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Introduction

1. Les bactéries intracellulaires obligatoires

Certains microbes pathogenes, virus et bactéries, sont transmis a I’homme et aux animaux par
I’intermédiaire de vecteurs hématophages (insectes et arthropodes), qui représentent des
réservoirs principaux de maladies séveéres telles que la fievre jaune, la dengue, la fiévre de la
vallée du Rift et le typhus épidémique. Les pathogeénes interagissent avec les hotes et les
vecteurs de multiples facons grace a des processus biologiques simples ou complexes.
Beaucoup d’entre eux ont un développement extracellulaire, alors que d’autres vont envahir
les organes et se multiplier a I’intérieur de cellules spécifiques de 1’hote et du vecteur
(mammalien, arthropode), par des mécanismes d’attachements, de pénétrations et d’invasions.
Les alpha-protéobactéries (AP) récemment remaniées par Cavalier-Smith (2002), ont des
modes de vie variés et originaux. Elles sont capables, en particulier, d’établir des relations
étroites avec la cellule eucaryote (Teyssier et al., 2004). Ainsi les AP regroupent des
symbiotes des végétaux (Rhizobium, Mesorhizobium, ...) et des symbiotes d’insectes, de
cloportes ou de nématodes (Wolbachia), des pathogenes de la cellule végétale
(Agrobacterium), mais surtout des pathogénes des animaux, intracellulaires facultatifs
(Bartonella, Brucella), ou intracellulaires obligatoires (Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia, ...).
L’ordre des Rickettsiales, dont les membres présentent une grande divergence génétique,
regroupe cette catégorie de bactéries « intracellulaires obligatoires ». Les Rickettsiales sont
responsables de I’émergence et de la réémergence d’ importantes maladies infectieuses dans le
monde : notamment les ehrlichioses et les anaplasmoses (La Scola and Raoult, 1997
Richards, 2004; Dumler, 2005; Parola et al., 2005). La plupart a évolué vers un mode de vie
spécialis¢ commun, pathogeéne des animaux et/ou des hommes, a 1’exception de certains
membres du genre Wolbachia qui ont un comportement plutét symbiotique. Ces modes de vie
sont systématiquement associés a un chromosome unique et de petite taille (inférieur ou égale
a 1,5 Mb) résultant des différents phénomenes de réduction génomique qui ont eu lieu au
cours de leur évolution principalement liés a 1’adaptation au mode de vie intracellulaire
stricte. Cependant, la découverte récente de plasmides chez plusieurs espéces de bactéries
appartenant au genre Rickettsia, R. amblyommii, R. helvetica, R. massiliae et R. peacockii
isolées dans les tiques du genre Ixodes a supplanté le dogme historique qui voulait que ces
bactéries ne possedent pas de plasmides (Ogata et al., 2005; Baldridge et al., 2008).
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Introduction

Les outils moléculaires notamment I'étude de I'ARN ribosomal 16S, ont permis de réviser
I’ordre des Rickettsiales qui est maintenant réduit a 2 familles (Dumler et al., 2001) (Figure
1). Les Rickettsiaseae, dont tous les représentants se multiplient a 1’état libre dans le
cytoplasme et le noyau de la cellule héte (Parola et al., 2005), et la famille des

Anaplasmataceae dont les représentants se multiplient au sein d’une vacuole intra-

cytoplasmique dans la cellule hote |eucaryote.| Bien qu’il n’existe pas de relation

phylogénétique entre 1’ordre des Rickettsiales et des Chlamydiales, leurs modes de vie
particuliers ont été frequemment comparés de par leur cycle cellulaire complexe.

Parmi les maladies transmises par les Rickettsiales on retrouve :

(i) Les rickettsioses causées par les bactéries du genre Rickettsia, regroupant le groupe des
typhus (Typhus Group : TG ou groupe typhus, avec des maladies telles que le typhus
épidémique du a R. prowazekii et typhus murin du a R. typhi), transmis par les poux et les
puces et le groupe des fiévres pourprées (Spotted Fever Group : SFG, fiévre pourprée des
montagnes rocheuses di a R. rickettsii), transmis par les tiques a 1’exception de Rickettsia
akari (ii) le typhus des broussailles di a Orientia tsutsugamushi appartenant au genre
Orientia. (iii) Les ehrlichioses et anaplasmoses causées par les bactéries appartenant a la

famille des Anaplasmataceae et appartenant aux genres Anaplasma et Ehrlichia.
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Introduction

ORDER: Rickettsiales

Family: Rickettsiaceae Family: Anaplasmataceae
— Obligate intracellular bacteria that grow r— Obligate intracellular bacteria that replicate while
freely in the cytoplams of their eukariotic enclosed in an eukariotic host cells membrane
host cells derived vacuole
Genus: Rickettsia Genus: Anaplasma
|, (28 species) Species: A.centrale, A.marginale,
. —» ;
Species: R. prowazekii, R. typhi, R A,phagocytophlla (forrmerly
rickettsii, R sibirica, R.conorii E.phagocytophila, E. equi, and HGE
agent), A.ovis; A.bovis, A.platys

Genus: Orientia

. _ Genus: Ehrlichia
Species: R. tsutsugamushi

Species: E.canis, E.ruminantium,
E.chaffeensis, E.ewingii, E.muris

Genus: Neorickettsia

Species: N.risticii, N.sennetsu,
N.helminthoeca

Genus: Wolbachia

Species: Wolbachia pipientis

Figure 1 : Structuration de I’ordre des Rickettsiales [reproduit de Marcelino, (2007) adapté de
(Dumler et al., 2001).

