty1367

ISP1820 ASPI-1 Mutation polaire du géne invA

SL1344 Souche sauvage de Typhimurium

SL1344 ASPI-1 Mutation polaire du géne invA

DH5a Souche de E. coli pour construction

MGN-617 Souche de E. coli mutante pour le géne
essentiel asd

Culture cellulaire : Les monocytes humains (THP-1) (ATCC# TIB-202) ont été

maintenus a 37 °C avec 5 % de CO, et les passages cellulaires ont été effectués a
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raison d’'une fois par semaine dans du RPMI contenant 10% de sérum de veau
foetal inactivé a la chaleur, 10 mM de D-glucose, 25 mM de N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic a pH 7, 4 mM L-glutamine, 0.1 mM
d’acides aminés non essentiels et 1 mM de sodium pyruvate. Les monocytes ont
été différenciés en macrophages par I'ajout de phorbol 12-myristate 13-acétate
(PMA) a une concentration finale de 107 M au moment de la mise en plaque pour
une période de 48 h. Pour la technique DFI, les THP-1 ont été ensemencés dans
des plaques de 6 puits a raison de 3 x 10° monocytes par puits. Pour I'analyse en
cytométrie de flux et les tests de survie, les monocytes ont été ensemencés a
raison de 5 x 10° monocytes par puits (dans des plaques 24 puits) également
supplémentés de PMA a 107 M. Les macrophagés murins (RAW 264.7) (ATCC#
TIB-71) ont été maintenus a 37 °C avec 5 % de CO, et les passages cellulaires ont
été faits dans du DMEM contenant 10 % de sérum de veau fcetal inactivé a la
chaleur, 25 mM de N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic a pH 7 et 4 mM
L-glutamine (DMEM complet) a raison de deux fois par semaine. Les mémes
quantités de macrophages RAW 264.7 ont été utilisées pour la technique DFI
(3x10° macrophages), I'analyse en cytométrie de flux et les tests de survie (5x10°
macrophages). Vingt-quatre heures aprés la mise en plaque, les macrophages
RAW 264.7 étaient préts a étre infectés. Toutes les infections de maicrophages
réalisées dans ce projet, tant THP-1 que RAW 264.7, ont été faites avec une dose
infectieuse d’environ 10 salmonelles par macrophage. Les cellules épithéliales
humaines HeLa (ATCC# CCL-2.2) ont été maintenues a 37 °C avec 5 % de CO; et
les passages cellulaires ont été effectués dans du DMEM complet a raison de deux
fois par semaine. Les cellules HelLa ont été mises en plaque a une concentration de
2 x 10° cellules/puits pour étre infectées 24 h plus tard. Les tests d’adhérence et
d’'invasion de cellules épithéliales ont été réalisés avec une dose infectieuse

d’environ 20 salmonelles par cellule.

Tests de survie avec les macrophages THP-1 et RAW 264.7: Toutes les
souches bactériennes utilisées pour les infections de macrophages ont été
incubées a 37 °C sur la nuit en absence d'agitation dans un milieu LB. Les

macrophages des deux lignées cellulaires ont été infectés avec une dose
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infectieuse de 10 :1 pour ensuite étre centrifugés a 800 x g pour 5 minutes pour
synchroniser les infections. Les macrophages ont ensuite été incubés a 37 °C pour
une période de 20 minutes cdrrespondant au temps 0. Au temps 0, chacun des
puits a été lavé a trois reprises avec du « phosphate buffered-saline » (PBS) :
chlorure de sodium a 8 g/L, potassium phosphate a 0.2 ¢/L, phosphate
d’ammonium & 2.17 g/L et chlorure de potassium a 0.2 g/L & pH 7.4. Aprés les
lavages, les macrophages correspondant au temps 0 ont été lysés avec du PBS
supplérhenté d’acide deoxycholique a 0.1% (PBS-DOC) pour permettre la
récupération des bactéries. Les macrophages correspondant aux temps 2 et 24 h
post-infection ont été supplémentés avec du RPMI ou du DMEM (selon les
macrophages) additionné de gentamicine (100 ug/ml) pour éliminer les salmonelles
extracellulaires et réincubés a 37 °C jusqu’au temps 2 h. Au temps 2 h post-
infection, les macrophages ont été lavés au PBS. Les macrophages correspondant
au temps 2 h post-infection ont été lysés avec du PBS-DOC 0.1% permettant de
récupérer les bactéries ayant survécues a Ia.phase intracellulaire. De la méme
fagon qu’au temps 0, les macrophages correspondant au temps 24 h post-infection
ont été supplémentés avec du RPMI ou du DMEM (selon Ieé macrophages)
additionné de gentamicine a 12 ug/ml et replacés a 37 °C jusqu'au temps 24 h. Au
temps 24 h post-infection, les macrophages ont, encore une fois, été lavés avec du
PBS pour ensuite étre lysés par le PBS-DOC 0.1% pour fécupérer les bactéries.
Toutes les bactéries récupérées durant l'infection ainsi que les suspensions initiales
de chacune des souches bactériennes testées ont été diluées dans du PBS pour
étre inoculées sur LB-agar. Les unités formatrices de colornies (UFC) dans chacune
des conditions ont été déterminées. Le taux de phagocytose a été calculé en
fonction de la UFC initiale (UFC TO/UFC initiale), alors que les taux de survie a 2 et
24 h ont été calculés en fonction du nombre de bactéries ayant été phagocytées
(taux de survie 2 h = UFC T2/UFC TO et taux de survie 24 h = UFC T24/ UFC TO).

Test d’adhérence et d’invasion : Pour les tests d’adhérence et d'invasion, les
souches bactériennes ont été incubées sur la nuit a 37 °C sans agitation. Les
cellules épithéliales humaines Hela ont été infectées avec ces souches

bactériennes avec une dose infectieuse de 20 :1. Suite a une centrifugation de 5
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minutes & 800 x g, les cellules HelLa ont été incubées a 37 °C pour une période de
90 minutes suite a laquelle toutes les cellules ont été lavées avec du PBS. Les
cellules Hela correspondant au temps 90 minutes post-infection (temps
d’adhérence) ont été lysées avec du PBS-DOC 0.1% pour récupérer les bactéries.
Les cellules Hela pour le temps 180 minutes post-infection (temps d’invasion) ont
été supplémentées avec du DMEM additionné de gentamicine a 100 pg/mi et
incubées 90 minutes supplémentaires. Au temps 180 minutes post-infection, les
cellules ont été lavées avec du PBS et lysées avec du PBS-DOC 0.1 %. Toutes les
suspensions bactériennes récoltées ont été diluées et ensemencées sur LB-agar
pour effectuer le décompte des UFC. Le taux d’adhérence et le taux d’invasion ont
été calculés en fonction de la UFC initiale (Taux d’adhérence = UFC T90/UFC
initiale et taux d'invasion = UFC T180/UFC initiale).

Extraction d’ADN : Pour DFI, 'ADN génomique de la souche ISP1820 a été
extrait. Brievement, une culture de la souche 1SP1820 issue d’une croissance sur la
nuit en agitation a été concentrée par centrifugation a 3300 x g et reprise dans du
Tris-EDTA a pH 7.4. La lyse bactérienne a été faite en ajoutant le tampon de lyse :
Tris 50 mM a pH 7.3, du chlorure de sodium a 0.3 M, sodium dodecyl sulfate a 1 %
et I'acide ethylenediaminetetraacetic a 10 mM, a la culture bactérienne pour une
période de 5 minutes a 37 °C. Les protéines ont été dégradées de cette suspension
par un traitement de 30 minutes a 65 °C avec une protéinase K & une concentration
finale de 80 pg/ml. Une succession d’extractions organiques au phénol saturé en
tampon de lyse, au phénol-chloroforme-isoamylalcool et au chloroforme ont permis
de déprotéiniser davantage la suspension d’ADN génomique de Typhi. Cet ADN a
été précipité sur la nuit a -20 °C en ajoutant de I'éthanol pur pour finalement étre
resuspendu dans de 'eau distillée. La pureté de ’ADN génomique de Typhi extrait
a été observée sur gel d'agarose et sa concentration a été déterminée par
spectrophotométrie (Nanodrop ND-1000).

Construction de la banque de promoteurs de Typhi: La technique DFI telle
gu'utilisée par Valdivia et Falkow en 1996 nécessite la création d’'une banque de
promoteurs (285). Brievement, 'ADN génomique de Typhi a été digéré par
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'enzyme de restriction Sau3A (5'-GATC-3’) et
les fragments de 0.2 a 1 kb ont été purifiés sur

TN

gel avec le kit « Qiagen Gel extraction kit » selon

les recommandations du fabricant. En parallele,

pBBR1-GFP

6640 bp

le vecteur pBBR1-GFP a été extrait en utilisant
lensemble «Qiagen Mini-prep kit » toujours e
selon les recommandations du fabricant et a été
digéré avec l'enzyme de restriction BamHI
créant des extrémités cohésives avec les

, . , Figure 17 : Représentation du
fragments génomique Sau3A (figure 17) (229). yecteur pBBR1-GFP (229).

Les fragments génomiques de Typhi ont été clonés dans le vecteur pBBR1-GFP et
~ ceux-ci ont été transformés dans une souche de E. coli chimiquement compétente
(20 min a 4 °C avec la ligation, 1 min %2 a 42 °C, 2 min a 4 °C et 90 min a 37 °C en
agitation) (136). L’ensemble des vecteurs issu de ces transformations chimiques a
été extrait én utilisant I'ensemble « Qiagen Mini-prep kit » pour ensuite étre
électroporé dans la souche ISP1820 constituant la banque de clones initiale de
Typhi.:

Electroporation : La souche ISP1820 a été cultivée sur la nuit a 37 °C en agitation
pour ensuite étre concentrée et lavée par une succession de centrifugations a 3300
X g a 4 °C et de resuspension dans une solution de glycérol a 10 % V/v.
L’électroporateur (Biorad) a été programmé pour envoyer un courant de 2.5 mV aux
salmonelles. Environ 20 000 clones de Typhi électrotransformés ont été récupérés
sur LB-agar additionné d’ampicilline soit une résistance constitutive encodée par le

gene bla présent sur le vecteur pPBBR1-GFP.

Microscopie a fluorescence : Des lamelles circulaires ont été placées au fond des
puits avant d'ajouter 5 x 10° nﬁacrophages THP-1 ou RAW 264.7 permettant a
ceux-ci d'y adhérer avant l'infection. Suivant le protocole de tests de survie, quatre
clones de la banque initiale ainsi que les souches ISP1820 et DEF010 servant
respectivement de souche contrle négatif et positif pour la fluorescence, ont été

'utilisées pour infecter les macrophages THP-1 et RAW 264.7. Suite a l'infection (au
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temps 2 ou 24 h), les macrophages ont été fixés avec de la paraformaldéhyde 2 %
au lieu d’étre lysés par le PBS-DOC. Ces macrophages fixés sur la lamelle ont été
placés sur lame avec un agent gélifiant pour 24 h. Les images de microscopie a
fluorescence ont été prises avec un microscope (Nikon Eclipse E600) équipé d’'une
caméra numérique (Nikon digital camera DXM 1200F). Le microscope est muni
d’'un filtre FITC permettant la visualisation de la GFP.

« Differential Fluorescence Induction » : La technique DF| a été faite en suivant
le protocole de tests de survie dans les macrophages. Brievement, a 2 et 24 h post-
infection, les macrophages ont été récoltés dans du PBS sous l'action d’un grattoir
cellulaire. Les macrophages récoltés étaient préts pour le tri cellulaire ou I'analyse
en cytométrie de flux. Suite & la premiére infection de macrophages THP-1, les
macrophages infectés par des clones de la banque initiale de Typhi présentant une
fluorescence supérieure a celle issue de la souche ISP1820 ont été triés. Ces
macrophages ont été lysés pour libérer les clones contenant un promoteur
inductible en amont du géne codant pour la GFP dans les macrophages THP-1.
Les clones bactériens triés ont été recueillis sur milieux LB-agar additionnés
d’ampicilline donnant une deuxieme génération de clones de Typhi. Ces clones ont
été utilisés pour infecter (selon le méme modéle d’infection) des macrophages
RAW 264.7 ou seulement les macrophages ayant été infecté par des clones de
Typhi non fluorescents (fluorescence similaire aux macrophages RAW 264.7
infectés par la souche ISP1820) ont été triés. Les clones de Typhi issus de cette
infection ont également été récoltés sur milieux LB-agar additionnés d’ampicilline.
Cette étape du tri cellulaire permettait d’enlever les clones contenant des
promoteurs inductible dans les macrophages murins ou des promoteurs constitutifs
en amont du géne gfp. Finalement, cette troisitme génération de clones a été
utilisée pour infecter de nouveau les macrophages THP-1 et seuls les macrophages
THP-1 contenant un clone de Typhi présentant une fluorescence supérieure aux
macrophages THP-1 infectés par la souche ISP1820 ont été triés. Les clones de

Typhi recueillis suite a cette derniere étape ont été isolés en plaque 96 puits.
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Tri cellulaire et analyse en cytométrie de flux : Le tri cellulaire a été effectué
avec un appareil de Becton Dickenson FACS Vantage SE munie d'un laser argon
émettant a 488 nm et de filtres FL-1 (530/30 nym) et FL-2 (585/42 nym) pour évaluer
respectivement la fluorescence verte et rouge. Les analyses en cyton'1étrie de flux
ont été effectuées avec le cytométre Becton Dickenson FACSCalibur également
muni d’'un laser argon émettant a 488 nm et de filtres FL-1 (530/30 qym) et FL-2
(585/42 nm). L’analyse des données de cytométrie de flux a été faite avec le
logiciel Cell Quest.

