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La tuberculose, une épidémie d’hier ...
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Les infections intracellulaires nous guettent
dans notre vie quotidienne ...

Risk Analysis, Vol. 24, No. 2, 2004

Risk Assessment of Listeriosis Linked to the Consumption
of Two Soft Cheeses Made from Raw Milk: Camembert
of Normandy and Brie of Meaux
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Les infections intracellulaires nous guettent

dans notre vie quotidienne

survelllance
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Une épidémie de légionellose parmi les visiteurs
d'un salon en Belgique, 1999

L. Mortelmans = P Van Hossom = 1. De Beukslaer *, C. Yael ®, K. Dirven ®,

Flamckers, Amiers, Belgigue

En novembre 1999, 93 cas de légionellose ont été identifiés au
cours d'une épidémie associée a un salon a Kapellen, en Belgique
(43 cas confirmés, 12 présumés et 38 possibles / cliniques). Cing
malades sont décédés. L'investigation épidémiologique a montré
une association entre le temps passé au salon, I'exposition a
certaines zones du chapiteau et la survenue de la maladie. Les

polymerase chain reaction) ont montré qu'un
bassin et une fontaine étaient contaminés par Legionella




1. Les armes de ’hote
face aux infections bactériennes

¥




Moyens de déefense anti-infectieux
&N
immunité innée immunité acquise

- primo-infection - ré-infection
- peu spécifique - speécifique




Immuniteé innée: quelles armes ?
I |

« compléement:
arme physique BC o=

* phagocytose: r“ 3
piege =E

* cytokines: * bactericidie intracellulaire:
Intercession, recrutement arme chimique




Immuniteé innée: le complément

voie classique voie des lectines voie alternative
complexe Ag-Ac interaction bactérie-lectine surface bactérienne
| |
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————« Membrane Attack Complex »——_
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[ complex gn
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- Prof. Pincus, Montana State University

Bohana-Kashtan et al., Mol Immunol. (2004) 41:583-97




Immunite inneée: les cytokines
- __ e
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e inflammation TREAF6 JNK, p38
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Immunité innée: la phagocytose

phagocytes professionnels
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vers le site d’'infection circulantes
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Immunite innee: la phagocytose Ly
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4. presentation
antigenique

1. liaison

2. internalisation




Phagocytose: liaison a la surface cellulaire
— [ Iaaan




Phagocytose: liaison a la surface cellulaire

reponses cellulaires multiples

Opsonins &

Microbe-controlled Microbe-controlled
Activating Signals Inhibitory Signals
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.
Underhill & Ozinski, Ann. Rev. Immunol. (2002) 20: 825-52



Phagocytose: internalisation
- __ e




Phagocytose: internalisation
- __ e

profond remodelage cellulaire recepteurs

cytosquelette

gl
2

May & Machesky, J Cell Sci. (2001) 114:1061-77;
Underhill et al., Nature (1999) 410:81115; .
Greenberg & Grinstein, Cur Op Immunol. (2002) 14:136-45; Maniak et al. Cell (1995) 83:915-24




Phagocytose: bacteéricidie




Phagocytose: bactéricidie
|
- stress oxydatif : 2 0, + NADPH 520, + H* + NADP*
20, + 2H* > H,0, + O, »
H,0, + HCI > H,0 + HCIO [

* pH acide

- defensines peptides cationiques
interagissant
avec la membrane

* enzymes
cathepsines: alterations membranaires
lysozyme: digestion des mucopeptides de la paroi
lactoferrine: chélateur de fer
enzymes hydrolytiques: digestion des bacteries mortes

-
Sahl et al. , J. Leukoc. Biol. (2005) 77: 466-75



Phagocytose: bacteéricidie

stress oxydatif : 2 O, + NADPH 920;' + H* + NADP~*
20, + 2H* > H,0, + O,
H,O, + ClI--> H,0 + HCIO

pH acide o] o




Phaqgocytose: bactéricidie Br w4
gocy EsB..p

défensines peptides cationiques interagissant avec la

membrane
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enzymes
cathepsines: alterations membranaires
lysozyme: digestion des mucopeptides de la paroi
lactoferrine: chélateur de fer

enzymes hydrolytiques: digestion des bactéries mortes

Sahl et al. , J. Leukoc. Biol. (2005) 77: 466-75



Phagocytose: présentation antigéenique




Phagocytose: présentation antigéenique
- __ e

lysosomes reticulum endoplasmique

digestion des Ag
en fragments

@




Phagocytose: présentation antigéenique
- __ e

lysosomes reticulum endoplasmique

digestion des Ag assemblage du MHC
en fragments

i 1
() - 1
recc,)b?gn-i/ilﬁ(a:nce @ \ ! Golgi
N\

fusion
a la membrane
plasmique

reconnaissance par
les récepteurs
des lymphocytes

T: cellules tueuses B: cellules productrices d’Ac
!



Immunité acquise : les anticorps

— spécificité de la réponse
lors de la re-exposition a un antigene
— efficacité accrue de la réponse immunitaire

* inhibition de I'adhérence a la surface des épithelia

e activation du complément

« opsonisation (reconnaissance par les cellules phagocytaires)
* recrutement des cellules T cytotoxiques

Application thérapeutique: vaccination
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La réeponse
aux défenses de |

2.
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La reponse bactérienne
e aUX défenses de I'hote:

Les strategies ....