2. Notre modéle Ehrlichia ruminantium

Notre modéle d’étude, la bactérie Ehrlichia ruminantium, a été récemment repositionnée, sur
les bases de 1’analyse phylogénétique des séquences codant pour I’ARNr 16S et 1’opéron
groESL, au sein du genre Ehrlichia contenant les especes Ehrlichia canis, chaffeensis, ewingii
et muris (Figure 1) (Dumler et al., 2001). Les bactéries appartenant au genre Ehrlichia sont
des petites bactéries (0,2-0,25um) pathogeénes intracellulaires strictes qui parasitent les
cellules sanguines, épithéliales et endothéliales de nombreux mammiféres et de I'homme.
Elles sont Gram négatif mais, tout comme les Rickettsieae, elles différent de la majorité des
bactéries Gram négatif par 1’absence de production d’endotoxines et par leur transmission
essentiellement vectorielle. Largement répandues dans le monde, les Ehrlichia sp. sont les
agents étiologiques de maladies infectieuses de I'hnomme, des carnivores, des rongeurs et des

ruminants.
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2.1. Caractéristiques génomiques d Ehrlichia ruminantium

2.1.1. Souches d’E. ruminantium Gardel et Welgevonden virulentes

Les génomes de trois souches de référence ont été entierement séquencés ((Collins et al.,
2005); (Frutos et al., 2006a)). 11 s’agit de la souche d’origine, Welgevonden (Erwo) isolée en
Afriqgue du Sud (Du Plessis, 1985), d’un isolat de cette souche maintenu dans un
environnement cellulaire différent en Guadeloupe, la souche Welgevonden (Erwe) et de la
souche Gardel (Erga) isolée en Guadeloupe (Uilenberg et al., 1985; Frutos et al., 2006a).
L’analyse génomique de ces trois souches a montré que le génome d’E. ruminantium avait
une taille d’environ 1,5 mégabases (1499891 pb, 1513727 pb et 1516355 pb respectivement
pour Erga, Erwe et Erwo) avec de 920 a 958 CDS suivant les souches (Tableau 1). L’analyse
en génomique comparée de ces bactéries a permis d’identifier 3 régions RAD (regions of
accumulated differences) ou des troncations de genes ont été mises en évidence de méme
qu'un petit nombre de genes spécifiques de souches. Globalement, 57 CDS (coding
sequences) ou genes uniques (sans orthologue dans 1’'une ou l’autre souche), 18 genes
tronqués (permettant de différencier les souches ERga du groupe ERwe/ ERwo0), ainsi que des
génes fragmentés et mutés, ont été identifiés. Parmi eux, 7 seulement correspondent a des
réarrangements majeurs tels que des délétions partielles ou complétes ou des mutations
extensives. Les autres correspondent a une dégénérescence partielle des séquences. Parmi ces
18 CDS tronqués, huit sont spécifiques de Erga et dix de Erwe/Erwo et seulement 2
correspondent a des genes connus, mapl-2 (tronqué dans Erga) et ftsA (tronqué dans
Erwe/Erwo). Parmi les genes tronqués, la majorité est affectée par un seul codon stop ou
quelques mutations. L’analyse comparative des mutations basée sur les taux de substitutions
synonymes versus non synonymes entre les souches a permis d’analyser les pressions de
sélection exercées sur les genes. Sur I’ensemble des CDS identifiés, 181 montrent un nombre
significatif de substitutions synonymes qui indique l’existence d’une forte pression de
sélection dirigée vers le maintien de la séquence protéique (Frutos et al., 2006a). Seulement 3
paires de CDS ont un nombre significatif de substitutions non synonymes indicateur de

I’existence de pseudogénes ou de changements fonctionnels.
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De plus, 30 % des CDS du génome d’E. ruminantium demeurent de fonction inconnue (Frutos
et al., 2006a). Le contenu en G+C est faible avec une valeur moyenne de 27,5%. Le génome
d’E. ruminantium présente aussi un biais G-C trés prononcé d’un brin a l’autre avec
I’utilisation d’un jeu de codons différent sur chacun des deux brins, une caractéristique
connue uniquement chez Borrelia burgdorferi, I’agent de la maladie de Lyme et Treponema
palidum, 1’agent de la syphilis (Frutos et al., 2006a). Ce qui frappe en premier lieu avec le
génome d’E. ruminantium est le faible pourcentage de séquences codantes qui est de 62% a
63% associé a la présence de longs espaces inter-géniques. Bien que ce fait ne soit pas unique,
cette valeur reste néanmoins 1’une des plus faibles parmi I’ensemble des génomes bactériens.
A Tintérieur de ces espaces inter-géniques du génome d’E. ruminantium, on retrouve un
grand nombre de séquences répétées en tandem (tandem repeated sequences) (Collins et al.,
2005; Frutos et al., 2006b; Frutos et al., 2007). A ceci s’ajoute le fait que le nombre de copies
est variable de facon active (Collins et al., 2005), ce qui révéle la présence d’un mécanisme
actif de plasticité génomique du point de vue de la taille (Frutos et al., 2006b; Frutos et al.,
2007).