Pourcentage de fluorescence : Suite a l'analyse en cytométrie de flux, un
pourcentage de fluorescence standardisé par rapport au pourcentage de
fluorescence de la souche contréle DEF0O10 a été établi pour chacun des clones
dans chacune des deux lignées cellulaires (% de fluorescence standardisé =% de
fluorescence d’un clone / % de fluorescence de DEF010). Cette standardisation par
rapport a la souche DEF010 permettait d’éliminer Ies différences au niveau du taux
de phagocytose entre les deux lignées de macrophages. Le pourcentage de
fluorescence standardisé de chacun des clones suite a une infection de
macrophages THP-1 a été comparé au pourcentage de fluorescence standardisé
de ces mémes clones suite a l'infection de macrophages RAW 264.7 donnant un
ratio d’expression standardisé THP-1/RAW 264.7 (ratio THP-1/RAW264.7 = % de
fluorescence standardisé dans les THP-1 / % de fluorescence standardisé dans les
'RAW 264.7).

Séquencage : L’ADN plasmidique a été extrait pour chacun des clones de Typhi
présentant un pourcentage de fluorescence standardisé dans les macrophages
THP-1 élevé en plus d’'un ratio de fiuorescence standardisé THP-1/RAW 264.7
supérieur ou égal a 1.7 en utilisant 'ensemble "QIAGEN Mini-prep kit”. L’ADN
plasmidique a été séquencé au centre d’innovation Génome-Québec de I'Université
McGill en utilisant 'amorce GFP-out (5'- ACT TTT CAC TGG AGT TGT CCC- 3)).
De cette fagon, chacun des clones triés a pu étre associé a un gene de Typhi par le
programme informatique BLAST sur le site WEB du « National Center for

Biotechnology Information » (www.ncbi.nih.gov). Ensuite, les génes identifiés a
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partir du séquengage des clones ont été classés selon l'indice de classification de

I'Institut Sanger (www.sanger.ac.uk).

Extraction d’ARN: L’ARN tdtal de chacune des conditions testées (RPMI, THP-1
Surnageant, THP-1 TO, THP-1 T2, THP-1 T8, THP-1 T24, RAW 264.7 T0O, RAW
264.7 T2, RAW 264.7 T8, RAW 264.7 T24) a été extrait en utilisant une solution de
"TRIzol (Invitrogen) telle que recommandée par le fabricant. Brievement, les
macrophages (THP-1 ou RAW 264.7) ont été infectés en duplicata dans une plaque
24 puits selon le protocole des tests de survie avec la souche ISP1820. Un millilitre
de TRIzol a été utilisé pour récolter '’ARN total des deux puits infectéé pour les
temps 0, 2, 8, 24 h post-infection. Le surnageant issu du 20 minutes d’incubation a
37 °C pour tous ces temps a été récolté, centrifugé a 3300 x g et traité avec le
TRIzol constituant ainsi la conditon nommée THP-1 Surnageant. La souche
ISP1820 a également été incubée 20 minutes a 37 °C avec 5% de CO, dans une
plague 24 puits contenant seulement du RPMI additionné de PMA (sans cellules).
Celle-ci a été récoltée, centrifugée et traitée au TRIzol constituant la condition
contrdle nommée RPMI. L’ARN total issu d’'une infection de macrophages THP-1
avec la souche ISP1820 ASPI-1 a 2 et 8 h post-infection a également été extrait
avec du TRIzol. UARN de toutes les conditions a subséquemment été traité avec
du chloroforme, de lisopropanol pur, du chlorure de lithium (Ambion) a 2.5 M et
avec 8 U de Turbo DNA-free (Ambion) selon les recommandations des fabricants
pour éliminer I'ADN et les protéines présentes dans la suspension d'ARN. L’ARN
final a été conservé dans de l'eau traitée au diéthyle pyrocarbonate (DEPC). La
pureté et la concentration de 'ARN ont été établies en spectrophotométrie
(Nanodrop ND-1000). L’ARN de chaque condition a été testé pour sa contamination
en ADN par une réaction PCR classique pour le géne unique a Typhi : tviA.

Transcription inverse : L'ARN de chacune des conditions a été rétrotranscrit en
triplicata en plus d'une réaction sans la Superscript || Reverse Transcriptase
(Invitrogen) agissant comme contrble négatif. Pour chacune des réactions, un
minimum de 50 ng d'ARN pur a été mélangé a des hexameres aléatoires (Sigma) a

une concentration de 25 pg/ml pour 10 minutes a 70 °C et 2 minutes a 4 °C
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linéarisant et figeant respectivement 'ARN. A cela a été ajouté des dNTPs-DEPC a
10 mM, le tampon de la transcriptase inverse, du dithiothréitol a 0.1 M et 5 U
d’inhibiteurs d’ARNase (Invitrogen) pour 10 minutes a 25 °C. Deux cents unités de
la Superscript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) ont été ajoutés a 3 des 4
réactions de transcription inverse pour chacune des conditions donnant 3
échantillons positifs contre 1 échantillon contrdle non rétrotranscrit. Toutes les
réactions de chacune des conditions ont été placées dans un thermocycleur
(Biometra) pour 10 minutes a 25 °C, 50 minutes a 45 °C et 15 minutes & 70°C.

PCR en temps réel : Les réactions de PCR en temps réel ont été faites avec les
réactifs du FastStart SYBR Green Master (Roche) selon leur recommandation ou
les amorces ont été utilisées & une concentration finale de 25 pmol/ul (tableau lll).
Ces réactions ont été effectuées a l'aide d’un Rotor-Gene 6000 (Corbett Research)
suivant le protocole : 10 minutes a 95 °C pour activer la polymérase, 10 secondes a
95 °C pour dénaturer 'ADN, 15 secondes a 64 °C pour I'hybridation des amorces,
30 secondes a 72 °C pour 'étape de polymérisation et une période de dénaturation
progressive pour déterminer la spécificité damplification. Les étapes de
dénaturation, d’hybridation et de polymérisation ont été reprises en boucle pour 40
cycles. L'expression de chacun des génes (« Crossing Threshold » (C;)) dans
chacune des conditions testées a été évaluée. Toutes les analyses de PCR en
temps réel ont été faites avec le logiciel Rotor-Gene 6000 series software. Pour
confirmer les résultats obtenus par DFI, I'expression normalisée par rapport & rpoD
des genes sty0154, sty0159, sty1361 et sty3460 dans les macrophages THP-1 a
été comparée a I'expression normalisée de ces mémes génes dans les
macrophages RAW 264.7 selon le calcul du logarithme (2%} (267). Dans un
deuxiéme temps, I'expression normalisée par rapport a 'ARN 16s de certains
génes de SPI-1 a été évaluée pour confirmer les résultats du transcriptome de
Typhi dans les macrophages THP-1. Brievement, I'expression normalisée des
. génes hilA, iagB, sptA/sipA, invA et pipD a été évaluée dans les conditions
suivantes : THP-1 Surnageant, THP-1 TO, THP-1 T2, THP-1 T8 et THP-1 T24, pour
étre comparée a I'expression normalisée de ces mémes genes dans la condition

contrdle RPMI selon le calcul du logarithme (2%4%!) (267). Finalement, 'expression
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normalisée par rapport a /ARN16s des génes de SPI-2 ssrB, ssaR, sseB, spiC de
la souche mutante pour les génes de SPI-1 a été comparée a I'expression
normalisée de ces mémes genes de la souche ISP1820 a 2 et 8 h post-infection

selon le calcul du logarithme (24Y) (267).

Mutations par échange allélique conventionnel : Le vecteur suicide pMEG-375 a
été utilisé pour effectuer les mutations par échange allélique des génes sty0159 et
invA et pour la délétion de la région sty1358-1367 (162). Un fragment génétique de
292 pb correspondant a I'extrémité 5’ du géne sty0159 et un fragment de 256 pb
correspondant a son extrémité 3’ ont été amplifiés avec les amorces
0159F_1_BamHI et O0159F_2 et les amorces 0159R_3 et 0159R_4_Xba
respectivement (tableau IV). Les amorces ont été faites de fagon a ce que
Pextrémité 3' de 0159F_2 corresponde a I'extrémité 5’ de 0159R_3 et vice versa
rendant ces amorces complémentaires. Les deux fragments amplifiés ont ensuite
été utilisés ensemble comme matrice pour faire une réaction de PCR : 80 °C pour
120 s, une étape de dénaturation de 30 s a 94 °C, une étape d’hybridation de 60 s
a 57 °C, une étape de polymérisation de 60 s & 72 °C et une étape supplémentaire
de polymérisation de 420 s a 72 °C. Les étapes de dénaturation, d’hybridation et de
polymérisation ont été répétées a 25 reprises. Le fragment amplifié de 548 pb
correspondant au géne sty0159 muté a été purifié avec le « Qiagen PCR
purification kit » et cloné dans le vecteur suicide pMEG-375 avec les enzymes de
restriction BamHI et Xbal. Ce vecteur a été transfofmé dans la souche de E. coli
MGN-617 déficiente pour le géne asd. La souche de E. coli transformée a servi de
souche donneuse pour I'étape de conjugaiéon avec la souche ISP1820 en
ensemengant ces "deux souches sur géloses additionnées de DAP. Les
transconjugants de Typhi ont éfé sélectionnés sur des géloses contenant du
chlorampheénicol sans DAP. La sélection des événements d’échange allélique a été
possible par la présence du géne sacB sur le vecteur suicide rendant le sucrose
létal pour les transconjugants possédant encore le vecteur suicide pMEG-
375 ::sty0159 muté. Ainsi, les transconjugants ayant la capacité de croitre sur LB-
agar sans NaCl supplémenté avec 5% de sucrose ont été testés par PCR pour
s’assurer de la mutation du géne sty0759dans la souche ISP1820. En plus des
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Tableau Ill : Séquence des amorces pour chacun des génes testés en PCR en

temps réel
Génes Amorces 5’ Amorces 3
rpoD  TCGTGAAGCGAAAGTCCTGCGTAT  TTCGCGGGTAACGTCGAACTGTTT
ARN16s CGGGGAGGAAGGTGTTGTG CAGCCCGGGGATTTCACATC
sty0154 TCGATTGTGCCATCGTTGTTGACG  TGACCACACATGAACAAGTCACCG
sty0159 ATGATAAAGCGTTGCGTCTCTCCG AACACAACCGCCCATCCTGTAAG
sty1361  TAAACACCAGGCGGATAAAGCCG TTGCGGAACATCTTCCTGCTGAG
sty3460  ACCGATGATTGCCCTGATTCTGG ACACCGGCAAATTAAAGCTCG
hilA AGTTGGAGGAGGCCTTACAAAGGA GTAATCCACAGCTTAGTGATCCCTGC
iagB ATTTCTGTCATTGTGGGCGCATCC TCCTTATATCCGATCGTTTCGGCGAC
SPIA/SIPA  AAAGAATGTTCGTGCCTGGTGGTG  TGTAGCTCCCTCTGAAATAGGCTG
invA ATTATGGAAGCGCTCGCATTGTGG AATATAACGCGCCATTGCTCCACG
pipD ACAATACGTTTGCGCCAGATGTGC AAGCGTTGTGCTTCTTTCGGATGC
ssrB AGTCCTGTTAGCGGCATTGCAAAC  AGTTGATGATTGGTCGTGTCAGCG
ssaR TTCCGGCATTTACGGTGAGTCAG AAGCAGGTCAATAGCCAGAAAGGG
sseB ATATGGCGATCATGGGAAGCTGGA TCGGTATTCCGGTTGGCGTCATTA
spiC AGCTTACCTAAGCCTTGTCTTGCC TCCGCTGTGAGCTGTATAGCATAGTC
tests PCR, les transconjugants ont été testés pour leur sensibilité au

chloramphénicol et a 'ampicilline, soit des résistances acquises avec le vecteur
pMEG-375. La mutation de la région sty1358-1367 a été effectuée de la méme
fagon, mais en amplifiant un fragment de 392 pb en 5’ du géne sty1358 avec les
amorces 1358F_BamHI et 1358R et un fragment de 486 pb en 3’ du géne sty1367
avec les amorces 1367F et 1367R_Xbal. Ces fragments ont servi de matrice pour
'amplification du fragment sty 1358- 1367 muté ou I'étape d’hybridation a été faite a
57 °C. Ce fragment de 878 pb a été purifié et cloné dans pMEG-375. Suite a cette
construction, les étapes d'échange allélique conventionnel ont été suivies.
Finalement, la mutation du SST3-1 a été faite dans les souches ISP1820 et SL1344
en mutant le géne invA ainsi que les autres génes situés en aval puisque la
mutation par échange allélique s’est avérée polaire. Dans ce cas, des fragments
génétiques cohésifs de 372 pb et 346 pb ont été amplifiés avec les amorces invA-
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BF et invA-BR et les amorces invA-EF et invA-ER correspondant respectivement a
la partie 5’ et 3’ du géne invA. Ceux-ci ont servi de matrice pour 'amplification du
fragment génétique invA muté (718 pb). Le fragment invA muté, amplifié et purifié a
été cloné dans pMEG-375. Suite a cette construction, les étapes d’échange

allélique conventionnel ont été suivies.