Les vainqueurs ....




Stratégie 1: favoriser I'attachement




Stratégie 1: favoriser I'attachement
— [ Iaaan

Listeria monocytogenes

=» meéningites




Strategie 1: favoriser I'attachement

internalines

L’'expression d’internalines
permet l'infection d’organes
(foie, rate, ...)
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intestinal epithelial cell

Gaillard et al., J Exp Med. (1996) 183:359-69; Schubert ef al. Cell (2002) 111:825-36



Stratégie 2: favoriser I'internalisation




Strategie 2: favoriser I'internalisation

Salmonella typhi(murium)

=> typhus
=» salmonellose




Strategie 2: favoriser I'internalisation
— [ Iaaan

Salmonella typhi "9
K Réarrangement
du cytosquelette

Ton, %3 5" “ 3
m.,gi !a %“*a:

systeme de sécretion de type Il

19-fold

Patel & Galan, Curr Op Microbiol. (2005) 8:10-5; Maltovits et al., Science (2004) 306:1040-2



2: Salmonella, une bactérie invasive

Fonction des protéines injectées par le systeme de sécrétion
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Galan & Zhou, PNAS (2000) Proc Natl Acad Sci 97:8754-61



Stratégie 3: résister a la bacteéricidie

L
3.A. s’échapper des phagosomes




Stratégie 3: résister a la bacteéricidie

L
3.A. s’échapper des phagosomes

Listeria monocytogenes

=» meéningites




3A: Listeria, une bacterie cytosolique

hly, la toxine porogéne

L.monocytogenes (hly+

B. subtilis hly |
+ PTG
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.subtilis (hlyA) without IPTG

hly suffit a permettre

la fuite des phagosomes

et la multiplication intracellulaire
de B. subtilis

Bieleky et al. Nature (1990) 345:175-6



3A: Listeria, une bacteérie cytosolique
— [ Iaaan
ActA, le moteur intracellulaire
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P. Cossart



3A: Listeria, une bacterie cytosolique
- __ e
ActA, le moteur intracellulaire vitesse: ~ 0.1 mm/sec

Listeria

billes de latex

couvertes
par ActA

)

e
P. Cossart et A. van Oudenaarden




3A: Listeria, une bacterie cytosolique

ActA coopere avec des protéines de I’hote

nucléation et branchements

12000 —&— 10 nM rArp2/3 + ActA
—2&— 10 nM nArp2/3 + ActA

10000 —— 5nM rAmp2/3 + ActA
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8000 |~ i il 3 C;’ (
o (R AAT K
koA T8
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Spum

nArp2/3 + ActA

—@— 1 nM rAmp2/3 + ActA

Gournier et al. —O— 1M A2 + Aca Samarin et al.

Mol. Cell. (2001) 200 400 600 800 1000 1200 J. Cell. Biol. (2003) c R T
8:1041-52 time (s) 163:131-42 ActA surface density, molecules/pm?

fluorescence (arbitrary)

Bead Velocity, ym/min
el N w » w

Listeria
monocytogenes

Arp2/3 complex A

profilin
actin ; - EE

actin binding region

capping protein

connector sequence (contains KKRRK)

Portnoy et al. J Cell Biol. (2002) 158:409-14



3A: Listeria, une bacterie cytosolique

_LLO and

Portnoy et al. J Cell Biol. (2002) 158:409-14



Stratégie 3: résister a la bacteéricidie

BT
3.B. empécher la fusion phagosome - lysosome




Stratégie 3: résister a la bacteéricidie

3.B. empécher la fusion phagosome - lysosome

Mycobacterium tuberculosis

L

=» tuberculose

LA TUBERCULOJSE est une MALADIE CONTACIEU/E
ELLE YE TRANSMET PAR :

LE LAIT o

HE TOUS/ER QUE DERRIERE UH MOUCHOIR
iL FAUT DONC { CRACHER DAMFs UH CRACHOIR
]_.rE DEFIER DU LAIT CRU

LICUE NATIONALE BELGE cowtee La TUBERCULOSE

FECTION OF PROPHYLAXIE DE LOEUVRE NATIONALE BELGE DE DEFENSE CONTRE LA TUBERCULOJE



3B: Mycobacterium, une bactérie phagosomale

TACO, le manteau phagosomal

BCG BCG
vivants tués

TACO est nécessaire a la survie intracellulaire

[
o
<

TACO Transfected
B Control

8
g

=2
(=1
i=3
(=]
o
k=3

-
=]
(=]

rn
53
2
a
8

b=
o
)
Q
v
©
8
Q.
-
©
L
2
O
&
o
Q
Q
>
=

Mycobacterial Survival (CFU)

Time, hours

Ferrari et al. Cell (1999) 97:435-47



3B: Mycobacterium, une bactérie phagosomale

cycle intracellulaire

KILLED /C)Faf/yendosome

-,

-~

N\ Late endosome

Lysosome

Pieters, Microbes Infect. (2001) 3:249-55; Russell et al. J Cell Biol. (2002) 158:421-6



Stratégie 3: résister a la bacteéricidie

ISR
3.C. survivre aux agents bactéricides




Strategie 3: resister a la bactericidie

3.C. survivre aux agents bactéricides

Salmonella typhi(murium)

. @)

= ’ 75

=> typhus




3C: Salmonella en guerre contre

le stress oxydatif
Enzymes dégradant les especes oxydantes

cytosolic

De Groote et al., PNAS (1997) 94:13997-14001



La reponse bactérienne
e aUX défenses de I'hote:

Les stratégies ....