Tableau 1 : Caractéristiques générales des génomes d’E. ruminantium Gardel (Erga),

Welgevonden Guadeloupe (Erwe) et Welgevonden d’Afrique du Sud (Erwo)

Caracteéristiques Génome

ERga® ERwe® ERwo”
Taille du génome (pb) 1499920 1512977 1516355
% G+C 2751 % 27.48 % 27.5%
Nombre de CDS prédits 950 958 920
% de génome codant 64.4 % 63.8 % 63.1 %
Taille moyenne des CDS 1007 998 1032
Nombre d’ARNt 36 36 36
Nombre d’ARNr 3 3 3

a d'aprés Frutos et al., 2006
vd'apres Collins et al., 2005
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2.1.2. Souche d’E. ruminantium Gardel atténuée

La souche Gardel atténuée a été enticrement séquencée dans le cadre d’un projet annexe. Il
existe une forte colinéarité entre la souche Gardel virulente (données non publiées) et la
souche Gardel atténuée, passage 230 avec une taille identique des deux génomes (données
non publiées). Il n’y a pas de macro-réarrangements chromosomiques entre les deux souches.
Par contre, il existe des différences ponctuelles (2797) ainsi qu’un nombre important de
délétions/insertions (insertions 1780, délétions 500, substitutions 517) qui affectent 44% du
génome. Pour I’heure, il n’y a pas de mise en évidence de mécanismes d’atténuation par
I’analyse génomique in-silico. Cependant, seules des vérifications in situ par PCR et des
analyses fonctionnelles permettront d’évaluer I’importance de ces mutations dans les

mécanismes d’atténuation et I’impact biologique associé.

2.2. Morphologie et cycle de développement d’Ehrlichia ruminantium

E. ruminantium, est une bactérie Gram négatif, aérobie, de 0,2 a 2,7 um, souvent polymorphe,
se présentant sous une forme coccoide ou ellipsoidale. Elle est présente dans les vacuoles
intracytoplasmiques et est capable d'infecter les cellules endothéliales, les cellules de la lignée
myéloblastique et les cellules de la lignée monoblastiqgue des ruminants sauvages et
domestiques (bovin, caprin et ovin). Elle infecte aussi des macrophages de souris en
conditions expérimentales. Les études de microscopie électronique révélent l'existence de
trois stades différents de développement:

- une forme pléomorphe plus grande (1,2um-2,8um) présentant des filaments nucléiques
dispersés, les corps réticulés (van Vliet et al., 1992). Les corps réticulés, visibles 2 a 4 jours
apreés infection sont considérés comme des formes végétatives non infectieuses

- une forme intermeédiaire (0,9um-2,2um) issue de la modification des corps réticulés et ayant
un ADN plus condense, les corps intermédiaires.

- une forme plus petite (0,6-1,2um) ayant les filaments nucléiques condensés. Ils sont appelés
corps élémentaires ou corps initiaux denses (ou dense-core forms). Ce sont des éléments
ovoides, limités par une double membrane. Le corps élémentaire constitue la forme libre et

infectieuse de la bactérie. 1l adhere et pénétre dans la cellule endothéliale par un processus qui
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ressemble a la phagocytose ou il se développe et se multiplie au sein d’une vacuole
cytoplasmique bordée d’une double membrane dérivant de la cellule hote. Dans la vacuole,
les organismes se divisent par fission binaire jusqu'a former une large colonie dénommée
morula (figure 2). Apres environ 4 a 6 jours de développement in vitro, la lyse de la cellule

hote conduit a la libération de centaines de corps €lémentaires qui peuvent initier de nouveaux

cycles infectieux (Jongejan et al., 1991).

Figure 2 : Observation par microscopie optique de morula d’E. ruminantium (indiquées par
des fleches) dans des cellules endothéliales aortiques bovines (BAE) infectées in vitro. (N.

Vachiéry)

L’infection du vecteur se fait lors du repas sanguin. Initialement, dans les tiques, E.
ruminantium se développe dans les cellules épithéliales de [’intestin, puis gagne
I’hémolymphe d’ou elle diffuse vers les glandes salivaires (Figure 3). La salive de la tique
représente donc le principal matériel biologique infestant pour les hétes réceptifs. Beaucoup
de zones d’ombre persistent en ce qui concerne les mécanismes environnementaux, cellulaires
et moléculaires qui orientent 1’acquisition de la bactérie par le vecteur hote. Les mécanismes
qui permettent le passage de la bactérie de I’intestin vers les glandes salivaires et donc sa
transmission au cours de I’infection des animaux sensibles demeurent encore mal connus a ce

jour.
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Figure 3 : Cycle de développement d’E. ruminantium dans I’héte et le vecteur (D. Martinez)

3. Etude des mécanismes connus intervenants dans la pathogenese des bactéries

intracellulaires

De nombreuses études ont permis de mieux connaitre les mécanismes de pathogenese de
bactéries libres ou intracellulaires non obligatoires ; par contre les déterminants génétiques
responsables de la pathogenese des Rickettsiales sont encore mal connus. Grace a la
disposition de nombreux génomes de Rickettsiales, la génomique comparative a permis
d’identifier des genes potentiellement impliqués dans leur pathogenése. Ces genes codent
entre autres pour des protéines qui permettent 1’invasion, la survie de la bactérie dans la

cellule hote et I’échappement aux systemes de défense endogenes.