Test de cytoxicité : Les tests de cytotoxicité ont été faits avec la trousse de
détection « Cyto Tox 96 » (Promega) selon leur recommandation permettant
d’évaluer la relache de l'enzyme cytoplasmique: la lactate déshydrogénase.
Brievement, le surnageant issu de macrophages THP-1 ou RAW 264.7 infectés ont
été récupéré 24 h apres I’ihfection. Les surnageants de macrophages non infectés
(lyse minimale) et de mécrophages lysés avec une solution de triton a 9% (lyse
. maximale) ont également été récupérés. Tous les surnageants ont été dilués 1/5
pour le surnageant des macrophages THP-1 et 1/10 pour le surnageant des
macrophages RAW 264.7, distribués en triplicata dans une plaque 96 puits et
traités avec la solution colorimétrique de I'ensemble « Cyto Tox 96 ». Une fois la
réaction arrétée aprés 30 minutes, la D.Osom de chacun des triplicata de
surnageant a été évaluée par spectrophotométrie (Bio-Tek ELX800) permettant de
calculer le pourcentage de mort cellulaire associé a chacune des souches
bactériennes testées dans les deux lignées cellulaires. Le pourcentage de mort
cellulaire causé par les souches bactériennes est calculé en fonction de la lyse
normale des cellules (lyse minimale) et de la lyse maximale : Taux de cytotoxicité =

(D.O420nm du surnageant — lyse minimale) / (lyse maximale — lyse minimale) *100.
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Tableau IV : Séquences des amorces utilisées pour effectuer les mutations par
échange allélique des génes sty0159, sty1358- 1367 et invA

Amorces Séquence Tm (°C)
0159F_1_BamHI CGGGATCCGCATGGTTTATGAAGGCTGGC 64
0159F_2 CCCATCACGCATCGCCTCATCAATATGGTTC 58
0159R_3 GAGGCGATGCGTGATGGGGCAGAGCTAAC 64
0159R_ 4 Xba GCTCTAGACGACTGGAGCGAAGAGCGCTAAC 74
1358F_BamHI CGGGATCCGCGCGTCGCTATAAAATTTAC 60
1358R GATTGCCGGATGTTATACTGCCGGATGTAG 60
1367F GTATAACATCCGGCAATCATCATCGAAGC 62
1367R_Xbal GCTCTAGATCAGAACTACGTTAAAGCGGC 62
invA-BF CGGGATCCCCTACAAGCATGAAATGGCAGAAC 70
invA-BR AGGACAAGACTTCAATCAAGATAAGACGGCTGG 70
invA-EF TGATTGAAGTCTTGTCCTCCTTACGTCTGTCG 68

invA-ER GCTCTAGACGCCCAGATCCATACATCATCG 70
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4. Chapitre |: Caractérisation des clones obtenus par « Differential

Fluorescence Induction »

4.1. Introduction

Les études de IVET, STM et IVIAT ont permis d’identifier de nouveaux facteurs
de virulence des salmonelles impliqués dans ['établissement d'une maladie
systémique (137, 144, 197). Outre les facteurs de virulence issus de ces études,
nous voulions identifier de nouveaux facteurs de virulence de Typhi spécifiquement
induits lors d'infections de macrophages humains. Pour ce faire, nous avons utilisé

une technique complémentaire, nommeée « differential fluorescence induction ».

4.2. Résultats

Construction de la baane de promoteurs de Typhi: Nous avons obtenu une
banque de promoteurs de Typhi en digérant son ADN génomique en fragments
variants entre 0.2 et 1 kb. Nous avons cloné cette banque de promoteurs en amont
des génes gfp et cat sans promoteur codant respectivement pour la protéine verte
fluorescente et la résistance au chloramphénicol dans le vecteur pBBR1-GFP
(figure 17) (229). Ensﬁite, ces constructions ont été électroporées dans la souche
ISP1820, nous donnant approximativement 20 000 clones de Typhi contenant le
vecteur pBBR1-GFP avec un insert (banque primaire de Typhi). Sachant que le
génome de Typhi contient 4.8 Mb, I'ensemble des inserts de nos 20 000 clones

couvrait théoriquement environ 4 fois le génome entier de Typhi.

Confirmation de la présence de promoteurs inductible in vitro et in vivo dans
la banque primaire de Typhi : Pour s’assurer que notre banque primaire contenait
des promoteurs inductible in vitro et in vivo en amont des génes gfp et cat, nous
avons évalué l'induction de ces génes en deux temps. Premiérement, la banque

primaire a été étalée sur LB-agar additionnées de chloramphénicol (résultats non
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Souches Macrophages THP-1 Macrophages RAW 264.7
A. B

ISP1820
C. D
DEF010
F.
Clone
de Typhi

Figure 18 : Induction in vivo de la GFP de la banque initiale de Typhi. Microscopie
a fluorescence des clones de Typhi durant une infection de macrophages a 2 h
post-infection. Les figures A, C et E correspondent respectivement a l'infection des
macrophages THP-1 par la souche contrble négative ISP1820, la souche contréle
positive DEF010 et un clone de la banque initiale de Typhi. Les figures B, D et F
correspondent aux infections de macrophages RAW 264.7 par les mémes souches
bactériennes.

montrés). La croissance des clones sur ces géloses-chloramphénicol a permis

de conclure que la banque primaire de Typhi contenait des promoteurs inductibles
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in vitro permettant I'expression de la protéine Cat. En second lieu, I'efficacité de
cette méme banque a été testée in vivo lors d’une infection de macrophages THP-1
et RAW 264.7 (figure 18). A la figure 18, on remarque I'absence de fluorescence
intracellulaire pour la souche contrble négative ISP1820 non transformé par la
banque de promoteurs lors de I'infection de macrophages THP-1 (fig. 18A) et RAW
264.7 (fig. 18B). La fluorescence bactérienne a pu étre observée par l'infection de
ces mémes lignées de macrophagés avec la souche contrble positive DEF010
exprimant la protéine GFP de fagon constitutive (figure 18C et 18D). Quatre clones
de la banque primaire sélectionnés au hasard ont tous montré de la fluorescence
dans les deux lignées cellulaires nous permettant de conclure que ces clones
contenaient tous un promoteur inductible in vivo en amont du géne codant pour la
GFP du vecteur pBBR1-GFP (figure 18E et 18F et résultats non montrés).

Enrichissement des promoteurs inductibles exclusivement dans les
macrophages humains THP-1: La banque primaire de Typhi a été utilisée pour
infecter successivement des macrophages THP-1 et RAW 264.7, ces étapes
servant a enrichir la banque primaire de Typhi pour des promoteurs induits
spécifiquement durant une infection de macrophages THP-1. Chacune des
infections était suivie d’'une séance de tri cellulaire permettant de trier les clones de
Typhi fluorescents suite a l'infection de macrophages THP-1, les clones de Typhi
non fluorescents suite a l'infection de macrophages RAW 264.7 et finalement les
clones de Typhi fluorescents suite a une seconde infection de macrophages THP-1
et cela, a 2 et 24 h post-infection (figure 19). La souche ISP1820 et la souche
DEF010 ont été utilisées respectivement comme contréle négatif et positif de
fluorescence (figure 19). Suite a la premiére infection de macrophages THP-1, 0.24
% et 0.20 % des macrophages THP-1 ont été triés respectivement a 2 et 24 h post-
infection, puisqu’ils étaient infectés par un clone de Typhi présentant un taux de
fluorescence supérieur a la souche contréle ISP1820 non-transformée (figure 19A).
Environ 2000 clones de Typhi & chacun des temps (2 et 24 h post-infection) ont été
récupérés sur LB-agar et utilisés pour infecter des macrophages RAW 264.7. Suite
a cette infection, 98.12% et 99.08% des macrophages RAW 264.7 ont été triés (2 et

24 h post-infection respectivement) représentant des clones de Typhi ne contenant




A.

Figure 19 : Enrichissement de la banque de clones de Typhi a 2 h post-infection. A:
Sélection des macrophages THP-1 contenant un clone de Typhi fluorescent. B : Sélection
des macrophages RAW 264.7 contenant un clone de Typhi non fluorescent. C : Sélection
finale des macrophages THP-1 contenant un clone de Typhi fluorescent. Les limites du tri
cellulaire ont été placées avec les souches controles ISP1820 et DEF010. Ces étapes
d’enrichissement ont permis d’enrichir la banque de clones de 2.5 fois. Le méme procédé a
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‘pas de promoteurs inductibles en amont du géne gfp lors d'infections de

macrophages RAW 264.7 (figure 19B). Finalement, cette génération de clones de
Typhi a été utilisée pour réinfecter des macrophages THP-1. De cette infection,
0.60 % et 0.05 % des macrophages THP-1 ont été triés (a 2 et 24 h post-infection
respectivement) puisqu’ils exprimaient une fluorescence supérieure a la
fluorescence des macrophages infectés par la souche ISP1820 (figure 19C). Ces
étapes d’enrichissement, nous ont permis de récolter environ 1000 clones & 2 h
post-infection et 250 & 24 h post-infection. De tous les clones sélectionnés
positivement suite a la derniére infection de macrophages THP-1, 384 ont été isolés
en plague 96 puits soit 192 a 2 h post-infection et 192 a 24 h post-infection.

B. C.
Sélection positive Sélection négative Sélection positive
Infection m¢ THP-1 Infection m¢p RAW 264.7 Infection m¢ THP-1

Dt 13 e 05,005 . Daia 2 feviso0n - DaeSfertzms

% fluorescent : 0.24 % non fluorescent : 97.93 % fluorescent : 0.60

été effectué pour les étapes d'enrichissement a 24 h post-infection.

Fluorescence des clones dans les macrophages THP-1 et RAW 264.7: Parmi
les 192 clones triés a 2 h post-infection, 48 ont été utilisés individuellement pour

infecter des macrophages THP-1 et RAW 264.7 en parallele. Ces infections ont
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permis d’établir un pourcentage de fluorescence standardisé par rapport a la
souche contréle DEFO10 dans chacune des deux lignées (Annexe 1). Cette
standardisation par rapport a la souche DEF010 permettait d’éliminer les
différences au niveau du taux de phagocytose entre les deux lignées de
macrophages. De la méme fagon, le pourcentage de fluorescence standardisé de
48 clones triés & 24 h post-infection a été établi (Annexe 2). Le pourcentage de
fluorescence standardisé de chacun de ces clones, dans chacune des deux lignées
cellulaires, a ensuite été comparé permettant d’établir un ratio d’expression
standardisé THP-1/RAW 264.7 pour chacun des clones dans le contexte d'une
infection de macrophages THP-1 par rapport aux macrophages RAW 264.7. Parmi
les 96 clones testés, 14 (10 triés & 2 h post-infection et 4 & 24 h post-infection)
présentaient un pourcentage de fluorescence standardisé élevé dans les
macrophages THP-1 en plus d’un ratio de fluorescence standardisé THP-1/RAW
264.7 supérieur ou égal a 1.7 (tableau V).

Tableau V : Ratio de fluorescence standardisé THP-1/RAW 264.7 de 14 clones
sélectionnés a 2 et 24 h post-infection

% fluorescence standardisé % fluorescence standardisé Ratio
Clones dans les macrophages dans les macrophages RAW  THP-1/
THP-1 264.7 ' RAW264.7
2AB3 1,89 1,11 1,7
2AD3 1,06 0,39 2,7
2AD5 4,02 2,05 2,0
2AF1 3,69 2,00 1,8
2AF5 3,97 1,91 2,1
2AF6 4,09 : 1,96 2,1
2DD5 - 5,37 3,01 1,8
2DF1 4,23 2,41 1,8
2DF3 4,82 1,96 2,5
2DF5 4,14 1,77 2,3
24AB3 4,40 0,29 : 15,2
24AD3 6,87 1,98 3,5
24DD4 7,30 2,08 3,5

24DE5 4,46 0,66 6,7

Intensité de fluorescence des clones : Le ratio d’expression THP-1/RAW 264.7
de chacun des clones de Typhi a permis d’identifier des clones présentant des

promoteurs plus inductibles dans les macrophages THP-1 que dans les
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macrophages RAW 264.7. Toutefois, ce ratio ne montre pas lintensité de
induction de chacun des clones durant linfection de macrophages THP-1.
L’intensité de fluorescence de 7 des clones sélectionnés (2AB3, 2AD5, 2DD5,
2DF3, 2DF5 et 24AD3 et 24DD4) ainsi que celle des souches ISP1820 et DEF010
est illustrée a la figure 20. On remarque que les clones 2AB3, 2ADS5, 2DD5, 2DF3,
2DF5 semblent posséder des promoteurs fortement inductibles dans les
macrophages THP-1 puisque leur pic de fluorescence se situe entre les deux
contrbles alors que les clones 24AB3 et 24DE5 sont moins exprimés

intracellulairement.

ISP1820 DEFO010

| 24AB3
|24DE5

Compte cellulaire

Fluorescence verte

Figure 20 : Intensité de fluorescence de 7 clones de Typhi sélectionnés, soit 2AB3
(jaune), 2AD5 (rose), 2DD5 (turquoise), 2DF3 (brun), 2DF5 (mauve), 24AD3
(orange) et 24DD4 (rouge) par rapport a la souche ISP1820 (noir) et DEF010 (vert)
soit les souches contrdles de fluorescence négative et positive respectivement lors
d’une infection de macrophages humains.

Identification et classification des genes de Typhi surexprimés durant
'infection de macrophages THP-1: Tous les clones sélectionnés du tableau V
ont été séquencés ce qui a permis d’identifier 11 génes surexprimés dans les
macrophages THP-1 par rapport a leur expression dans les macrophages RAW
264.7. Les clones 2DF3 et 24DES5 ont été tous les deux associés au méme géne et
le séquengage du clone 24DD4 n’a pas fonctionné. Selon la classification de

PInstitut Sanger, les clones 2DF5, 2DF3 et 24DES5 ont été classés dans la famille
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des régulateurs centraux représentant respectivement les génes rpoH et sty0154
(les clones 2DF3 et 24DES5) (tableau VI). Les génes associés aux clones 2AD3
(flhA), 2AD5 (pheM), 2AF5 (rpsO) et 2AF6 (rfaE) ont été classés dans le
métabolisme des macromolécules (tableau VI). De leur cbté, les clones 2DD5 et
24AB3 ont été associés a des génes reliés au métabolisme cellulaire montrant
respectivement des homologies de séquences avec les genes fruB et mir de E. coli
(tableau VI). Finalement, les clones 2AB3 (sty1361), 2AF1 (sty4764), 2DF1
(sty2279) et 24AD3 (sty3046) ont été associés a des genes dont la fonction reste
hypothétique puisqu’ils ne présentent pas d’homologie connue jusqu’a présent
(tableau VI). DO a leur ratio d’expression THP-1/RAW 264.7 élevé (tableau V) ou
I'absence de fonction associée aux génes sélectionnés, les génes sty0154, sty1361
et sty3460 ont retenu notre attention pour la poursuite de leur caractérisation durant
l'infection de macrophages THP-1. Situé. dans la méme région que le géne sty0154,
on retrouve un régulateur transcriptionnel de la famille LysR (sty0159) qui a
également été ajouté a la liste des génes a caractériser.