Les vainqueurs ....




Agents intracellulaires obligatoires

G

bactérie localisation infection

Chlamydia pneumoniae inclusions pneumonie

Chlamydia trachomatis inclusions MST, trachdme

Coxiella brunetii (phago)lysosomes | fievre Q,
pneumonie,
encephalite,
endocardite, ...

Mycoplasma pneumoniae cytosol pneumonie

Rickettsia spp cytosol griffe du chat;
fievres, ...




Agents intracellulaires facultatifs

bactérie

localisation

infection

Brucella spp phagosomes brucellose
Francisella tularensis phagosomes tularémie
Legionella pneumophila RE, lysosomes pneumonie
Listeria monocytogenes cytosol meningite
Mycobacterium tuberculosis phagosomes tuberculose
Salmonella spp phagosomes diarrhée
Shigella flexneri cytosol diarrhée




Agents intracellulaires opportunistes (?)
- __ e

bactérie infection

Bacillus anthracis anthrax

Borrelia burgdorferi maladie Lyme

Campylobacter jejuni diarrhée

Escherichia coli infections urinaires et digestives

Helicobacter pylori ulcere

Staphylococcus aureus Infections de la peau, de l'os,
endocardite, pneumonie, ...

Yersinia spp peste, diarrhée




3. Les avantages
de la vie intracellulaire




Les avantages de la vie intracellulaire :

Protection

Invasion

/
* niche pour les bactéries fragiles

» abri contre les défenses de I'hbte

 abri contre les antibiotiques

N—

/
* pénetration dans I'organisme hoéte

» migration vers le SNC

* usine bioterroriste
—




Les avantages de la vie intracellulaire :

Protection

Invasion

/
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Protection de bacteries fragiles
- __ e

Chlamydia spp, un pathogene intracellulaire obligatoire

C. trachomatis:
=» uréthrite, cervicite
=» trachdme
C. pneumoniae
=» pneumonie
=» athéromatose




Chlamydia: protection de bactéries fragiles

La paroi des Chlamydia est dépourvue de peptidoglycan

Hatch, J Bacteriol. (1996) 178:1-5



Chlamydia: protection de bactéries fragiles
- __ e

Chlamydia oscille entre deux formes

EB:

elementary bodies
resistants a la pression
osmotique

Matsumoto, J Bacteriol. (1982) 150:358-64; 151:1040-2



Chlamydia: protection de bactéries fragiles

Chlamydia oscille entre deux formes et deux habitats

EB: RB:

elementary bodies reticulate bodies
forme sporulée, forme intracellulaire
metaboliquement inactive __ replicative

Stamm et al., PPID (2005) chap 177



Chlamydia: protection de bactéries fragiles
- __ e

Passage de la forme sporulée a la forme réplicative

T(HRS) 2 6 12/ 20

RT—+- + - +F + -

dnaF. [ L

msbA -

€no - ‘
d =/
...

Shaw et al., Mol Microbiol (2000) 37:913-25

synthese ADN

meétabolisme intermédiaire

protéines de paroi



Chlamydia: protection de bactéries fragiles

Chlamydia oriente la vie et la mort de la cellule héte
par des sighaux - ou -apoptotiques

L’inactivation de BAX protége contre

I’apoptose et I'infection par Chlamydia
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0
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Byrne & Ojcius, Nat Rev Microbiol. (2004) 2:802-8



Chlamydia: protection de bactéries fragiles
- __ e

Chlamydia oriente la vie et la mort de la cellule hote
a son profit ...

Byrne & Ojcius, Nat Rev Microbiol. (2004) 2:802-8



Les avantages de la vie intracellulaire :

/
* niche pour les bactéries fragiles

Protection  |abri contre les défenses de 'hote

 abri contre les antibiotiques
—

/
* pénetration dans I'organisme hoéte

Invasion - migration vers le SNC

* usine bioterroriste
—




A I’abri des defenses de I’hote
IR
Legionella pneumophila a 'assaut des legionnaires
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Legionella a I’abri des défenses de I’hote

Legionella pneumophila a ’'assaut des patients fragiles

Facteurs associés a la pathologie

Variable facteur de risque

tabac 1.83

diabéete 1.99

cancer 3.87
hématologique 22.4

Facteurs associés avec la mortalité
Variable odds ratio

age 1.32
infection nosocomiale 1.79
immunosuppression 2.00
cancer 2.67

SIDA 41.9

Marston et al., Arch. Intern. Med (1994) 154:2417-22



Legionella a I’abri des défenses de I’hote

Formes intracellulaires protégées des défenses humorales

Mononuclear cells
f+ Normal secum

vl |nactivité du complément !