3.1. Internalisation, invasion et mobilité par polymérisation d’actine

Beaucoup de bactéries intracytoplasmiques peuvent infecter une cellule ou se déplacer de
cellule en cellule, facilitant leur survie, en polymérisant 1’actine de la cellule hote. L actine est
une protéine extrémement conservée et abondante dans le cytosquelette des cellules
eucaryotes et est essentielle dans I’architecture et la motilité cellulaire. L'actine forme des

filaments en polymérisant et participe a de nombreuses fonctions cellulaires essentielles
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comme la division cellulaire, la formation d'extensions membranaires comme les filopodes et
les lamellipodes, les jonctions entre cellules et la phagocytose. Plusieurs familles de protéines
régulent la dynamique du cytosquelette d'actine. Certaines favorisent la nucléation, d'autres la
polymérisation, la stabilité des filaments ou leur dépolymeérisation. Ainsi certaines protéines
bactériennes telles que ActA chez Listeria monocytogenes et IcsA (VirG) chez Shigella.
flexeneri (Domann et al., 1992) peuvent induire la polymérisation de 1’actine en recrutant des
protéines du cytosquelette, notamment les protéines du complexe Arp2/3 et N-WASp. IcsA
est une protéine de membrane externe de 1 102 acides aminés. La caractéristique majeure de
cette protéine est la présence de répétitions riches en glycine dans la premiére partie de la
protéine. Cette protéine est distribuée de maniére polaire a la surface de la bactérie. Lorsqu’on
exprime IcsA chez E. coli K12, les bactéries forment des comeétes similaires a celles de
Shigella (Goldberg and Theriot, 1995; Kocks et al., 1995). ActA, est une protéine de surface
ancrée dans la membrane par une région hydrophobe. Cette protéine de 610 acides aminés se
caractérise par la présence d’une région centrale constituée de répétitions riches en résidus
proline. Comme IcsA, ActA est distribuée de facon polaire a la surface de la bactérie.
Lorsqu’on exprime ActA dans la bactérie non pathogeéne Listeria innocua, elle est capable de
se déplacer, en polymérisant I’actine, dans un milieu constitu¢ d'extraits d'ceufs de xénopes
(Marchand et al., 1995; Theriot et al., 1994). ActA et IcsA agissent de facon différentes mais
le mécanisme général est similaire. En effet, la protéine IcsA recrute une protéine cellulaire
N-WASp, qui a la capacité de recruter le complexe Arp2/3 (complexe de sept protéines). Ce
complexe devient alors actif, c’est-a-dire qu’il est capable de catalyser 1’étape limitante de
nucleation dans le phénomeéne de polymérisation de 1’actine (Egile et al., 1999). La protéine
ActA mimerait 1’action de la protéine N-WASp en recrutant directement le complexe Arp2/3
par son domaine amino-terminal. Une des propriétés importantes du complexe Arp2/3 sous sa
forme activée, est qu’il permet non seulement la mise en route de la polymérisation de
I’actine, mais encore le branchement de filaments d’actine (Cossart, 2000).

Ogata et collaborateurs ont identifié une protéine (RickA) chez R. conorii (RC0909) qui
possede un domaine similaire a ActA capable d’activer Arp2/3 et donc d’induire la
polymérisation d’actine (Gouin et al., 2004), méme si celle-ci semble étre un peu moins
efficace. Les analyses en génomique comparative ont montré que les Rickettsiales ne

possédaient pas toutes de tels genes.
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Bien que la stratégie d'internalisation de la bactérie ne soit pas clairement décrite, I'importance
du cytosquelette dynamique d'actine sous-jacent a la membrane plasmique dans ces processus
a eté démontrée chez les Rickettsiales (Gouin et al., 2004). Des voies de signalisation
complexes utilisant des récepteurs membranaires et entrainant une augmentation de la
phosphorylation de protéines sur des résidus tyrosine par des tyrosine kinases (une des
principales caractéristiques de I'activation d'une voie de transduction du signal), aboutissent
souvent a une réorganisation du cytosquelette d'actine. Des études récentes menees par
Wakeel et collaborateurs chez E. chaffeensis, ont montré 1’implication des protéines répétées
en tandem TRPs (TRP47 et TRP120) (Tandem repeat proteins) dans I’internalisation de la
bactérie (Wakeel et al., 2010). L’association de ces protéines TRP47 exprimées uniquement a
la surface des corps élémentaires a la tyrosine kinase FYN laisse supposer que celle-ci est
recrutée par TRP47 pour induire ou faciliter I’entrée de la bactérie dans la cellule hote. La
protéine TRP47 semble étre similaire a la protéine Tarp (translocated actin-recruiting
phosphoprotein) de la bactérie Chlamydia trachomatis serovars L2 qui est phosphorylée par la
protéine Abl kinase, induisant le mouvement d’actine au niveau du site d’entrée de la
bactérie. La protéine TRP47 possede son homologue chez E. ruminantium (CDS Erum1110,
ERGA CDS 01040).