Tableau VI : Génes et fonctions des génes associés a chacun des clones triés par
DFI

Clone Geéne Classification du “Sanger Institute”
2DF5 sty4243 rpoH

2DF3 sty0154 IpxC 2. Régulateurs centraux

24DE5 sty0154 IpxC

2AD3 sty2122 flhA

2AD5 sty1774 pheM . . .
SAF5 sty3464 SO 3. Métabolisme des macromolécules
2AF6 sty3379 rfaE

2DD5 sty2442 fruB . . .

24AB3 Sty3460 mitr 4. Métabolisme cellulaire

2AB3 - sty1361 -

2AF1 styd764 yifK . "

5DF1 Sty2279 ) 5. Fonctions hypothétiques
24AD3 sty3046 -

24DD4 X X X

X : pas de séquencage
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Confirmation du ratio de surexpression THP-1/RAW 264.7 par PCR en temps
réel : De fagon a confirmer le ratio d’expression THP-1/RAW 264.7 établit par DFI
(tableau V), nous avons extrait TARN de Typhi durant l'infection de macrophages
THP-1 et RAW 264.7 a 2 et 24 h post-infection pour évaluer 'expression des génes
sty0154, sty0159, sty1361 et sty3460 en PCR en temps réel dans ces deux lignées
cellulaires. L'expression de chacun des génes dans les macrophages THP-1 a été
normalisée par rapport au géne rpoD pour ensuite étre comparée a I'expression
normalisée de ces mémes génes dans les macrophages RAW 264.7. Comme
Pillustre la figure 21, chacun des 4 génes sélectionnés présentait un ratio
d’expression THP-1/RAW 264.7 supérieur a 0 montrant ainsi une surexpression de
chacun des génes durant linfection de macrophages THP-1 par rapport a leur
expression dans les macrophages RAW 264.7. Le géne sty3460 a montré le ratio
d’expression THP-1/RAW 264.7 le plus élevé par la technique DFI et il s’avére
également le géne (parmi ceux testés) montrant les ratios d’expressions THP-
1/RAW 264.7 a 2 et 24 h post-infection les plus élevés en PCR en temps réel. Le
géne sty1361 a présenté le plus bas ratio d’expression THP-1/RAW 264.7 établit
par DFI ce qui a également été confirmé par les réactions de PCR en temps réel.
Les ratios d’expressions THP-1/RAW 264.7 évalués par DF| concordent avec ceux
évalués avec la PCR en temps réel montrant que les génes sélectionnés sont plus
inductibles durant une infection de macrophages THP-1 que durant une infection de
macrophages RAW 264.7.

Figure 21 : Ratio d’expression THP-
Il sty0154 Csty13617  1/RAW 264.7 évalué en PCR en
Hl sty0159 Hllsty3460 temps reel des 4 génes
sélectionnés. L’expression
normalisée des génes sty0154,
sty0159, sty1361 et sty3460 de
Typhi dans les macrophages THP-1
a été comparée a [Iexpression
normalisée de ces mémes génes
dans les macrophages RAW 264.7.
2 24 Le ratio d’expression THP-1/RAW
temps post-infection (h) 264.7 a été calculé selon 224¢

(267).

s
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Caractérisation des génes sty0154, sty0159, sty1361 et sty3460 durant une
infection de macrophages : Sachant que les 4 génes sélectionnés montrent une
surexpression dans les macrophages THP-1 par rapport a leur expression dans les
macrophages RAW 264.7 a 2 et 24 h, nous avons tenté de muter ceux-ci par
échange allélique pour observer leur implication durant une infection de
macrophages. Le géne sty1361 est contenu dans une courte région unique a Typhi
(sty.1358-1367) contenant plusieurs génes de fonctions inconnues. Nous avons
donc décidé de muter toute cette région. Toutes les mutations ont été faites en
regard de ne pas affecter le cadre de lecture rendant toutes les mutations non
polaires. Suite a la mutation du géne sty0759, nous avons effectué des infections
en paralléle dans des macrophages THP-1 et RAW 264.7 pour vérifier si sa
surexpression dans les macrophages THP-1 était primordiale au niveau de la survie
de Typhi dans ces mémes macrophages. La souche mutante pour le géne sty0159
a montré un taux de survie a 2 et 24 h post-infection semblable a la souche
ISP1820 et cela, peu importe la lignée cellulaire testée (figure 22A-B). De la méme
fagon, la souche mutante pour la région sty1358-1367 a montré un taux de survie a
2et24 h similéire a la souche ISP1820 (figure 22A-B). Aucune souche mutante
pour les génes sty0154 et sty3460 n'a été obtenue par les techniques utilisées (voir
discussion).
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A. Infections de macrophages THP-1 Figure 22: Implication du
géne sty0159 et de la région

200- 22 1SP1820 sty1358-1367 au niveau de la

z 175 EEHI1SP1820 Asty0159 survie a4 2 et 24 h de Typhi
28 150 ESYISP1820 Asty1358-1367 ~ Jans les macrophages. A:
e Taux de survie des souches
L & 1257 T ISP1820, ISP1820 Asty0159 et

o o 100+ ISP1820 Asty1358-1367 par
2SS 75- rapport a la souche ISP1820 &
2% g 2 et 24 h post-infection de
3= macrophages THP-1. B : Taux
= 254 de survie des mémes souches
0- par rapport a la souche

Survie 2h Survie 24h ISP1820 a 2 et 24 h post-

infection de macrophages

B. Infections de macrophages RAW 264.7 RAW 264.7. Les taux de
. survie a 2 et 24 h ont été

';:g‘:g Asty0159 calculés en fonction de la UFC

a temps 0 (UFC T2/UFC TO et
UFC T24/UFC TOQ) et le taux
de survie par rapport a la
souche ISP1820 a été
calculé : % de survie d'une
souche/ % de survie de la
souche ISP1820. Les résultats
de survie a 2 et 24 h sont les
moyennes * les écarts types
de deux différentes infections
de macrophages THP-1 ou
RAW 264.7

ISP1820 Asty1358-1367

% de survie par rapport
a la souche 1ISP1820

Y
G e

Survie 2h Survie 24h

- 4.3. Discussion

Par la méthode DFI, nous avons identifié¢ 11 génes de Typhi surexprimés
dans les macrophages THP-1 par rapport aux macrophages RAW 264.7. Nous
avons tenté de caractériser trois de ces 11 génes ainsi qu'un quatriéme choisi di a
sa proximité avec le géne sty0154 pour leur implication au niveau de la survie de
Typhi dans les macrophages THP-1.
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sty0154:. Les LPS bactériens sont des éiéments essentiels au maintien de
lintégrité membranaire des bactéries en agissant, entre autres, comme barriére
contre des agents antibactériens (222, 228). Les LPS sont composés de trois
parties: le lipide A, la partie saccharidique centrale et la partie
hypervariable nommée I'antigéne O. Le lipide A a pour fonction de lier le feuillet
interne de la membrane externe a la partie saccharidique centrale et I'antigéne O.
Le lipide A est synthétisé par lintermédiaire d’une série d’enzymes essentielles
dont LpxC qui a déja fait I'objet de cible pour plusieurs molécules antibactériennes
(20, 153, 228, 246). Cette enzyme catalyse la réaction zinc-dépendante de
déacétylation de la molécule UDP-3-O-(R-3- hydroxymyristoyl)-N-
acetylglucosamine (307). Nous avons trié¢ les clones 2DF3 et 24DES
respectivement a 2 et 24 h post-infection, tous deux correspondant au gene
sty0154 de Typhi. La protéine encodée par le gene sty0154 de Typhi montre une
homologie quasi parfaite avec la protéine LpxC de E. coli Due a sa fonction
essentielle, nous n’avons pas été en mesure de muter ce géne par les techniques
utilisées, ne pouvant donc pas vérifier son implication directe au niveau de la survie
de Typhi dans les macrophages (246). Toutefois, sachant que LpxC est essentiel in
vitro, il est fort probable que cette méme enzyme le soit également lors de la
multiplication de Typhi dans les SCV des macrophages THP-1. Dans cet ordre
d’idée, Typhi a la capacité de se multiplier dans les SCVs des macrophages THP-1
comparativement aux SCV des macrophages RAW 264.7, ce qui peut expliquer le
ratio d’expression THP-1/RAW 264.7 d’environ 2 pour le géne sty0154 (268). En
effet, la multiplication de Typhi dans les SCV des macrophéges THP-1 nécessite
linduction de IpxC permettant la Synthése du lipide A des LPS, une étape
essentielle a la multiplication bactérienne (228, 268). Pour confirmer cette
hypothése, il serait intéressant d’évaluer le ratio d’expression RAW 264.7/THP-1 de
IpxC de Typhimurium. Une surexpression de IpxC de Typhimurium dans les
macrophages RAW 264.7 par rapport aux macrophages THP-1 suggérerait
indirectement l'implication de /jpxC comme facteur relié a la spécificité d’héte. Tels
gue mentionnés précédemment, les macrophages limitent 'accés des éléments
essentiels aux phagosomes (et SCVs) (voir section 1.3.4). Ainsi, la surexpression

de IpxC dans les macrophages THP-1 pourrait résulter d’un mécanisme
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indirectement relié a la protéine LpxC de Typhi pour inhiber I'extrusion des ions
Zn** des SCVs des macrophages THP-1. En effet, Jackman et al. ont observé que
I'activité de LpxC était optimale lorsque cette derniére se trouvait en présence
d'ions Zn* (154). Ces résultats pourraient suggérer que Typhi a la capacité de
bloguer I'extrusion d'ions Zn2+ dans les macrophages THP-1 et non dans les
macrophages RAW 264.7 favorisant du méme coup la multiplication de Typhi dans
les macrophages THP-1. De plus, Sachant que la mutation de /pxC entrainerait la
modification de la membrane externe de la souche mutante, il aurait été intéressant
de déterminer le taux d’adhérence de cette derniére puisqu'une mutation du géne
sty0154 aurait peut-étre exposée d'autres protéines a la surface causant une
augmentation de 'adhésion de la souche mutante.ADe cette fagon, nous aurions pu
identifier et caractériser de nouvelles protéines bactériennes impliquées dans

fadhésion cellulaire.

sty0159: Le géne sty0159 a été caractérisé dii a sa proximité avec le géne sty0154
sélectionné par DFI. Ce géne a, néanmoins, montré un ratio d’expression THP-
1/RAW 264.7 d’environ 3 avec la PCR en temps réel signifiant que ce géne est
environ 3 fois plus induit durant une infection de macrophages THP-1 par rapport a
son expression dans une infection de macrophages RAW 264.7 a 2 et 24 h post-
infection. Toutefois, aucune atténuation n’a été observée lorsque le géne sty0159 a
été muté (figure 22A-B). La protéine encodée par le géne sty0159 montre une
homologie de séquence avec les membres de la famille de régulateurs
transcriptionnels LysR. Ces régulateurs possédent tous un domaine N-terminal qui
forme une structure secondaire hélice-boucle-hélice permettant [a liaison du
régulateur & 'ADN (266). Ce domaine est excessivement bien conservé a travers
cette famille de régulateurs (266). lls possédent également un domaine de
reconnaissance pour une molécule inductrice (signal environnemental) (266).
Contrairement & son domaine N-terminal, le domaine de reconnaissance est trés
peu conservé permettant aux différents régulateurs LysR de répondre a différents
signaux (266). Finalement, le domaine C-terminal est im'portant tant au niveau de la
liaison du régulateur avec I'ADN qu’au niveau de la reconnaissance de la molécule

inductrice (266). Ces régulateurs ont une fonction similaire aux SDC, soit de
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répondre a un stimulus et orchestrer une réponse bactériehne face a ce stimulus.
Les régulateurs OxyR et MetR des salmonelles sont des exemples de régulateurs
LysR ou OxyR répond a un environnement oxydant pour induire la réponse face
aux stress oxydatifs, alors que MetR répond a la présence d’homocystéine et de
méthionine pour s'autoréprimer et ainsi répfime‘r les génes de biosynthese de
méthionine (52, 283). On retrouve le motif hélice-boucle-hélice bien conserveé dans
la partie N-terminale du géne sty0159 confirmant sa place dans cette famille de
régulateurs. L’absence de phénotype associé a la mutation du géne sty0159
pourrait s'expliquer par la présence de protéines a fonction redondante dans le

genome de Typhi.

sty1358-1367: Nous avons trie un troisieme clone (2AB3) que nous avons décidé
de caractériser pour son implication au- niveau de la survie de Typhi dans les
macrophages puisqu’il présentait un promoteur plus inductible dans les
macrophages THP-1 que dans les macrophages RAW 264.7. Le clone 2AB3 a
montré un ratio d’expression THP-1/RAW 264.7 avec la technique DFI| de 1.7 et
d’environ 1.5 a 24 h post-infection avec la PCR en terﬁps réel. Ce clone correspond
au gene sty1361, soit un gene situé dans une région unique a Typhi. L'unicité de
cette région codante de Typhi nous a poussé a la caractériser au complet. La
région sty1358-1367 contient neuf cadres de lecture différents et parmi ceux-ci,
seulement quatre présentent une homologie avec d’autres génes d’autres micro-
organismes. Deux de ces quatre genes sont similaires a des intégrases et sont
situés aux extrémités de la région suggérant que ces deux séquences codantes ont
permis l'insertion de cette région a cette position. En effet, on remarque que la
région sty1358-1367 montre un % GC plus éleve que les séquences codantes
avoisinantes suggerant que cette région a été acquise horizontalement. La protéine
encodée par le gene sty1365 montre une homologie d'environ 70 % avec un géne
de bactériophage. Toutefois, ce gene fait partie des 204 pseudogenes identifiés par
Parkhill et al. lors du séquengage du génome de Typhi (232). De son cété, la
protéine encodée par le géne sty1362 présente une homologie de séquence avec
la sous-unité catalytique de la toxine pertussique, mais ce géne est également

caractérisé comme étant pseudogéne. Au niveau de la virulence, la délétion de la
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région sty1358-1367 par échange allélique n'a montré aucune différence
significative au niveau du taux de survie a 2 et 24 h post-infection malgré sa
surexpression durant la phase intracellulaire de l'infection de macrophages THP-1.
Cette région pourrait toutefois étre impliquée dans d'autres étapes de
I'établissement de la fievre typhoide telle que la persistance de Typhi.