Mononuclear celis

Nisiete Sl < Activité marginale d’anticorps !

o
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1x|050 :
Incubation time (n}

Horwitz & Silverstein, J Exp Med. (1981) 153:398-406



Legionella a I’abri des défenses de I’hote

Formes intracellulaires se dérobent aux défenses cellulaires

Legionella '

N fransmissible replicative
Sform ) Jorm

.
Roy & Tilney J Cell Biol. (2002) 158:415-9; Swanson & Fernandez-Moreia, Traffic (2002) 3:170-7



Legionella a I’abri des défenses de I’hote

Formes intracellulaires modulent 'immunité cellulaire

N expression MHC |
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Neumeister et al., Cell Mol Life Sci. (2005) 62:578-88; Neild et al., Infect. Immun. (2005) 73:2236-43



Les avantages de la vie intracellulaire :

/
* niche pour les bactéries fragiles

Protection » abri contre les défenses de 'hote

* | abri contre les antibiotiques
—

/
* pénetration dans I'organisme hoéte

Invasion - migration vers le SNC

* usine bioterroriste
—




Peut-on predire I’activité intracellulaire ?
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Ouadhriri et al., AAC (1999) 43:1242-51
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L’antibiotique doit rejoindre sa cible et

S exprimer son activité
iInfection iInfection
extracellulaire intracellulaire
antibiotique

OF _ cible / L
el ednGiE /

* barriere
* interaction avec AB / bactérie
G




Parametres cinéetiques et dynamiques
~ activite intracellulaire

t boli liai coopération avem
SlabCills [alSorn les défenses de I'héte

influx \ f ‘ ‘

b conditions
@ - - & — physico-chimiques
\ %
efflux accumulation
et ,
disponibilité reponse
k bacterienne /

.
Carryn et al., Infect Dis Clin North Am. (2003) 17:615-34



Bactéries dans les cellules

S. aureus

>< bactéries en bouillon
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Barcia-Macay et al., soumis



Activite dans les cellules
o >< activité en bouillon

Staphylococcus aureus

| P N\ ‘

=» infections de la peau
=>» ostéomyelites

=» endocardites

=» pneumonies ....




Activitée dans les cellules
- >< activité en bouillon

\: Facteurs liés a la bactérie

Facteurs liés a ’environnement




L’activite varie entre antibiotiques ....

Activité d’antibiotiques sur S. aureus apres 24 h

Q
T

intracellular activity
extracellular activity

(Uo-uvz) ndo Boy v

Barcia-Macay et al.



Activité dans les cellules
EETTTTTTSRTTSTSSSTTSE >< activité en bouillon

Facteurs liés a I’'antibiotique

Facteurs liés a ’environnement




La croissance intracellulaire est plus lente
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Seral et al., AAC (2003) 47:2283-92



Activite dans les cellules
- >< activité en bouillon

Facteurs liés a I’'antibiotique

» Facteurs liés a la bactérie




Le pH acide affecte difféeremment les ABS

oxacillin gentamicin
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N. Bles, travail en cours



Activite dans les cellules
- << activité en bouillon




Les avantages de la vie intracellulaire :

Protection

Invasion

/
* niche pour les bactéries fragiles

» abri contre les défenses de I'hbte

 abri contre les antibiotiques

N—

/
* pénetration dans I'organisme hoéte

» migration vers le SNC

* usine bioterroriste
—




Les avantages de la vie intracellulaire :

/
* niche pour les bactéries fragiles

Protection * abri contre les défenses de 'hote

 abri contre les antibiotiques
—

/
*pénetration dans I'organisme hote

Invasion - migration vers le SNC

* usine bioterroriste
—




Péneétration dans I’organisme - hote

L
Yersinia spp

=>» peste
=» entérocolite
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Yersinia traverse la muqueuse intestinale
— [ Iaaan

Epithelial cell

Yersinia Invasion of M cells
bacterium 6

‘ M cell \
At
N7

N
® 'e

f Invasion of epithelial cell
Macrophage Q
¢ Pore formation 0
in macrophage

membrane
¢ [nhibition of

phagocytosis 7/ &C:;
¢ [nhibition of TNF %

production l
Local and systemic * Apoptosis of macrophage
dissemination * Release of bacteria

Sansonetti, Nat. Rev. Immunol. (2004) 4:953-64




Yersinia traverse la muqueuse intestinale

S
Prévention de la phagocytose par les macrophages

grace un systeme de sécrétion de type lll

Inhibition of phagocyltosis

| “ Macrophage

Yo F'D Yo pT
(kinase)
Yo p E

% Phagocytosis

\UPTm u;:E'*;ch Sl ; m;l_ — =
‘mpHﬁDr”E @ vop 2 " WT  YopE™ YopH™ YopT~ YopO©

SycH \ooP  YopO Yersinia

Cornelis, J. Cell. Biol. (2002) 158: 401-8; Grosdent et al. , Infect. Immun. (2002) 70:4165-76



Yersinia traverse la muqueuse intestinale

Prévention de la phagocytose par les macrophages
grace un systeme de sécrétion de type lll

I 3. endocytosis

Rac-GTP
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Inactivation of
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Cornelis, PNAS (2000) 97:8778-83 ; Grosdent et al. , Infect. Immun. (2002) 70:4165-76



Yersinia traverse la muqueuse intestinale

Dissémination possible dans tout ’'organisme

Manifestations cliniques

* gastro-intestinales (entérocolite, pseudo-appendicite)

* septicémie (immunodéprimés; transfusion)