Les protéines cellulaires CAPs (adenylate cyclase-associated proteins) ont été initialement
identifiées chez les levures en tant que composants du complexe adenylate cyclase,
intervenant notamment dans la régulation de ’AMP cyclique (Wakeel et al., 2010). Les
levures déficientes pour les protéines CAPs ne peuvent pas réorganiser leur cytosquelette.
Dans les cellules animales, leur role dans la régulation de 1’actine en réponse aux signaux
cellulaires est largement conservé. CAP1 est une protéine monomérique hautement conservee
et fixant 1’actine (Wakeel et al., 2010). Elle contient un domaine de fixation a 1’actine (C-
terminal), a adenylyl-cyclase et cofilin (N-terminal), et un domaine central « Src homology
3 » (SH3) et profilin, qui jouent un réle central dans la modulation de 1’actine (Hubberstey
and Mottillo, 2002). Les études moléculaires chez les levures ont montré 1’implication de
CAP1 dans les mécanismes d’endocytose et de trafics cellulaires. Dans les cellules
mammaliennes, CAP1 interagirait avec la protéine mAbpl-dynamin pour induire
I’endocytose (Kessels et al., 2001). mAbpl-dynamin est une protéine cellulaire « SH3

domaine dépendant » fixant 1’actine.
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Chez les bactéries du genre Ehrlichia, la protéine bactérienne TRP47, effecteur
multifonctionnel, interagit également avec la protéine CAP1 (adenylate cyclase-associated
protein 1) intervenant dans la fixation et la régulation des molécules d’actines de la cellule
hote, et aurait un role essentiel dans 1’infection, la survie, 1’invasion cellulaire et la mobilité
de la bactérie dans la cellule (Wakeel et al., 2010). Ces protéines sont impliquées dans divers
processus du cycle cellulaire. A la fin du cycle cellulaire infectieux, les bactéries du genre
Ehrlichia induiraient la lyse cellulaire par 1’intermédiaire d’interactions entre les protéines
TRP47 et CAP1 (Wakeel et al., 2010). Sous I’action de la protéine TRP47, la protéine CAP1
permettant le transport d’actine au niveau de la mitochondrie, induirait une altération des
mitochondries suivie d’une lyse cellulaire (apoptose) par voie mitochondriale caspase

indépendant (Wang et al., 2008).

3.2. Systemes de sécrétion (SSTs)

Les bactéries pathogenes ont développé des stratégies sophistiquées pour infecter les cellules
eucaryotes. En effet, I’interaction de bactéries pathogeénes avec les cellules hotes dépend de
facteurs sécrétés dans le milieu extracellulaire qui facilitent 1’adhésion, la virulence... On
distingue deux types de transport de molécules effectrices : la sécrétion qui définit le transport
actif de protéines du cytoplasme de la bactérie, a travers les membranes internes et externes, a
la surface de la bactérie ou dans le milieu extracellulaire, et la translocation qui se référe au
transport de protéines a travers la membrane de la cellule cible. Les systemes de sécrétions
sont composés de plusieurs protéines associées qui sont également présentes a la surface des
bactéries et agissant pour certaines (type Il et IV) comme des seringues moléculaires
injectant ainsi différents effecteurs de la bactérie dans la cellule. On pourrait diviser les
différents systémes de sécrétion en deux groupes selon qu’ils soient dépendants ou non du
systeme Sec. Le systeme Sec transporte des protéines contenant une séquence N-terminale
clivable du cytoplasme vers 1’espace périplasmique (Figure4) (Economou, 1999).
Actuellement, six voies de sécrétions ont été identifiées chez les bactéries Gram négatif. Il
existe trois voies séquentielles, les systemes de sécrétion de type Il, V et VI, nécessitant
I’exportation d’intermédiaires périplasmiques et trois voies de sécrétion en une seule étape,
les systéemes de sécrétion de type I, 11l et IV (Figure 4). Les SSTs sont conserves au niveau
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structural entre les bactéries Gram négatif et présentent de grandes similitudes avec le corps
basal du flagelle (Tampakaki et al., 2004).

3.2.1. Les systemes de sécrétion Sec-dépendant

- Le systéme de sécrétion de type Il (SST2) correspond au systeme général de sécrétion de
protéines des bactéries pathogenes et non pathogenes. Certaines protéines effectrices
contenant un signal N-terminal sont exportées a travers la membrane via ce systeme. Le
SST2, le mieux connu des voies de sécrétion, s’effectue en deux étapes. La premiére étape
consiste en un transport des protéines du cytoplasme vers le périplasme par le systeme Sec. La
deuxieme étape correspond a I’exportation vers le milieu extérieur a travers la membrane
externe par une voie différente de la premicre. L’exemple le plus étudié est la sécrétion de
pullulanase par Klebsiella oxytoca. Chez P. aeruginosa, le SST2, également appelé Xcp, est
impliqué dans la sécrétion de nombreuses enzymes et toxines, telles que I'élastase, I'exotoxine
A, la lipase, les phospholipases ou la phosphatase alcaline (Filloux et al., 1990; Filloux et al.,
1998). De plus, des protéines transposées par le SST2 telles que les phospholipases ont été
identifiées chez les Rickettsiales (Winkler and Daugherty, 1989; Walker et al., 2001).