sty3460 : Le clone 24AB3 trié 24 h post-infection, correspond au géne sty3460. Ce
clone a présenté un ratio d’expression THP-1/RAW 264.7 supérieur a 15 par DFI
(tableau V). La protéine encodée par ce gene présente un haut degré d’homologie
avec les transporteurs d’acides aminés aromatiques chez E. coli, plus
particulierement avec le transporteur Mtr. Chez Typhimurium, 4 transporteurs
d’acides aminés aromatiques ont été identifiés soit TyrP pour la tyrosine, PheP pour
la phénylalanine, Mtr pour le tryptophane et AroP, un transporteur général pour ces
trois acides aminés aromatiques (8, 9). Aucun mutant mitr n’a été obtenu malgré les
différentes approches d’échange allélique utilisées. En effet, la méthode
conventionnelle d’échange allélique nécessite [l'utilisation d’'un milieu LB-agar
contenant les trois acides aminés aromatiques en concentration importante. Selon
Heatwole et Somerville, la présence de tyrosine ou de phénylalanine induit
I'expression de mitr ce qui pourrait expliquer I'absence de mutants par I'utilisation de
la méthode d’échange allélique conventionnelle (141). Inversement, la présence de
tryptophane réprime l'expression de mir (141). Ainsi, nous avons modifié la
technique d’échange allélique conventionnelle en inoculant les transconjugants de
Typhi sur des géloses M9 additionnées de tryptophane a une concentration finale
de 1 mM (141), d’arginine (22 pg/ml) et de cystéine (22 pg/ml). De la méme fagon
qu’avec la méthode conventionnelle d’échange allélique, aucun mutant mtr n’a été
obtenu utilisant cette approche. L’impossibilité de muter le gene mir par les
techniques utilisées suggére que mtr est un géne essentiel pour Typhi in vitro.
Cependant, d’autres techniques de mutation, telle que l'utilisation d’un vecteur
thermosensible codant pour le géne mir dans la souche mutante, devront étre
tentées avant de conclure au caractere essentiel de ce gene in vitro. Malgré tout, il
est possible de spéculer que ce géne pourrait étre important au niveau de la survie
de Typhi a l'intérieur des SCV des macrophages. En effet, Fields et al. ont montré
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gu'une mutation dans la voie de biosynthése des acides aminés aromatiques
affectait de fagon significative la survie de Typhimurium dans les macrophages
murins suggérant I'essentialité des transporteurs de ces acides aminés au niveau
de l'infection (97). Dans le méme ordre d’'idée, les macrophages se défendent des
bactéries pathogenes en limitant I'accés d’éléments nutritifs aux SCV suite a la
phagocytose (voir section 1.3.4). En montrant que le géne mtr de Typhi est
nettement plus induit dans les macrophages THP-1 que dans les macrophages
RAW 264.7 (tableau V et figure 21), il est possible que les SCV des macrophages
soient dépourvues d’acides aminés aromatiques nécessitant ainsi 'induction des
transporteurs pour optimiser 'acquisition de ceux-ci. De cette fagon, les conditions
intracellulaires rencontrées par Typhi dans les macrophages THP-1 sont peut-étre
différentes de celles retrouvées dans les macrophages RAW 264.7. De la méme
fagon que pour le géne sty0154, il serait intéressant de comparer 'induction de mtr
de Typhimurium dans les deux lignées cellulaires sachant que Typhimurium survit
et se multiplie dans les macrophages murins, mais meurt dans les macrophages
humains (268). Dans ce cas, nous ferions face a une réponse adaptative

bactérienne contre un moyen de défense de I'héte.
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5. Chapitre Il : Implication des génes de SPI-1 durant la phase intracellulaire

d’une infection de macrophages
5.1. Introduction

Depuis I'étude de Galan et Curtiss en 1989, les génes de SPI-1 ont été
principalement associés a la phase intestinale de I'infection des salmonelles (110).
Plus récemment, plusieurs études tendent a montrer que les géenes de SPI-1
pourraient également étre importants durant la phase intracellulaire d’'une infection
de macrophages (47, 73, 93, 121, 144, 182, 275). De plus, I'étude du transcriptome
de Typhi dans les macrophages THP-1 a montré qu’environ 50% des génes de
SPI-1 étaient induits durant la phase intracellulaire (2, 8 et 24 h post-infection) par
rapport a la condition RPMI (Annexe 3). Nous avons donc évalué I'implication des
génes de SPI-1 au niveau de la survie des salmonelles dans les macrophages
THP-1 et RAW 264.7.

5.2. Résultats

Expression des genes de SPI-1 par PCR en temps réel: Les données du
transcriptome de Typhi par rapport a la condition contréle RPMI ont été vérifiées
par I'utilisation de la PCR en temps réel. Nous avons extrait TARN de Typhi a
différents temps pré- et post-infection (conditions : surnageant, temps 0, 2, 8 et 24 h
post-infection) pour comparer 'expression normalisée de cing génes de SPI-1 par
rapport a I'expression normalisée de ces mémes génes dans la condition contrble
RPMiI (voir section 2). Les génes testés représentent respectivement le régulateur
principal des génes de SPI-1 (hilA), un gene de fonction inconnu (iagB), un géne
codant pour une protéine de la base du SST3-1 (invA) et deux génes codant pour
des effecteurs du SST3-1 (sipA et pipD). Tels qu’on le remarque a la figure 23, tous
les génes de SPI-1 testés sont induits dans la condition surnageant. L’expression
du régulateur hilA, des génes invA et sipA chute légérement au temps O alors que

l'expression des génes iagB et pipD restent induits confirmant la légere chute de
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I'expression des génes de SPI-1 observée dans I'étude transcriptomique de Typhi
par rapport a la condition RPMI (figure 23 et Annexe 3). Durant la phase
intracellulaire, tous les génes testés sont induits a 2 h post-infection, 4 des 5 génes
de SPI-1 testés le sont également & 8 h post-infection. A 24 h post-ifnection, seuls
les génes hilA et pipD sont induits (figure 23). Les résultats observés avec la PCR
en temps réel confirment les résultats obtenus avec I'étude transcriptomique de
Typhi dans les macrophages THP-1 contre la condition RPMI montrant que certains
génes de SPI-1 sont induits durant la phase intracellulaire.
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Figure 23 : Expression des génes de SPI-1. Expression normalisée par rapport a
ARN16s des génes hilA, iagB, invA, sipA et pipD dans les conditions
surnageant, temps 0, 2, 8 et 24 h post-infection de macrophages THP-1 par
rapport a I'expression normalisée de ces mémes génes dans la condition RPMI.
Le ratio d’expression a été calculé selon 24 (267).

Mutation des génes de SPI-1 chez Typhi et Typhimurium : Sachant que les
génes de SPI-1 sont induits durant la phase intracellulaire d’une infection de
macrophages, nous voulions caractériser l'implication de ceux-ci au niveau de la
survie des salmonelles dans les macrophages. Tout d’abord, nous avons muté par
échange allélique le géne invA de SPI-1 chez la souche ISP1820 de Typhi et la
SL1344 de Typhimurium. Nous avons muté le géne invA, sachant que ce dernier
affecte considérablement I'invasion des cellules non phagocytaires (110). De plus,
ces mutations ont été faites sans regard sur le cadre de lecture affectant du méme

coup la transcription des genes situés en aval du géne invA empéchant ainsi la
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Figure 24: Mutation des génes de SPI-1 chez 9énes de SPI-1. Telles

Typhi et Typhimurium. Taux dadhérence et quillustrées a la figure 24,
d’invasion des souches ISP1820, ISP1820 ASPI-1,
SL1344 et SL1344 ASPI-1 suite a une infection de
cellules épithéliales Hela. Les pourcentages les génes de SPI-1 de Typhi
d’adhérence (UFC T90) et d’invasion (UFC T180)
ont été calculés en fonction de la UFC initiale. Ces
pourcentages résultent de la moyenne + écart type respectivement une
de 10 infections de cellules HelLa. Les simples (*) et

les souches mutantes pour
et de Typhimurium montrent

diminution significative du
respectiv\ement aux valeurs significatives par taux d’invasion d’environ
{)a-uo)g.ort a la souche ISP1820 et SL1344 pour p< 400 % et denviron 200 %

comparativement a leur
souche parentale. On remarque également une diminution significative d’environ
75 % du taux dadhérence pour la souche mutante de Typhimurium
comparativement a la souche SL1344, ce qui n’avait jamais été préalablement
associé aux génes de SPI-1 (figure 25). De plus, nous avons observé des
différences significatives entre les deux souches sauvages (ISP1820 et SL1344)
tant au niveau du taux d’adhérence que du taux d’invasion (figure 25). La souche
ISP1820 adhere plus efficacement (170 % plus d’adhérence) que la souche
SL1344 aux cellules HelLa, mais cette derniere s’avére plus efficace pour envahir
ces cellules (243 % plus d’invasion). Bref, les deux souches mutantes pour les
genes de SPI-1 ont montré le phénotype attendu soit une diminution importante du

taux d’invasion.
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Effet d’'une mutation de SPI-1 durant I'infection de macrophages THP-1 : Ayant
confirmé le phénotype de la mutation des génes de SPI-1 chez les souches
ISP1820 et SL1344, nous avons infecté des macrophages THP-1 dans le but de
caractériser I'implication des génes de SPI-1 au niveau de la survie intracellulaire
des salmonelles. Plusieurs conclusions importantes ont pu étre tirées de ces 14
infections indépendantes effectuées dans les macrophages THP-1. Tout d’abord,
au niveau du taux de phagocytose, aucune différence n’a pu étre observée entre
les souches mutantes et leur souche parentale respective (figure 25A). On
remarque toutefois que le taux de phagocytose des deux souches de Typhimurium
(SL1344 et sa souche mutante pour les génes de SPI-1) est environ 2 fois plus
élevé (p < 0.05) que pour. les deux souches de Typhi (ISP1820 et sa souche
mutante pour les génes de SPI-1) (figure 25A). Au niveau du taux de survie, les
souches mutantes pour les génes de SPI-1 présentent un taux de survie a 24 h
post-infection significativement plus élevé que leur souche parentale (figure 25B).
En effet, la souche mutante de Typhi présente une augmentation du taux de survie
d’environ 157% comparativement a la souche ISP1820, alors que la souche
mutante de Typhimurium montre une augmentation du taux de survie & 24 h
d’environ 179% comparativement a sa souche parentale SL1344 (figure 25B). Tels
qu'attendus, les résultats de cytotoxicité confirment les résultats déja établis
relatant l'incapacité de Typhi (mutant ou non pour les genes de SPI-1) d’induire la
mort cellulaire des macrophages ainsi que I'implication des génes de SPI-1 dans la
mort cellulaire causée par Typhimurium (figure 25C) (49, 268). Pour confirmer les
résultats d’hyper-phagocytose de Typhimurium comparativement a Typhi avec les
macrophages THP-1 (figure 25A), nous avons infecté ces mémes macrophages
avec trois souches bactériennes causant théoriquement une fievre typhoide chez
'homme : ISP1820, Ty2 et Paratyphi A, trois isolats de Typhimurium: SL1344, LT2
et 14028 et quatre sérovars de Salmonella enterica ne causant pas de fiévre
typhoide chez 'homme : Arizonae, Choleraesuis, Dublin et Gallinarum. Les trois
souches causant une fiévre typhoide chez 'lhomme ont tous montré un taux de
phagocytose inférieur aux sept autres souches testées (figure 26A). Au niveau du

taux de survie, les trois souches bactériennes causant une fievre typhoide sont
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nettement plus aptes a survivre une infection de macrophages THP-1

comparativement aux autres souches bactériennes testées (figure 26B).

Les résultats présentés a la figure 25B montrent que les génes de SPI-1
nuisent a la survie des salmonelles dans les macrophages THP-1. Ces résultats
d'infections nous ont également montré un phénotype inattendu, soit que les
souches bactériennes causant une fiévre typhoide chez 'homme (ISP1820, Ty2 et
Paratyphi A) sont moins phagocytées et survivent mieux que les autres sérovars de
Salmonella enterica dans les macrophages THP-1 (figure 26A-B).
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Figure 25: Effet de la mutation des
génes de SPI-1 lors d’'une infection de
macrophages THP-1. A: Taux de
phagocytose par rapport a ISP1820 des
souches [SP1820, ISP1820 ASPI-1,
SL1344 et SL1344 ASPI-1 lors d'une
infection de macrophages THP-1. Le
pourcentage de phagocytose a été
calculé en fonction de la UFC initiale
(UFC TO/UFC initiale) alors que
pourcentage de phagocytose par
rapport a la souche ISP1820 a été
calculé: % de phagocytose des
différentes souches/ % de phagocytose
de ISP1820. B : Taux de survie a 24 h
post-infection par rapport a ISP1820 de
ces mémes souches suite a une
infection de macrophages THP-1. Les
taux de survie a 24 h ont été calculés
en fonction du taux de phagocytose
(UFC T24/UFC TO) alors que les taux
de survie par rapport a la souche
ISP1820 ont été calculés : % de survie
a 24 h des différentes souches / % de
survie & 24 h de ISP1820. Les taux de
phagocytose et de survie a 24 h
résultent de la moyenne + |'écart type
de 14 infections indépendantes de
macrophages THP-1. C: Taux de
cytotoxicité a 24 h post-infection des
souches [SP1820, ISP1820 ASPI-1,
SL1344 et SL1344 ASPI-1. Le taux de
cytotoxicité associé aux salmonelles est
calculé par rapport a la lyse maximale
et minimale des macrophages THP-1
lors des infections (voir matériel et
méthodes). Le taux de cytotoxicité de
chacune des souches résulte de la