* infections métastatiques:
* abces (foie, reins, rate, poumons)
* manifestations cutanées
* pneumonie
* meéningite
» endocardite
 osteomyelite

 pharyngite

Bottone, Clin. Microbiol. Rev. (1997) 10:257-76



Les avantages de la vie intracellulaire :

/
* niche pour les bactéries fragiles

Protection * abri contre les défenses de 'hote

 abri contre les antibiotiques
—

/
* pénetration dans I'organisme hoéte

Invasion -|migration vers le SNC

* usine bioterroriste
—




Migration vers le SNC

Listeria monocytogenes

=» meéningites




Listeria: migration vers le SNC

A. Direct invasion of endothelial cells

B. Phagocyte-facilitated invasion C. Neural route

Drevets et al., Clin. Microb. Rev. (2004) 17:323-47



Listeria: migration vers le SNC

A. Direct invasion of endothelial cells

B. Phagocyte-facilitated invasion C. Neural route

Drevets et al., Clin. Microb. Rev. (2004) 17:323-47



Listeria: migration vers le SNC

adhésion et internalisation de Listeria
par des cellules HUVEC,
dependant de I'expression d’internaline

[ wild type

B internalin —

% L. monocytogenes bound
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Inoculum (CFU Listeria/ml) wild type internalin-

Drevets et al., Infect Immun. (1995) 63:4268-76



Listeria: migration vers le SNC

A. Direct invasion of endothelial cells

B. Phagocyte-facilitated invasion

Drevets et al., Clin. Microb. Rev. (2004) 17:323-47



Listeria: migration vers le SNC
- __ e

Voie intra-axonale ?

Experimental Total *Neuro-
Procedure Number Listeriosis

Inoculation into facial muscle
in the whisker region.
Inoculation into proximal end
of cut facial nerve.
Inoculation into triceps surae
muscle.

Inoculation into proximal end
of cut sciatic nerve.

* Neurolisteriosis in groups A and B: Rhombencephalitis.
Neurolisteriosis in groups C and D: Transverse myelitis.

marquage intra-axonal
par Ac anti-listeria

.
Antal et al., Brain Pathol. (2001) 11:432-8



Listeria: migration vers le SNC

A. Direct invasion of endothelial cells

B. Phagocyte-facilitated invasion C. Neural route

« Intravascular space

Drevets et al., Clin. Microb. Rev. (2004) 17:323-47



Listeria: migration vers le SNC

Voie phagocytaire ?

I’élimination des bactéries extracellulaires
ne prévient pas l'infection du SNC
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Drevets & Leenen, Microbes Infect. (2000) 2:1609-18



Listeria: migration vers le SNC
- __ e

Voie phagocytaire + Voie endothéliale ?

Drevets & Leenen, Microbes Infect. (2000) 2:1609-18



Listeria: migration vers le SNC

Voie phagocytaire + Voie endothéliale ?

adhérence des neutrophiles favorisée par
I'infection de cellules endothéliales
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Drevets et al., J. Immunol. (1997) 158:5305-13



Listeria: migration vers le SNC

Voie phagocytaire +

?

adhérence favorisée par des protéines de surface
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Drevets et al., J. Immunol. (1997) 158:5305-13



Listeria: migration vers le SNC
- __ e

Voie phagocytaire + Voie endothéliale ?

transfert des Listeria depuis les PMN
vers les cellules endothéliales

Drevets et al., Infect. Immun. (1995) 63:4268-76



Les avantages de la vie intracellulaire :

/
* niche pour les bactéries fragiles

Protection * abri contre les défenses de 'hote

 abri contre les antibiotiques
—

/
* pénetration dans I'organisme hoéte

Invasion - migration vers le SNC

e lusine bioterroriste
—




Usine bioterroriste
s e

Bacillus anthracis: germination des spores
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Bacillus anthracis: le macrophage

S COMMe usine bioterroriste
germination des spores dans les macrophages

Bergman et al., Infect. Immun. (2005) 73:1069-80



Bacillus anthracis: le macrophage

comme usine bioterroriste

Role des macrophages dans la germination des spores

germinant receptors
GerH, GerS, GerX

purines,
amino acids,
aromatic ring structures

W 34F2
OpKSV7:gerH
OgerH-null

-

% Germination

—E—l

Stage |
1. Cation release
2. Ca?" —-DPA release
3. Partial core hydration
4. Some loss of

resistance
— >

livation

Stage Il

— M(b
Minimal Essential Medium (MEM)

Weiner & Hanna, infect. Immun. (2003) 71:3954-9

h cell wall
1. Cortex hydrolysis

2. Further core hydration
3. Core expansion
4. More loss of resistance
5. Loss of dormancy

Outgrowth
1. Metabolism
2. SASP degradation

(

3. Macromolecular synthesis
4. Escape from spore coats O

Coat remnants

Setlow, Cur. Op. Microbiol. (2003) 6:550-6



Bacillus anthracis: le macrophage

comme usine bioterroriste
Role des macrophages dans la germination des spores

germinant receptors arr?izgnaecsgc’js
GerH, GerS, GerX o ’
aromatic ring structures