- Le systéme de sécrétion type V (SST5) est connu comme étant un auto-transporteur. L’auto-
transporteur, contient non seulement la séquence N-terminale clivable mais aussi
I’information pour le passage a travers la membrane externe, il peut ainsi passer la membrane
externe par lui-méme (Kostakioti et al., 2005) (Fig. 1). Chez P. aeruginosa, I'estérase EStA a
été identifice comme auto-transporteur (Wilhelm et al., 1999) et deux autres homologues ont
été identifiés (Ma et al., 2003). Chez Escherichia. coli et Salmonella enterica ce systéeme est
codé par certains flots de pathogénicité. Ces protéines sont responsables de leur propre
sécrétion a travers la membrane interne et externe des bactéries Gram négatif. Chez les
Rickettsiales, beaucoup de protéines membranaires, notamment les protéines OmpA/B, ou Sca
1-3, sont reconnue pour leur appartenance a la famille des auto-transporteurs (Walker and Yu,
2005).
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3.2.2. Les systemes de secrétion Sec-indépendant

- Le systéme de sécrétion de type I, ou type de sécrétion ABC, (Figure 4) est constitue de 3
protéines, une protéine de membrane externe (OMP : Outer membrane protein) qui forme un
pore externe, une protéine périplasmique (HIyD) et une protéine incluse dans la membrane
interne qui sert de transporteur avec une activité ATPase (ABC transporteur, HlyB). Ce
systéme permet entre autre le transport de toxines RTX, protéases, lipases. Il peut également
participer au transport d’effecteurs et au recrutement de molécules essentielles au
métabolisme de la bactérie. Ce systéme de sécrétion est connu par exemple chez une souche
UPEC d’E. coli ou il est impliqué dans la synthése, I’activation et le transport d’alpha-
hémolysine (HIyA) (Braun et al., 1993). La bactérie E. ruminantium posséde plusieurs genes
codant pour les transporteurs ABC (LolD, pstB...). De plus, des protéines transposées par le
systeme de type | ont été identifiées chez les Rickettsiales.

- Systeme de sécrétion de type Il (SST3), par sa composition et son fonctionnement, est le
plus complexe des systemes de sécrétion bactériens connus et est présent dans de nombreux
genres de bacilles Gram négatif dont Yersinia, Salmonella, Shigella et les Escherichia coli
entéropathogenes (Hueck, 1998). La sécrétion de type Il est indépendante du systéme Sec,
cependant son assemblage requiert probablement le systeme Sec, car plusieurs composants
possédent des séquences signal similaires a celles trouvées dans le systeme Sec. Le SST3 est
composé de plus de vingt protéines et la plupart des protéines de la membrane interne sont
homologues aux protéines de 1’appareil de biosynthése du flagelle des bactéries Gram négatif
et positif (Cornelis, 2006). Ce systeme est dédié a I’injection d’effecteurs directement du
cytoplasme de la bactérie dans le cytosol de la cellule cible. Ces effecteurs ont pour effets la
mort cellulaire ou le dysfonctionnement de la cellule en détruisant la membrane, en perturbant
les cascades de transduction des signaux ou en désorganisant le cytosquelette (Hueck, 1998).
Ils permettent aux bactéries pathogénes d’envahir les tissus de I’organisme infecté, de
circonscrire ses défenses, de détourner la machinerie cellulaire afin d’acquérir des nutriments
et de permettre son métabolisme et sa multiplication (Tseng et al., 2009). Beaucoup de
protéines TRP sécrétées par le SST3 ont été rapportées pour leur implication dans 1’adhésion
a la cellule hote, la polymérisation d’actine et I’évasion au systéme immunitaire, notamment

chez les Chlamydiales. Cependant le systeme de sécrétion de type III n’a encore jamais été
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identifié chez les Rickettsiales. Les études complémentaires menées ont également permis
d’écarter I’hypothése d’une sécrétion des TRPs par le SST4 (Wakeel et al., 2010).

- Le systeme de sécrétion de type IV (SST4) est similaire au SST3. Il correspond a une
famille multi-génique codant des protéines membranaires internes, periplasmiques et externes.
Il est impliqué dans la translocation de molécules dans les cellules hdtes eucaryotes,
I’exportation d’effecteurs protéiques, de facteurs de virulence, d’acides nucléiques et est
impliqué dans la pathogenese de plusieurs bactéries. Ce systeme a été largement étudié dans
le cadre du transfert du plasmide Ti d’Agrobacterium tumefaciens dans des cellules de
plantes. Ce systéme est cod¢ par des génes d’ilots de pathogénicité chez plusieurs bactéries
pathogenes comme H. pylori (responsable de la sécrétion de la protéine Cag), Bordetella
pertussis, Brucella suis (Schmidt and Hensel, 2004).