. moyenne =+ [Iécart type de cinq

infections de macrophages THP-1
indépendantes. Les simples (*) et
doubles (**) astérisques correspondent
respectivement aux valeurs
significatives par rapport a la souche
ISP1820 et SL1344 pour p< 0.05.
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Figure 26: Infection de
macrophages THP-1 avec
différents  sérovars de
Salmonella enterica. A:
Taux de phagocytose des
souches de Typhi ISP1820,
Ty2, Paratyphi A, de
Typhimurium : SL1344,
LT2, 14028 et des sérovars
Arizonae, Choleraesuis,
Dublin et Gallinarum. Le
taux de phagocytose a été
calculé en fonction de la
UFC initiale (UFC TO/UFC
initiale). B : Taux de survie
a 24 h post-infection de ces
mémes souches suite a
: linfection de macrophages
B. THP-1. Le taux de survie a
été calculé en fonction du
taux de phagocytose (UFC
T24/UFC TO0). Les taux de
phagocytose et de survie a
24 h post-infection
représentent la moyenne +
I'écart d'un duplicata
technique.
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Effet d’'une mutation de SPI-1 durant I'infection de macrophages RAW 264.7 :
Pour s’assurer que les phénotypes observés dans les macrophages THP-1
n’étaient pas seulement reliés a I'hdéte, nous avons infecté des macrophages
murins : RAW 264.7. Similaire aux infections avec les macrophages THP-1, aucune
différence significative entre les souches mutantes pour les génes de SPI-1 et leur
souche parentale respective n'a été notée au niveau du taux de phagocytose
(figure 27A). Toutefois, le phénotype d’hyper-phagocytose de Typhimurium par
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rapport a Typhi observé avec lors d’infections de macrophages THP-1 est inversé
dans les macrophages RAW 264.7. En effet, les deux souches de Typhi sont
significativement plus phagocytées (environ 200%) que les deux souches de
Typhimurium (figure 27A). De la méme fagon qu’avec les macrophages THP-1,
nous avons noté une augmentation significative du taux de survie a 24 h
représentant 169% pour la souche mutante de Typhi et 148% pour la souche
mutante de Typhimurium comparativement a leur souche parentale respective
(figure 27B). Encore une fois, les résultats de cytotoxicité montrent que SL1344
possede la capacité d’induire la mort cellulaire des macrophages RAW 264.7, mais
que cette aptitude dépend largement de la présence d'un SST3-1 fonctionnel
(figure 27C) (49, 268). Tel qu'attendu, Typhi, qu’il soit sauvage ou mutant pour les
genes de SPI-1, n’a pas induit la mort cellulaire chez les macrophages RAW 264.7
(figure 27C) (268).

Bref, les résultats d'infection de macrophages RAW 264.7 montrent que les
deux souches mutantes sont également plus aptes a survivre durant une infection
de macrophages RAW 264.7 que leur souche parentale. Ces infections de
macrophages RAW 264.7 ont également montré le phénotype d’hyper-phagocytose
des souches de Typhi par rapport aux souches de Typhimurium.
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Figure 27: Effet de la mutation des
génes de SPI-1 lors d'une infection de
macrophages RAW 264.7. A: Taux de
phagocytose par rapport a ISP1820 des
souches [SP1820, ISP1820 ASPI-1,
SL1344 et SL1344 ASPI-1 lors d'une
infection de macrophages RAW 264.7. Le
pourcentage de phagocytose a été
calculé en fonction de la UFC initiale
(UFC TO/ UFC initiale) alors que le
pourcentage de phagocytose par rapport
a ISP1820 a été calculé : % de
phagocytose des différentes souches/ %
de phagocytose de ISP1820. B : Taux de
survie a 24 h post-infection par rapport a
ISP1820 de ces mémes souches suite a
une infection de macrophages RAW
264.7. Les taux de survie a 24 h post-
infection ont été calculés en fonction de la
UFC initiale (UFC T24/ UFC initiale) alors
que le pourcentage de survie a 24 h post-
infection par rapport & ISP1820 a été
calcule: % de survie a 24 h des
différentes souches/ % de survie de
ISP1820. Les taux de phagocytose et de
survie a 24 h resultent de la moyenne x
I'écart type de 9 infections indépendantes
de macrophages RAW 264.7. C : Taux de
cytotoxicité associé aux salmonelles
ISP1820, ISP1820 ASPI-1, SL1344 et
SL1344 ASPI-1 a 24 h post-infection de
macrophages RAW 264.7. Le taux de
cytotoxicité associé aux bactéries est
calculé par rapport a la lyse maximale et
minimale des macrophages THP-1 lors

des infections de macrophages (voir

matériel et méthodes). Le taux de
cytotoxicité bactérien de chacune des
souches résulte de la moyenne + I'écart
type de 6 infections indépendantes de
macrophages RAW 264.7. Les simples (*)
et les doubles (™) astérisques
correspondent respectivement aux
valeurs significatives par rapport a la
souche ISP1820 et SL1344 pour p< 0.05.
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Expression des genes de SPI-2 chez les souches SPI-1 mutantes : Sachant
que les souches mutantes pour les génes de SPI-1 sont plus aptes a survivre
durant la phase intracellulaire d’une infection de macrophages que leur souche
parentale, nous avons émis I'hypothése que cette survie accrue des souches
mutantes résultait d’'une surexpression des gén.es de SPI-2 comparativement a leur
souche parentale. Nous avons comparé I'expression normalisée (par rapport a
I'ARN16s) de 4 génes de SPI-2 : ssrB, ssaR, sseB et spiC de la souche mutante de
Typhi par rapport a leur expression chez la souche 1SP1820 a 2 et 8 h post-
infection de macrophages THP-1. De cette fagon, nous étions en mesure d’établir
un ratio d’expression normalisé entre I'expression des génes de SPI-2 de la souche
mutante et de salsouche parentale ISP1820. Les génes de SPI-2 ont été choisis
puisqUu’ils représentent différentes classes de génes de cet ilot de pathogénicité,
ssrB représentant le régulateur, ssaR et sseB représentant respectivement des
génes codant pour des protéines de la base et du translocon et spiC codant pour
un effecteur du SST3-2. A I'exception du géne sseB, les génes ssrB, ssrA et spiC
ont tous montré une surexpression dans la souche ISP1820 par rapport a la souche
mutante & 2 h post-infection (figure 28). Totuefois, au temps 8 h post-infection,
I'expression des quatre génes de SPI-2 testée était similaire dans les deux souches
(figure 28). |
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Figure 28 : Expression des génes de SPI-2. L’expression normalisée des génes

ssrB, ssaR, sseB et spiC de la souche ISP1820 ASPI-1 a été comparée a

I'expression normalisée de ces mémes génes chez la souche sauvage ISP1820 a

2 et 8 h post-infection de macrophages THP-1. La normalisation de I'expression

des génes a été faite par rapport a TARN16s. Le ratio d’'expression de chacun des
N sz P -AACt

génes a été calculé selon 2 (267).
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5.3. Discussion

En 2006, Faucher et al. publiaient le transcriptome de Typhi dans les
macrophages THP-1 en utilisant I'expression des génes de Typhi cultivés dans le
surnageant comme contrdle. Ceux-ci ont montré qu’environ 30% des génes de SPI-
1 étaient réprimés a tous les temps post-infection (93) (Annexe 3). Toutefois, les
mémes résultats du transcriptome comparés a I'expression des génes de Typhi
cultivés dans du RPMI (milieu de culture des macrophages sans la présence de
ceux-ci) comme contrdle ont montré que prés de 50 % des génes de SPI-1 étaient
induits durant la phase intracellulaire de l'infection (Annexe 3). Pour vérifier cette
affirmation, nous avons testé en PCR en temps réel, I'expression de 5 genes de
SPI-1 contre la condition RPMI. Avec les résultats de la figure 23, nous pouvons
conclure que certains genes de SPI-1 sont bels et bien induits dans le surnageant,
ainsi que durant une partie de la phase intracellulaire tel qu’observé dans le
transcriptome par rapport au RPMI (Annexe 3). Il était possible de supposer que
induction des génes de SPI-1 durant la phase intracellulaire aurait un effet sur la

survie des salmonelles lors d’une infection de macrophages.

Nous avons muté les génes de SPI-1 des souches sauvages ISP1820 de
Typhi et SL1344 de Typhimurium. Le phénotype hypo-invasif des souches
mutantes pour le SST3-1 a été confirmé par des infections de cellules épithéliales
HelLa (figure 24). Outre ce phénotype attendu, nous avons observé des différences
significatives entre les souches ISP1820 et SL1344 tant au niveau de I'adhésion
quau niveau de linvasion des cellules Hela (figure 24). L’adhérence accrue
observée avec la souche ISP1820 sur les cellules épithéliales Hela
comparativement a la souche SL1344 ameéne un nouveau facteur important pour
comprendre la spécificité d’héte unique de Typhi pour I’hbmme. En effet, Typhi a
da, au cours de I'évolution, optimiser son étape d’adhésion sur les cellules de la
barriere intestinale humaine sans quoi celle-ci aurait été excrétée sans se multiplier
et causer d’infection systémique limitant ainsi sa survie. Typhi posséde une série de
fimbriae qui lui sont uniques et deux d’entre eux ont été montrés pour favoriser

ladhésion de Typhi aux cellules épithéliales humaines pouvant ainsi expliquer
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Fadhésion accrue de Typhi comparativement a Typhimurium (101, 281, 312).
Inversement, nous avons noté que SL1344 envahit plus « efficacement » les
cellules épithéliales que la souche ISP1820 (figure 24). Nos résultats d’hyper-
invasion de Typhimurium sont corroborés par I'étude de Mills et Finlay qui ont
egalement observé que Typhimurium est plus apte a envahir les cellules
épithéliales humaines (table 1 (214)). Au niveau d’une infection par des
salmonelles, il est possible de croire que Typhi adhére efficacement aux cellules de
I'héte, mais limite son entrée dans les cellules épithéliales diminuant le stress causé
et le potentiel inflammatoire de cette infection. De cette fagon, F'entrée dans les
cellules reste subtile ne causant pas de réaction inflammatoire intense telle
qu’'observée lors d'infections par Typhimurium. Finalement, les tests d’adhérence
nous ont permis d'observer une diminution d’adhérence d’environ 75 % chez la
souche mutante de Typhimurium comparativement & sa souche parentale SL1344.
Ces résultats s’averent assez surprenants, puisque nous n'avons pas observé cette
méme diminution chez la souche mutante de Typhi. De plus, les génes de SPI-1
n'avaient jamais été associés a l'adhérence des salmonelles. Ces différences
pourraient amener un nouvel élément différentiel au niveau de la régulation des
génes de SPI-1 entre Typhi et Typhimurium. Somme toute, Ies résultats des tests
d’invasion montrent que les deux souches mutantes sont belles et bien mutantes
pour le SST3-1.

Ayant les souches mutantes pour les génes de SPI-1 de Typhi et
Typhimurium, nous avons déterminé I'implication de ces génes au niveau de la
survie des salmonelles dans les macrophages. Jusqu'a tout récemment, les géenes
codant pour le SST3-1 ont été caractérisés comme des génes principalement
associés a linvasion des cellules non phagocytaires (110, 125, 186). En effet,
aucun phénotype apparent n’a été discerné lors d’infection intrapéritonéale (court-
circuite la phase intestinale ou les génes de SPI-1 sont essentiels) de souris avec
des mutants des genes de SPI-1 (110). Galan et Curtiss ont observé la méme dose
létale 50% (DL50) pbur les souches de Typhimurium sauvages et leur souche
isogénique mutante pour le SST3-1 suggérant I'absence d’implication des génes de

SPI-1 au niveau de la survie de Typhimurium dans les souris (110). Inversement,
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nos résuitats montrent une augmentation significative de la survie a 24 h post-
infection des salmonelles mutantes pour leur SST3-1 suite a une infection de
macrophages THP-1 et RAW 264.7 en culture (figures 25B et 27B). Cette
différence pourrait s’expliquer de deux fagons. Evidemment, il serait possible de
spéculer que les résultats obtenus en culture cellulaire ne représentent pas
intégralement le modéle in vivo d’une infection de Typhimurium chez la souris.
Toutefois, le modéle de macrophages en culture est largement répandu et ce
dernier a fait ces preuves confirmant des phénotypes attendus tels que I'implication
des génes de SPI-2 au niveau de la survie des salmonelles dans ces cellules (28,
144, 159, 238, 286). La seconde hypothése expliquant la différence entre nos
résultats et ceux obtenus par Galan et Curtiss en 1989 vient du fait que seulement
20 Typhimurium sauvages ou mutantes pour les génes de SPI-1 sont nécessaires
pour tuer 50 % des souris infectées intrapéritonéalement. De ce fait, une différence
de seulement 3 ou 4 Typhimurium aurait confirmé nos résultats soit une différence
gu’ils nont peut-étre pas pris en compte. Récemment, Gerlach et al. ont étudié
implication des géenes de SPI-4 de Typhimurium durant I'infection de macrophages
RAW 264.7. Pour observer si SPI-4 était impliqué dans les étapes d’'invasion des
cellules non phagocytaires ou de survie dans les macrophages RAW 264.7, ceux-ci
ont utilisé un mutant SPI-1 de Typhimurium par insertion dans le géne invC comme
contrfle négatif d’'invasion (119). lls ont également utilisé cette souche durant
linfection de macrophages RAW 264.7 et ont observé une augmentation
significative du taux de survie de la souche mutante pour les génes de SPI-1 a 16 h
post-infection du méme ordre que nos résultats confirmant, du méme coup, ceux-ci
(figure S1 (119)).