Stage |
1. Cation release
2. Ca?" -DPA release
3. Partial core hydration

Activation 4, Some loss of
O resistance
—_—

Germ cell wall Stage |l
1. Cortex hydrolysis

2. Further core hydration

Outgrowth 3. Core expansion
1. Metabolism 4. More loss of resistance

2. SASP degradation S. Loss of dormancy

3. Macromolecular synthesis
4. Escape from spore coats O

A
Coat remnants

Setlow, Cur. Op. Microbiol. (2003) 6:550-6



Bacillus anthracis: le macrophage
comme usine bioterroriste

Lung epithelium

/

0 Spores __— Pneumoacyte |

aF
’ Pneumocyte il

,;"" Phagocytosis

A = Alveolar macrophage

Germination
Expression of toxin genes

’ Lumen

; - of the alveolus
Transit of nascent bacill -

to macrophage cytoplasm

Inflammatory
neutrophil

| Migration of macrophage infiltration

Mucosal barrier

Multiplication of bactena
Preduction of toxins

i
'
A
Seplicemia, toxemia -~~~ -----"----=----o--- »* Death

Guidi-Rontani, Trends Microbiol. (2002) 10:405-9



Bacillus anthracis: le macrophage

comme usine bioterroriste

la germination intracellulaire
implique le plasmide de virulence

14186 (Wild Type)

Sterne(7702, pXO1)

Cr release

wi

E
=
£
L
5
E
ES

ASterne(7702, ApXO01)

time (hours)

3 hours

Dixon et al., Cell. Microbiol. (2000) 2:453-63



4. Les conséquences
de lI'infection intracellulaire




Conséquences de l'infection intracellulaire:

Mycobacterium tuberculosis

Persistance

* | Helicobacter pylori

Escherichia coli

Récurrence

Staphylococcus aureus

Difficulté d’eradiquer




Infections persistentes

Mycobacterium tuberculosis

W amw

LA TUBERCULOJSE est une MALADIE CONTACIEU/E
ELLE YE TRANSMET PAR :

- TR 4 LE LAIT o

=» tuberculose NE TOUZER QUE DERRIERE Un HOUCHOIN
iL FAUT DONC { CRACHER DAMFs UH CRACHOIR
]_.rE DEFIER DU LAIT CRU

LICUE NATIONALE BELGE cowtee La TUBERCULOSE

FECTION OF PROPHYLAXIE DE LOEUVRE NATIONALE BELGE DE DEFENSE CONTRE LA TUBERCULOJE




Persistance de M. tuberculosis
s e

: : 1-3 mois , e . o
infection » reaction immunitaire
latence » maladie
: / \
50 % déces
0 \ décours traitement
30 % guérison <

/ naturel 3 — 9 mois
20 % passage

a la chronicité




Infections persistentes

Helicobacter pylori

=> ulcere
gastro-duodenal




Persistence de H. pylori

Devenir de Helicobacter chez des patients asymptomatiques

Macroscopic, Histologic, and Bacteriologic Findings
During the Follow-up

Initial After 12 After 24
Months ~ Months
(n=14) (n =10
Macroscopic changes
Nodular gastritis
Erythematous gastritis
Histologyt (histological
score: means * SD)

Antrum 3812 35%x13 50=x10 <
) Corpus _ , 22*x14 31x12 37Fx22 PerS|StenCe
Colonizationt (log bact/g .
of tissue: means * SD) apres 2 ans |
Antrum 69 = 0.7 <

Corpus 6.5 = 1.0

*P < .02: 12 months versus diagnosis.

t Values for the 8 children examined both at 1 and 2 years of
follow-up.

1 P < .05: 24 months versus 12 months.

Ganga-Zandzou et al., Pediatrics (1999) 104: 216-21



Persistence de H. pylori
- __ e

Ou se trouve Helicobacter ?

adhérent aux muqueuses dans les cellules epithéliales !

H. pylori extracellulaire

-
Oh et al., PNAS (2005) 102:5186-91; Amieva et al., Cell. Microbiol. (2002) 4:377-90



Persistence de H. pylori

Ou se trouve Helicobacter ?

H. pylori invasion into gastric mucosa cells in human biopsy specimens

Cell type

Invasion frequency

Intracellular location

Epithelial

Epithelial, parietal and chief
cells

Metaplastic surface cells
Epithelial

Mucus-secreting cell and

a stromal cell in the lamina
propria

Epithelial

Epithelial
Epithelial

Epithelial
Epithelial
Epithelial
Epithelial

3%
<2 1% of epithelial cells observed

10% of patients with active duodenal ulcer

Invaded H. pylori was seen in four of 12 patients,

from whom several biopsies were taken from
different locations
In two of 100 antral gastric biopsy specimens

“H. pylori are capable of entering epithelial cells™,

no quantification of the event

Rarely inside cells

Only one H. pylori observed within an
epithelial cell

“Some”

Occasionally

Occasionally

5.6-100% of samples

Epithelial cell cytoplasm and examples of apparent
engulfment of I pylori by epithelial cells
Within vacuoles and cytoplasm

Within vacuoles and cytoplasm
Within the cytoplasm of the gastric cells, without
association with lysosomes or mucous granules

Cytoplasm

In mucus within an epithelial cell

Not described
Within a lysosome

Within vacuoles

Within vacuoles and cytoplasm
Not described

Apparently within vacuoles

2All studies were based on electron microscopic evaluation

Petersen et al., FEMS Immunol Med Microbiol. (2003) 36:117-26



Conséquences de l'infection intracellulaire:

P ers ista nce » Mycobacterium tuberculosis
 Helicobacter pylori

o Escherichia coli

Récurrence

« Staphylococcus aureus

Difficulté d’eradiquer




Infections récurrentes
B

Escherichia coli

=» infections urinaires
=» infections digestives




Infections récurrentes a E. coli

Les récidives d’infections urinaires sont fréequentes

Population taux de récidive référence

enfants <1 an 28 % - 6 mois Biyikli et al., Pediatr. Int. (2004) 46: 21-5

31 % -1an Nuutinen et al., Pediatr. Nephrol. (2001)
16:97-72

femmes 33 % - 6 mois McLaughlin & Carson, Med. Clin. North Am.
(2004) 88:417-29

48 % - 1 an lkaheimo et al., Clin. Inf. Dis. (1996) 22: 91-9




Infections récurrentes a E. coli

Les infections récurrentes sont souvent (65 %)
dues a la méme souche

Patient A Patient B

' 4 D 4 )

St 1 2 3 4 56 7 8 910 St
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-

Jantunen et al., J Infect Dis. (2002) 185:375-9



Infections récurrentes a E. coli

E. coli persiste dans la vessie sans coloniser I'urine

A court terme: A long terme:
colonisation abondante colonisation discréete

>

o |
@ @
o ©
o ©
L =
2 r
2 =
- =
i T
o o

® >103CFU /ml
O <103 CFU /ml

2 6 12 24 48 72 20 30
Time (hours) Time (days)

Mulvey et al., infect. Immun. (2001) 69:4572-9



Infections récurrentes a E. coli

E. coli envahit I’épithélium de la vessie

e
Mulvey et al., infect. Immun. (2001) 69:4572-9



Infections récurrentes a E. coli

Invasion

Reserv 0

l(

Early IBC

*
Late IBC

N |
Intracellular
Pod Exfoliation . &€ : Bacterial

éi [ O < I ( Community
.

A

Mulvey et al., infect. Immun. (2001) 69:4572-9;
Anderson et al, Science (2003) 301:105-7: Justice et al., PNAS (2004) 101:1333-8




Infections récurrentes
B

Staphylococcus aureus

| 0 N\ ‘

=» infections de la peau
=>» ostéomyelites

=» endocardites

=» pneumonies ....




Infections récurrentes a S. aureus

BT
Survie intracellulaire de S. aureus — cell. phagocytaires

Seral et al., Antimicrob. Agents Chemother. (2003) 47:2283-92



Infections récurrentes a S. aureus

Survie intracellulaire de S. aureus — cell. non phagocytaires

Infect Trmun, 200 :
Staphylococcus aureus fibronectin binding proteins are essential for internalization by osteoblasts but do
not account for differences in intracellular levels of bacteria.

Ahmed §, Meghji S, Williams RJ, Henderson B, Brock JH, Nair SP.

Zellwlar

represent haemolysin-independent virulence mechanisms that are followed by features of necrotic and
apoptotic keratinocyte cell death.

MMempel M, Schnopp C, Hojka M, Fesq H, Weidinger §, Schaller M, Korting HC, Ring J, Abeck D.

funich, Germany.

Ingestion of Staphylococcns aureus by bovine|endothelial cells results in time- and inoculum-dependent

damage to endothelial cell monolayers.

Vann JM, Proctor RA.

Staphylococcus aureus invasion of bovine mammary epithelial cells,

Almeida RA, Matthews KR, Cifrian E, Guidry AdJ, Oliver SP.




Infections récurrentes a S. aureus

Survie intracellulaire de S. aureus ... et infections récurrentes

J Bone Jomnt Surg Br. 2003 Aug85(60918-21.
Iniracellular Staphylococcus aureus. A mechanism for the indolence of F‘n“ "q

osteomyelitis E
Ellington JK, Harris i, Webb L, Smith B, Smith T, Tan K, Hudson M. .

Depmﬁ'ﬂ' = o1 kM ITT 4 'l" LTIT R = B LI o N o 7T
Salem, Moy Clin Infect Dis. 2001 Jun 1,32(11):1643-7. Epub 2001 Apr 30,

Intracellular persistence of Staphylococcus aureus small-colony varianis
within keratinocytes: a cause for antibiotic treatinent failure in a patient
with darier's disease.

von Eiff C, Becker K, Metze D, Lubritz G, Hockmann J, Schwarz T, Peters (.

Institute of Wedical Microbiology, Westfalische Wilhelms-Tiversitat Wunster, IMunster,
e

Infect Trnrnun. 1986 Dec 54(5)533-6.

Phagocytosis of Staphylococcus aureus by cultured bovine aortic endothelial
cells:  model for postadherence events in endovascular infections.

FEMS Microbiol Lett. 2000 Dec 1,195(1057-62.

Demonstration of intracellular Staphylococcus aureus in bovine mastitis
alveolar cells and macrophages isolated from natuarally infected cow milk.

Hehert A, Sayasith K, Senechal &, Dubreuil P, Lagace ..