Les analyses in silico, ont pu mettre en évidence la présence d’un SST4 chez les Rickettsiales,
incluant les bactéries du genre Ehrlichia. Plusieurs ORFs similaires au SST4 virB ont été
identifiés chez R. typhi, R. prowazekii et R. conorii (Walker and Yu, 2005). La bactérie E.
ruminantium possede cinq « clusters » distants de géenes vir (D. Meyer, communication
personnelle). L’ensemble des génomes de Rickettsiales séquencés présentent 4 paralogues de
la protéine VirB6 dont I’expression et la fonctionnalité ont été démontrées, notamment chez
E. chaffeensis (Bao et al., 2009). Chez la rickettsie Anaplasma phagocytophilum, la protéine
anti-apoptotique Ats-1, qui joue un rdle dans le maintien de I’intégrité mitochondriale et donc

dans la survie de la bactérie est sécrétée par le SST4.
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Figure 4 : Représentation détaillée des différents systemes de sécrétions des bactéries Gram
négatif (KEGG database)

3.3. Signalisation cellulaire, survie dans la vacuole intracytoplamique et lyse cellulaire

3.3.1. Les proteines a répétition ankyrines ou ankyrin-repeated proteins

Les motifs ankyrines sont des structures protéiques bien connues chez les eucaryotes pour
leurs implications dans les connexions des membranes cellulaires au cytosquelette. 1ls sont
constitues de deux hélices alpha séparées par une boucle et peuvent étre repétés en tandem
plusieurs fois. Méme s’ils sont relativement rares chez les procaryotes on retrouve des

protéines présentant ces mémes motifs ankyrines (notamment chez E. chaffeensis,
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Pseudomonas aeruginosa et les Rickettsiales en général) (Wakeel et al., 2010). La fonction de
ces protéines atypiques chez les bactéries est encore largement inconnue mais elles sont
fortement suspectées de participer aux interactions des bactéries avec leurs hotes, notamment
via la modulation transcriptionnelle des génes de la cellule héte en se fixant directement a la
chromatine. Elles sont impliquées dans le cycle cellulaire, I’organisation du cytosquelette, la
toxicité ou encore la réponse inflammatoire (Wakeel et al., 2010). Les Rickettsiales
séquencées possederaient au moins deux protéines a motifs Ankyrines dans leur génome, par
exemple les orthologues Ank200 et AnkA chez E. chaffeensis et A. phagocytophilum, qui sont
secrétées par le SST4 (Rikihisa and Lin, 2010). Chez Ehrlichia ruminantium 1’analyse du
génome a pu révéler la présence de quatre protéines a motifs ankyrines, dont les deux CDS
orthologues ERGA 04060 / ERWE 04110 et ERGA 06440 / ERWE 06530 chez les souches

Gardel et Welgevonden respectivement.

3.3.2. Inhibition de la fusion phagosome-lysosome

Semblable au modéle Chlamydia, les bactéries du genre Ehrlichia modifient leur phagosome
infectieux, appelé aussi inclusion ou vacuole, en exprimant tres tot leurs propres protéines a la
surface des phagosomes afin d’éviter I’apoptose des cellules. Les bactéries survivent en
position intracellulaire dans les vacuoles infestées en inhibant la fusion phagolysosomiale.
Les premicéres études réalisées sur ce phénomeéne d’échappement supposaient que 1’inhibition
de la fusion phagosome-lysosome était étroitement liée a 1’activité métabolique de la bactérie
(Brouqui, 1997; Wells and Rikihisa, 1988). Ainsi, chez E. risticii et E. sennetsu, en bloquant
la syntheése des protéines bactériennes par 1’action des tétracyclines, on restaure la fusion
phagolysosomiale (Wells and Rikihisa, 1988; Brouqui, 1997). Bien que le mécanisme précis
ne soit pas clair, il est probable que les protéines bactériennes exprimées a la surface de ces
phagosomes infectieux soient responsables du blocage de la fusion avec les compartiments
d'endocytose. Dans les cellules eucaryotes, la fusion des membranes intracellulaires est
provoquée par des membres de la famille des protéines SNARE. Ces protéines sont
conservées chez tous les eucaryotes et sont présentes a la surface de tous les compartiments de
sécrétion. Lors de la fusion membranaire, des t-SNARE (t pour target) présents sur les

organites cibles vont interagir spécifiquement avec les V-SNARE présents sur les vésicules
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plasmiques. Au cours des derniéres années, un nombre croissant de SNARE-like protéines ont
été identifiées notamment chez Chlamydia et Legionella (Paumet et al., 2009). Ces protéines
existent chez Ehrlichia et sont responsables de 1’inhibition de la fusion phagolysosomiale car

elles inhibent directement I’action des protéines SNARE eucaryotes.

3.3.3. L’échappement au stress oxydatif

Lorsqu’une cellule eucaryote (monocytes, macrophages, neutrophiles) est infectée par une
bactérie, elle augmente sa consommation en oxygeéne (poussée respiratoire) produisant ainsi
des dérivés oxygeénes, les anions superoxydes (O), les peroxydes d’hydrogéne (H,0,) (ROS,
Reactive Oxygen Species) en réponse a I’agression. La formation du H,O, se fait par
dismutation spontanée ou par le biais d’enzymes, superoxydes dismutases (SOD). L’H,0, et
O% ne sont pas des antibactériens puissants mais ils peuvent se transformer en radicaux libres
qui vont agir sur 1’intégrit¢ de la membrane cellulaire ou bactérienne. Les anions superoxydes
en association avec des produits de dégradation de la L-arginine (autre mécanisme
antibactérien) vont former des peroxynitrites qui sont hautement toxiques et ont une action
antimicrobienne importante.