Sachant que les génes de SPI-2 ont été caractérisés comme des génes
essentiels a la survie des salmonelles dans les macrophages (144), nous avons
regardé I'expression de ces génes de survie chez la souche ISP1820 et sa souche
isogénique mutante pour SPI-1. Selon notre hypothése, les génes de SPI-1
pourraient étre impliqués dans la régulation négative des génes de survie des
salmonelles (SPI-2). Cette régulation par les génes de SPI-1 pourrait permettre aux

salmonelles d'exprimer leurs génes de survie seulement durant la phase
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intracellulaire. Nos résultats d’expression montrent toutefois que la mutation SPI-1
ne cause pas de surexpression des genes de SPI-2 tel que nous le pensions chez
la souche mutante de Typhi (figure 28). Notre hypothése est peut-étre toujours
valable puisqu'il est possible que la régulation des génes de SPI-2 par les génes de
SPI-1 se produise avant les temps intracellulaires que nous avons testés (2 et 8 h
post-infection). Si les genes de SPI-1 régulent négativement les genes de SPI-2
telle que notre hypothése le propose, trés t6t suite a la phagocytose, la mutation
des genes de SPI-1 pourrait engendrer une induction précoce (avant la phase
intracellulaire) des geénes de SPI-2 chez le mutant comparativement a la souche
sauvage preparant I'étape de survie de la souche mutante plus efficacement et plus
rapidement. Pour vérifier cette hypothése, nous pourrions comparer I'expression
normalisée des génes de SPI-2 directement dans la condition surnageant et au
témps 0 de la souche mutante de Typhi & I'expression normalisée de ces mémes
génes chez la souche sauvage comme il a été fait a la figure 28. Ainsi, une
surexpression des génes de SPI-2 chez la souche mutante au début de linfection
suggeérerait que les salmonelles ont optimisé leur étape d’invasion des
macrophages en utilisant leur SST3-1, réprimant du méme coup les génes de

survie jusqu'a ce que les salmonelles se retrouvent dans la phase intracellulaire.

Plusieurs phénotypes permettent de différencier Typhi de Typhimurium au
niveau de l'infection de macrophages. Tout d'abord, Schwan et al. ont montré que
Typhi survit et se multiplie dans les macrophages humains, alors que Typhimurium
ne survit pas dans ces mémes macrophages (268). A l'opposé, Typhimurium survit
et se multiplie dans les macrophages murins, alors que Typhi n’est pas capable
(268). Dans cette méme étude, Schwan et al. ont mis en évidence I'aptitude de
Typhimurium a induire la mort cellulaire des macrophages humains et murins
comparativement a Typhi (268). Nos résultats d’infections de macrophages THP-1
concordent avec ceux de Schwan et al. au niveau de la survie accrue de Typhi
comparativement a Typhimurium (figure 25B et 26). De plus, nous avons observé
de la cytotoxicité seulement lors d’infections avec Typhimurium (figure 25C) (268).
Dans le méme sens, nos infections de macrophages RAW 264.7 montrent les

phénotypes attendus entre les souches ISP1820 et SL1344 au niveau de la survie
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ainsi qu'au niveau de leur potentiel cytotoxique (figures 27B -C).I Outre I'obtention
des résultats attendus entre Typhi et Typhimurium, nous avons observé ce qui
semble étre un nouvel élément important a la spécificité d’héte des salmonelles.
Chez les macrophages THP-1, les deux souches de Typhi testées : ISP1820 et sa
souche mutante pour les génes de SPI-1 ont été moins bhagocytées que les deux
souches de Typhimurium (SL1344 et sa souche mutante pour les génes de SPI-1)
(figure 25A). Le phénotype inverse a été observé dans les macrophages RAW
264.7 ou les souches de Typhi (ISP1820 et sa souche mutante pour les génes de
SPI-1) ont été plus phagocytées que les deux souches de Typhimurium (SL1344 et
sa souche mutante pour les génes de SPI-1) (figure 27A). Ce nouveau point tend a
montrer que Typhi est probablement moins reconnu par les macrophages humains
que l'est Typhimurium, alors que linverse serait également vrai, c’est-a-dire que
Typhi est plus reconnu par le systéme immunitaire inné des souris. Il est fort
probable que chacun des sérovars de Salmonella enterica ait évolué
spécifiquement pour réduire I'expression a la surface de protéines fortement
reconnues par les macrophages de leur hote respectif. De cette fagon, Typhi étant
moins phagocyté a optimisé sa survie intracellulaire étant capable de survivre
efficacement a I'étape intracellulaire des macrophages humains favorisant sa
dissémination systémique contrairement a Typhimurium. Dans ce sens, nous avons
évalué le taux de phagocytose et de survie de trois souches bactériennes de
Salmonella enterica causant théoriquement une fiévre typhoide chez 'homme par
rapport a cinq autres sérovars de Salmonella enterica. Les résultats supportent
'hypothése de spécificité d’hdte ou le sérovar adapté a son hodte sera moins
phagocyté. Toutefois, des tests complémentaires doivent étre réalisés pour
confirmer cette hypothése. Parmi ceux-ci, des infections de d'autres lignées
cellulaires de macrophages humains et murins devfont étre effectuées. Nous avons
également testé quatre autres sérovars: Arizonae, Choleraesuis, Dublin et
Gallinarum qui sont tous des sérovars a spectre d’héte unique ou adapté a un héte
en particulier (voir section 1.1.2). Il serait intéressant d'infecter des macrophages
issus de reptiles, de ruminants, de porc et de volailles pour vérifier le concept de

spécificité d’hdte tel qu’observé durant notre étude.
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6. Discussion .

6.1. Caractérisation des clones obtenus par « Differential fluorescence

induction »

Selon les données de l'organisation mondiale de la santé de 2004, 21
millions de personnes sont infectées par Typhi a travers le monde annuellement et
plus de 200 000 succomberont de cette infection, conférant a Typhi le titre de
probléme mondial important (61). Malgré 'importance mondiale de cette maladie,
Pefficacité des vaccins disponibles s’avere toujours insatisfaisante. Par conséquent,
I'étude de Typhi est primordiale pour mieux comprendre son cycle d’infection de
fagon a cerner de nouvelles cibles thérapeutiques. Telle que mentionné
précédemment, I'étude de Typhi est compliquée par I'absence d’un bon modeéle
animal. Les notions sur les génes de virulence de Typhi ont principalement été
extrapolées d'études réalisées avec le modéle de typhoide murine utilisant
Typhimurium comme bactérie pathogéne. Les études de IVET et STM ont permis
d’identifier une vingtaine de génes importants durant I'infection de macrophages par
des salmonelles, dont les génes de I'opéron rfb qui ont été identifiés par les deux
méthodes (144, 197). Ces études ont mené a [l'acquisition de nouvelles
connaissances au niveau des génes impliqués dans la virulence des salmonelles
durant linfection. Par contre, d’autres études globales sont nécessaires pour
complémenter les études déja réalisées. Nous avons utilisé la technique DFI et la
PCR en temps réel par lesquelles nous avons identifié¢ 11 génes présentant une
surexpression dans les macrophages humains THP-1 par rapport a leur expression
dans les macrophages murins RAW 264.7. Parmi ces 11 génes, nous en avons
caractérisé deux pour leur implication au niveau de la survie de Typhi dans les
macrophages. Les mutants ISP1820 Asty0159 et ISP1820 Asty1358-1367 n’ont
montré aucune atténuation au niveau de la survie de Typhi tant dans les
macrophages THP-1 que RAW 264.7. Néanmoins, ces génes pourraient étre
impliqués dans d’autres étapes du cycle d'infection de Typhi, telle que la

persistance de ce dernier avant de retourner dans la lumiére intestinale. Sachant
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que Typhimurium posséde également le géne sty0159, nous aurions pu utiliser le
modele de typhoide murine pour étudier I'implication du géne sty0159 au niveau de
la persistance tel que I'on fait Lawley et al. (182). Par contre, la région sty1358-
1367 étant absente du génome de Typhimurium, nous aurions d0 infecter
directement des primates soit le modéle le plus représentatif connu jusqu’a présent

pour étudier 'interaction entre Typhi et 'lhomme.

La technique DFI telle que nous l'avons utilisée, comporte certains
désavantages pouvant expliquer pourquoi plusieurs des clones testés aprés les
étapes de tri cellulaire n’ont pas montré un pourcentage de fluorescence élevé dans
les macrophages THP-1 ou un ratio de fluorescence standardisé THP-1/RAW 264.7
élevé (Annexe 1 et 2). Pour y remédier, quelques optimisations auraient pu étre
apportées. Telle que nous l'avons utilisée, la technique DFI est basée sur la
sélection de clones de Typhi exprimant la protéine GFP a [lintérieur des
macrophages THP-1 ou RAW 264.7. Ces deux lignées de macrophages présentent
une autofluorescence verte qui a certainement nui au processus de tri cellulaire
(43). Pour diminuer cet effet d’autofluorescence verte des macrophages, nous
aurions pu expri'mer constitutivement une seconde protéine fluorescente, soit la
protéine DsRed sur le méme vecteur que la GFP. L'expression constitutive de
DsRed dans les clones de Typhi aurait permis de trier les macrophages a l'aide de
deux fluorescences plutét qu’une seule, distinguant ainsi les macrophages
contenant des clones de Typhi rouges et verts fluorescents (promoteur inductible in
vivo en amont du gene codant pour la GFP et 'expression constitutive de la DsRed)

des macrophages autofluorescents verts.

Dans un deuxieme temps, I'absence d’enrichissement observée pour la
banque de promoteurs triée 24 h post-infection peut résulter de la perte du vecteur
due a sa trop grande toxicité. En effet, Knodler et al. ont démontré que la GFP,,; et
la RFP nuisent a linvasion et & la survie de Typhimurium dans les cellules
épithéliales et dans les macrophages RAW 264.7 si elles sont exprimées en trop
grand nombre de c’opies (entre 300 et 500 copies) (168). La protéine GFP ;3 est,

telle que mentionné précedemment, une protéine excessivement stable ayant un
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temps de demi-vie d'environ 24 h accentuant ainsi son effet toxique (10). Par
conséquent, le clonage d’une protéine GFP déstabilisée sur un vecteur a moyen
nombre de copies aurait pu s’avérer le choix idéal pour diminuer I'effet toxique de la
GFP.u3 et favoriser le maintien du vecteur pBBR1-GFP dans la banque de Typhi
(10, 168). Il aurait également été possible de cloner un géne essentiel (par
exemple : expression constitutive du gene asd) sur le vecteur pBBR1-GFP et placer
ce vecteur dans une souche déficiente pour ce gene forgant le maintien du vecteur
dans la souche mutante (113). Ainsi, malgré la toxicité de la protéine GFP et
DsRed, Typhi aurait été obligé de conserver le vecteur pBBR1-GFP. Toujours pour
optimiser le taux d’enrichissement, il aurait été possible suite a la premiere infection
de macrophages THP-1 de réinfecter d'autres macrophages THP-1 pour favoriser
les clones de Typhi déja triés. Cette méme étape aurait pu étre utilisée suite a
linfection de macrophages BAW 264.7 pour diminuer la quantité de clones

inductibles dans ceux-ci.

En troisieme temps, nous avions pour but d’identifier des génes induits tot (2
h post-infection) et tard- (24 h post-infection) durant linfection de macrophages
THP-1. Encore une fois, l'utilisation d’une protéine GFP déstabilisée (temps de
demi-vie inférieur a 2 h) plutdét que la GFP,us, Nous aurait permis de trier plus
efficacement des génes induits t6t aprés I'infection et des génes induits tardivement
(10).

Toutes ces optimisations auraient fortement contribué a 'obtention d'un plus
grand nombre de génes inductibles uniquement dans les macrophages THP-1
comparativement aux macrophages RAW 264.7. En effet, prés de 85 % des clones
triés étaient soit non fluorescents dans les macrophages THP-1 ou plus fluorescent

dans les macrophages RAW 264.7 (Annexe 1 et 2).



99

6.2. Implication des génes de SPI-1 durant la phase intracellulaire d’'une
infection de macrophages

Depuis I'étude de Galan et Curtiss en 1989, plusieurs autres études
commencent a montrer l'induction de génes de SPI-1 ou I'expression d'effecteurs
de SPI-1 durant la phase intracellulaire des macrophages. Parmi ces études,
Hensel et al. ont sélectionné négativement des souches mutantes de Typhimurium
pour les génes invA et invE de SPI-1 par la technique STM suggérant que ceux-cCi
sont essentiels a la survie des salmonelles dans les macrophages (144). Toutefois,
Hensel et al. n'ont pas testé spécifiquement ces souches mutantes pour leur
implication au niveau de la survie dans les macrophages. Plus récemment, Steele-
Mortimer et al. ont montré que la délétion du gene invA entraine une diminution de
la survie de Typhimurium dans les cellules épithéliales humaines Hela (275). Selon
leurs résultats, le géne invA bloque la maturation de la SCV vers le stade tardif
phagosome-lysosome favorisant la survie des salmonelles dans les SCV (275).
Chan et al. et Lawley et al. ont utilisé une technique similaire a STM pour
sélectionner négativement des mutants par transposon qui étaient respectivement
atténués au niveau de la survie et de la persistance de Typhimurium dans le
modéle de typhoide murine (47, 182). Chan et al. ont sélectionné négativement 36
événements de transposition dans la région des génes de SPI-1 qui causaient une
atténuation de la survie de Typhimurium dans les macrophages RAW 264.7 (47).
Ceux-ci ont poursuivi leur étude pour caractériser spécifiquement l'implication de
certains genes de SPI-1 qu’ils avaient sélectionnés au niveau de la survie (47).
Parmi les mutations testées, les mutants hilA, orgA, sipA et sipB n’entrainaient pas
d’atténuation de la survie, tel que leurs résultats par sélection négative |‘avaient
prédit (47). Dans lautre étude, Lawley et al. ont tenté d’identifier des genes
essentiels au niveau de la persistance des salmonelles suite a une infection
intrapéritonéale de souris (182). Ceux-ci ont identifié et confirmé que les génes
sipBCD et orgA de SPI-1 semblaient étre importants 49 jours post-infection de
souris (182). Toutefois, les étapes de persistance des salmonelles au niveau des
infections systémiques sont toujours mal définies. Par conséquent, la sélection

négative des génes de SPI-1 par Lawley et al. pourrait étre aucunement liée a la
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survie dans les macrophages, mais plutdt résulter de la nécessité des génes de
SPI-1 plus tard dans la persistance. Giacomodonato et al. ont, de leur coté,
retrouvé les effecteurs du SST3-1: SipA, SopA, SopB, SopD et SopE2 durant la
phase intracellulaire de Typhimurium durant une infection de macrophages murins,
suggérant leur implication au niveau de la survie (121). Parmi ces effecteurs, Brawn
et al. ont montré que I'effecteur SipA est essentiel a la survie des salmonelles dans
les macrophages (40). Cet effecteur permet de localiser correctement SifA au
niveau des SCVs favorisant la formation des sifs (40). Inversement, Boyen et al. ont
muté le régulateur hilA et les génes codant pour les effecteurs SipA et SipB et ces
souches mutantes n’étaient toutefois pas atténuées au niveau de la survie
comparativement a leur souche parentale, infirmant I'étude de Brawn et al., mais
“corroborant celle de Chan et al. (38, 40). Dans le méme sens, Drecktrah et al. ont
montré que la délétion complete de SPI-1 chez Typhimurium n’entrainait pas de
déficience au niveau de la survie de la souche mutante par rapport a la souche
sauvage dans les macrophages RAW 264.7 (73). De notre cété, nos résultats
montrent qu’'une mutation des génes de SPI-1 entraine une augmentation
significative de la survie des souches mutantes, tant chez Typhi que chez
Typhimurium, suite a une infection de macrophages (figure 25B et 27B). Nos
résultats sont corroborés par I'étude de Gerlach et al. qui ont également montré une
augmentation significative du taux de survie chez une souche mutante pour les
génes de SPI-1 de Typhimurium suite & une infection de macrophages RAW 264.7
(119). De plus, plusieurs de nos résultats sont corroborés par des phénotypes déja
bien acceptés dans la virulence des salmonelles suggérant qu'une altération des
génes de SPI-1 cause effectivement une augmentation de la survie de ces souches
mutantes. En effet, Mills et Finlay ont montré que Typhimurium envahit plus
efficacement les cellules non phagocytaires comparativement a Typhi, soit un
résultat que nous avons également observé lors des tests d’invasion de cellules
HeLa (214). De plus, la souche ISP1820 de Typhi survit plus efficacement a une
infection de macrophages THP-1 que la souche SL1344 de Typhimurium comme I'a
démontré I'étude de Schwan et al. (268). Nos résultats montrent aussi que Typhi
survit moins bien que Typhimurium lors d’'une infection de macrophages RAW