Department of Microbiology and Immunclogy, Faculty of Medicine, University of Montreal,
Centre-Ville, Montreal, Que., Canada



Conséquences de l'infection intracellulaire:

P ers ista nce * Mycobacterium tuberculosis
* Helicobacter pylori
.  Escherichia coli
Reécurrence

Staphylococcus aureus

Difficulté d’eradiquer




Difficultés de traitement
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Difficultés de traitement: pourquoi ?
I |

Eradication insuffisante:
antibiotiques choisis sur base de leur| activité extracellulaire
Peut-on prédire I'activité intracellulaire ? aCCU m u Iati O n

activity against
MIC  accumu lation intracellular
Listeria
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Difficultées de traitement: pourquoi ?
I |
Eradication suffisante: comment I'obtenir ?

» choisir des antibiotiques
= bactéricides
= aux conc. atteintes dans le compartiment infecté
= dans les conditions de leur usage clinique

e evaluer leur efficacité dans des modeéles
= de cellules infectées
= d’animaux




Difficultes de traitement: pourquoi ?

Eradication insuffisante: comment I’obtenir ?

Infection a Listeria - macrophages Infection a Listeria chez la souris
SR IR A

\contrfl

cc___)___ntrol
¥ TR ciprofloxacin

ampicillin ®

Log,, L.monocytogenes per spleen
o — n w £ Ll (2] ~

days after infection

HiH

L=
]
il
<)
| .
=3
o
£
S—
>
T
o

ampicillin
control
ciprofloxacin

moxXifloxacin

Log, cfu per spleen

Bay 3118

Carryn et al., JAC (2003) 51:1051-2; Hof et al., Clin. Microb. Rev. (1997) 10:345-57



Difficultées de traitement: pourquoi ?

Sélection de résistance:
exposition intracellulaire suboptimale
exposition
pas d’exposition: 1) A G {e] 4 LSSl exposition appropriée:
pas de résistance ", résistance ! pas de résistance

AUC,,/MIC, h
Sélection de résistance aux fluoroquinolones chez S. aureus extracellulaire

Firsov et al., Antimicrob Agents Chemother. (2003) 47:1604-13



Difficultées de traitement: pourquoi ?
I |
Sélection de résistance: comment I’éviter ?

 optimiser la dose

sur base de la pharmacocinétique cellulaire

» sélectionner dans chaque classe les molécules
a faible potentiel de sélection de résistance

» utiliser des combinaisons d’antibiotiques
a mecanisme d’action (et de résistance) différent




Difficultes de traitement: pourquoi ?

Sélection de résistance: comment ’éviter ?

Choix d’un antibiotique Utilisation de combinaisons
a faible pouvoir sélectionnant

moxi + doxi

&

2
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19

& ]

2 0

— e
; S

2 O

= —
3 =
Q

2

L0

IE

S

Quinolone concentration, pg/mi
24 48 72 96 120 144

MPC faible

Firsov et al., Antimicrob Agents Chemother. (2003) 47:1604-13; Int J Antimicrob Ag. (2004) 23:451-6



5. Quelles stratégies pour I’avenir ?

v
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help fight
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Optimiser les traitements antibiotiques

Par une meilleure connaissance de la pharmacocinétique
et pharmacodynamie intracellulaires

. coopération avex
tabol/sme liaison ,p .

les défenses de I'hote
influx \ f ‘

~
@ 4_' @ — ‘
\_ y

efflux accumulation

et ,
reponse

kdISPO”’b’/’ te bactérienne :

Carryn et al., Infect Dis Clin North Am. (2003) 17:615-34

conditions
physico-chimiques




Viser de nouvelles cibles
B

 Prévention de ’attachement / internalisation
» Chlamydia (Coombes et al., Curr. Drug Targets infect. Disord. (2002) 2: 201-16)

Interférence avec les sytemes de sécrétion
= structure et fonction communes (Tampakaki et al., Cell Microbiol. (2004) 6:805-16)

Stimuler les défenses de I’héte
= interférons (Jin et al., Scand J Immunol. (2004) 60:437-48)
» G(M)-CSF (Miyamoto et al., J Immunol. (2003) 170:5228-34)

Moduler la réponse apoptotique a I'infection intracellulaire
= NF«B (Joshi et al., Infect Immun. (2003) 71:4127-36)

Développer des vaccins
= tuberculose (Ziv et al., Emerg Infect Dis. (2004) 10:1529-35)



Utiliser le genie bactérien comme
moyen thérapeutique

Systemes de secréetion comme outils de vaccination

extracellular
Yersinia

translocation of

YopE hybrid protei
opL hybrd protein /j MHC class II- Ag-specific

restricted antigen ~ |CD4 T-cell priming
\3 presentation

intracellular MHC class I- —  Ag-specific
Salmonella restricted antigen ‘D8 T-cell priming
presentation

translocation of
YopE hybrid protein /
am > cytosol

antigen-presenting cell (APC)

Russman, Int J Med Microbiol. (2004) 293:565-9



Utiliser le genie bactérien comme
O moyen thérapeutique

Bactéries non pathogénes comme vecteurs (thérapie génique)

E. coli hly(+) comme vecteur du gene CFTR dans les cellules des voies respiratoires

Fajac et al., J Control Release (2004) 97:371-81



La lutte est encore longue ....

... mais 'avenir, prometteur ...
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