264.7, ce qui a également été démontré dans I'étude de Schwan et al. (268). Les
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tests de cytotoxicité confirment également des phénotypes bien établis tels que
Typhi n’induit pas de mort cellulaire dans les macrophages comparativement a
Typhimurium et que cette mort cellulaire est grandement reliée a I'expression et au
fonctionnement du SST3-1 (49, 268). Bref, des études supplémentaires devront
étre effectuées pour caractériser l'implication des génes de SPI-1 au niveau de la

survie.

Dans leur étude initiale, Galan et Curtiss ont comparé la DL50 de leur
souche mutante pour les génes inv a la DL50 d'une souche sauvage de
Typhimurium lors d'infection intrapéritonéales de souris déficientes au niveau du
locus NRAMP, soit un marqueur essentiel de I’hote pour sa survie (110, 129, 293).
Leur résultat de DL50 montre que la souche mutante pour les génes inv est aussi
apte que la souche sauvage de Typhimurium & tuer les souris NRAMP” (110). II
serait intéressant de refaire ces infections chez des souris possédant le locus
NRAMP, puisqu'il serait plus facile de comparer les DL50 dans ce modéle ou plus
que 20 Typhimurium sauvages ou mutantes seraient nécessaires pour tuer 50 % de
la population de souris infectées. Tel que mentionné précédemment, nous
pourrions retester notre hypothése stipulant que les génes de SPI-1 régulent
négativement les génes de SPI-2, mais contrairement & ce que nous avons testé,
cette régulation pourrait survenir plus tét que durant la phase intracellulaire. De
plus, sachant que la technique d’échange allélique que nous avons utilisée a créé
une mutation polaire des génes situés en aval du géne invA, nous pourrions vérifier
si 'augmentation significative du taux de survie est due a I'absence d’un SST3-1
fonctionnel a la surface des salmonelles ou si ce phénotype résulte de I'absence
d’'un gene unique. Pour ce faire, nous aurions qu’'a refaire les infections de
macrophages THP-1 et RAW 264.7 avec des souches contenant des mutations
uniques pour les génes situés en aval du géne invA. Dans le cas ou 'augmentation
de survie soit due spécifiquement & un des génes de SPI-1 muté, nous pourrions

iderttifier le mécanisme relié a la régulation négative des génes de SPI-2.
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7. Conclusions

Malgré son incidence surtout localisée dans les pays en voie de
développement, linfection systémique causée par Salmonella enterica sérovar
Typhi est un probleme majeur a travers le monde. L'utilisation abusive
d’antibiotiques contre cette infection bactérienne a permis a Typhi d’acquérir de
multiples résistances accentuant la gravité du probléme. Les vaccins présentement
sur le marché ne permettent pas aux personnes vivant dans les régions
endémiques d’acquérir une protection adéquate face a cette bactérie mortelle. Par
conséquent, la compréhension et la clarification des différentes étapes du cycle
d’infection de Typhi chez ’homme est essentielle pour identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques. Pour atteindre les organes systémiques, Typhi utiliserait les
macrophages de la lamina propria comme vecteur. Cette étape importante du cycle
d’infection nécessite la capacité de Typhi a survivre dans les macrophages
humains. Nous avons identifié, par la technique DFI, 11 génes qui étaient
surexprimés dans les macrophages THP-1 par rapport a leur expression dans les
macrophages RAW 264.7. Ces 11 génes pourraient donc étre des génes
particulierement importants pour la multiplication spécifique de Typhi dans les
macrophages THP-1. Parmi les génes testés, le géne sty0159 et la région sty1358-
1367 ne se sont pas avérés essentiels pour la survie de Typhi dans les
macrophages THP-1. Nous avons également déterminé I'implication des géenes de
SPI1 au niveau de la survie des salmonelles dans les macrophages ayant
remarque que ces genes étaient induits durant la phase mtracellulalre des
salmonelles. Méme si les genes de SPI-1 ne régulent pas négativement les génes
de survie intracellulaire, l'altération des génes de SPI-1 favorise la survie des

salmonelles durant la phase intracellulaire d’'une infection de macrophages.

Bref, le projet DFl a permis d'identifier de nouveaux géenes de Typhi induit
chez lhumain qui pourraient servir de cibles thérapeutiques aprés leur
caractérisation compléte. Le second projet caractérisant I'implication des génes de
SPI-1 au niveau de la survie des salmonelles dans les macrophages a permis

d’identifier un nouvel élément important dans le cycle d'infection des salmonelles,
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soit I'effet négatif des genes de SPI-1 au niveau de la survie intracellulaire des
salmonelles ce qui n’avait jamais été observé. De plus, ce second projet a
également permis d'identifier de nouvelles différences entre Typhi et Typhimurium
au niveéu des étapes différentes du cycle d’infection.
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Annexe 1

Tableau VII : Ratio de fluorescence standardisé THP-1/RAW 264.7 des clones
triés a 2 h post-infection
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Annexe 2

Tableau VIl : Ratio de fluorescence standardisé THP-1/RAW 264.7 des clones
triés a 24 h post-infection
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Annexe 3
Expression des génes de
SPI-1 par rapport au RPMI
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Figure 29 : Expression des génes de SPI-1. Haut : Expression des génes de SPI-1
lors d’une infection de macrophages humains THP-1 par rapport a leur expression
lorsque Typhi a été cultivé dans le milieu de culture RPMI sans macrophages THP-
1 (condition RPMI). Bas : Expression des genes de SPI-1 lors d’une infection de
macrophages humains THP-1 par rapport a leur expression lorsque Typhi a été
cultivé dans le surnageant des macrophages THP-1 en culture (condition
surnageant) (voir matériel et méthodes).
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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 ret 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 ret gene for mutation or complementation can have deleterious effects and should thus be

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

* Corresponding author. Tel.: +1 514 343 7396; fax: +1 514 343
5701.
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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
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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 ODgg 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 pgm)™"). 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
pugml™') 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
I 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 10~7 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..) 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 (Ty), the
infected cells were washed three times with prewarmed
PBS and incubated with supplemented media as above
containing 100 ugml"' 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
¥3744 S. typhi ISP1820 D.M. Hone
Plasmids

pACYC177 Cloning vector plSA Ap, Kan [18]
pACYCl184 Cloning vector pl5A Cm, Tet [18]
pBeloBACI1! Bacterial artificial chromosome vector oriS Cm [42]
pBR322 Cloning vector pMBI Ap, Tet [17]
pWEK?29 Cloning vector pSC101 Ap [43]

pSC101 Cloning vector pSC101 Tet [19]
pSIF009 pACYCI184 Aret pISA Cm This work
pSIF010 pACYC177::ter pl5A 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 Tg) 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
pACYCI184 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-
CYCI184 Ater). pSIF009 transformed into Salmonella
was used in macrophage infection assays.

Cloning of the tet gene: The tet gene was amplified by
PCR from plasmid pACYCI184 with primers tetF
5'-TGTAGCACCTGAAGTCAGCC-3’ and tetR
5'-GGAGTGGTGAATCCGTTAGC-3' using Vent
polymerase (New England Biolabs). The 1358 pb tet
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
10° 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
(ODs30). 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 resp.onse

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 ODggo 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
ODg, was 0.4. At this stage the pH was adjusted to
3.3. Aliquots were withdrawn immediately (To) and then

at 1 h intervals for 4 h (T;-T4). 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 ODyggg
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 m1™").

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
pACYCI184, pACYC177, pWSK29, pBR322, pSCI101
or pBeloBACI11 were introduced into S. typhi strain
23744 by electoporation. These plasmids carried genes
encoding resistance to different antibiotics (ampicillin,
chloramphenicol, kanamycin, and tetracycline) and dif-
ferent origins of replication (pl5A, pSCI101, pMBI,
OriS) (Table 1). Survival of Salmonella carrying either
plasmid pACYC177, pWSK29 or pBeloBAC11 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-I 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, pACYC184 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 pACYCI84 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
pACYCI184 (p15A origin) (Fig. 2). Plasmid pACYC177
was used to determine if the zez gene was responsible for
the reduced survival rate of S. typhi cells carrying pA-
CYC184 in macrophages. We cloned the ter gene into
pACYCI177 to obtain pSIF010 (pACYCl177::tet). The
survival rate of the bacteria harboring pSIF010 (pA-
CYCI177::tet) was significantly diminished (p < 0.05) as
compared to those carrying pACYCI177 or the plas-
mid-free strain (Fig. 2).
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@ Phagocytic Rate *
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Fig. 2. Role of the ret gene during macrophage infection. Comparison
of the abilities of bacteria carrying plasmid with or without the rer 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 pACYCI177 or pACYCI184, with or without the tet
gene, was measured. In LB medium, the bacterial cells
showed similar growth phenotypes. However, carriage
of plasmid pACYCI184 (with or without the ter 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 eflectively enter eukaryotic cells and it is commonly
used during infection of macrophages to kill extracellu-

1.200
—o—WT —=— pACYC184
E
é 0.800 {—~— pSIFO09 —a— pACYC177
g —e—pSIFO10
O 0.400 -
0.000 & : . !
0 2 4 6

Time(h)

Fig. 3. Growth profile of strains carrying plasmid with or without the
tet 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 rer gene. The MIC for gentamicin of the strains carrying plasmid with the rer 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 et gene were more susceptible to killing

by gentamicin than the strains carrying plasmid with-
out fet. The MIC of the strains carrying plasmids con-
taining et was 2-fold lower than the strain carrying a
plasmid without the fter 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 rer (pSIF009). The MIC for strain
carrying the plasmid pACYCI177 with ret (pSIF010)
was 1.25 pgml™! compared to 2.5 ugml™' for strain
carrying pACYC177. The strains carrying plasmid pA-
CYC177, with or without the fet 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-
CYC177 with the tet gene (pSIF010) had a
significantly lower survival rate than the wild-type
strain or strains carrying plasmid without the tef gene
(Fig. 2). Thus, the lower level of survival in macro-
phages seen for strains containing the tet 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 ter gene
on survival of S. fyphi in macrophages, we used poly-
myxin instead of gentamicin. The MIC to polymyxin
of the all strains carrying plasmid, with or without
the ter gene, was 0.312 pgml™' (Fig. 4(B)). For the
wild-type strain the MIC to polymyxin was 1.25
ngml™' (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 ter 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 [SP1820 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,0, of plasmid-bearing
strains (with or without res) 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 rer 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,0; directly to over-
night grown bacteria diluted to 107 cell ml~'. Strains
carrying plasmids containing the ret gene were signifi-
cantly (p < 0.05) more susceptible to H,0O, at 3 and 4
h after exposure than the wild-type strain or strains car-
rying plasmid without zer (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 IJM of HzO)_.

observed in susceptibility to H,O; between the strains
carrying the vector with or without the tes 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], pACYCI184 [18]
and pACYC177 [18] 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) fe-
tAR (class B) encoded on transposon Tnl0 [24,25],
and (ii) the tet gene from the low copy plasmid
pSC101 (class C). Plasmids pACYCI84 and pBR322
as well as other higher copy cloning vectors contain

‘the tet gene from pSC101 [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 pSC101 cloned into pBR322 and pA-
CYCI184 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 pACYCI184,
pBR322, or pSC101 had decreased survival as compared
to plasmid free S. typhi and S. typhi harboring plasmid

“pACYCI77, pWSK29, or pBeloBAC11 (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 fef gene being responsible
for the phenotype we observed.

In addition to tetracycline efflux, it was demonstrated
that expression of the rer 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 fer gene [32]. In addition, overexpression of the
fet 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
effects of ret 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 fer
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 fer 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 ter 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 et gene)
was observed. This growth defect was most likely due
to a portion of the plasmid other then the fef gene as re-
moval of the gene did not lead to wild-type growth, and
addition of the ret 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,Q, was observed be-
tween strains carrying plasmids with the ret gene and
the wild-type strain or strains carrying plasmids without
the et gene at bacterial densities of 1 x 107 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 ret 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 fer 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 eflect
bacterial survival and thus bias results.
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