Les pathogenes intracellulaires possédent des systéemes anti-oxydants qui vont étre capables
de détecter une modification de 1’homéostasie redox, puis de mettre en place la réponse la
plus appropriée pour la corriger. Le mécanisme de défense contre les superoxydes, composé
de superoxyde dismutases (SOD) existe chez les bactéries. Les Rickettsiales y compris
Ehrlichia ruminantium possédent la superoxyde dismutase (SodB) qui est une enzyme anti-
oxydante majeure. Leur expression est induite en présence de H,O, (Barloy-Hubler et al.,
2004). Chez E. coli, la lutte contre les peroxydes, les anions superoxydes et les composés non
radicalaires implique deux régulons différents : le régulon OxyR et le régulon SoxR. Le
régulon OxyR contréle la plupart des anti-oxydants en réponse aux peroxydes et a I’oxyde
nitrique et SoxR contréle la réponse aux anions superoxydes. OxyR, est un régulateur
transcriptionnel de la famille de LysR, et un senseur du stress oxydatif grace a deux protéines
particuliéres (Trx1 et Trx2), qui peuvent étre oxydées par H,O, La forme oxydée d'OxyR
induit I'expression de ses genes cibles et réprime sa propre expression. OxyR peut donc étre

soit un activateur, soit un répresseur, selon son état oxydatif (Zeller and Klug, 2006).
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Les thiorédoxines (Trx) et glutarédoxines (Grx) médiées par les régulons OxyR et SoxR,
agissent comme des anti-oxydants en facilitant la réduction de protéines oxydées (Holmgren,
1989). L’importance de Trx et Grx chez divers pathogénes a été démontrée notamment chez
Salmonella enterica serovar Typhimurium. La délétion de génes appartenant au complexe Trx
chez cette bactérie diminue de facon significative sa virulence et sa capacité de réplication
dans la cellule héte. La délétion de genes appartenant au complexe Grx est corrélée a une
diminution de la résistance au stress oxydatif, ce qui montre leur implication dans divers
processus de survie (Bjur et al., 2006). Chez Rickettsia conorii isolée dans les escarres de
patients infectés, 1’expression de Trx ( trxB2) et Grx (grxC1l) augmente en réponse au stress
oxydatif généré par la cellule (Renesto et al., 2008). Les Trx jouent un r6le majeur dans la
synthése de I’ADN et la réparation des protéines. Chez E. coli de nombreuses fonctions
cellulaires semblent liées au géne trxl parmi lesquels la division cellulaire, la régulation
transcriptionnelle, la transduction d’énergie ou encore la protection des protéines contre la

dégradation (maintien de la conformation).

3.3.4. Le stress osmotique

Les bactéries possedent des moyens de protection contre les stress osmotiques auxquels elles
sont soumises au sein de la cellule hote. Les variations osmotiques étant déléteres pour les
bactéries, celles-ci possédent des systemes de transport et/ou de synthése d’osmo-protectants
ou solutés compatibles qui assurent le maintien de ’homéostasie par leur accumulation dans
le cytoplasme ou leur rejet selon le type de stress osmotique (Smith, 1996). Les solutés
compatibles, tels que la carnitine, la proline ou la glycine bétaine, sont des composés
organiques qui peuvent étre accumulés a forte concentration dans le cytoplasme sans
interférer avec les processus cellulaires et qui rétablissent 1’osmolarité cellulaire (Patchett et
al., 1994). Certaines bactéries sont capables de synthétiser la glycine bétaine, soit par
méthylation de la glycine, soit par oxydation de la choline (Landfald and Strom, 1986).
Cependant, la plupart possédent et utilisent des systemes de transport qui permettent une
importation rapide et en masse de ce composé depuis le milieu environnant. Le systéeme de
transport le mieux caractérise est le systeme de transport proU a haute affinité pour la glycine

bétaine d’E. coli. De nombreux transporteurs proline-betaine (ProP) ont été mis en évidence
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chez les Rickettsiales en particulier R. conorii avec 11 copies de proP, R. typhi (7 copies),
chez R. prowazekii (7 copies) ou encore E. ruminantium (4 copies). Leur induction a été
démontrée en réponse au stress osmotique chez R. conorii en condition d’infection in vivo
(Renesto et al., 2008).

3.3.5. Systeme d’acquisition du fer, régulation et homéostasie

Le fer est un élément essentiel pour la plupart des organismes vivants, y compris pour les
bactéries. Notamment, de nombreuses enzymes ont un site actif fer-dépendant et la déplétion
en fer induit une inhibition de I’activité enzymatique (Paradkar et al., 2008). Quelque soit
I’environnement colonisé par les bactéries, sa concentration en fer est trés faible, exepté
quelques milieux tels que I’intestin, le colon, ou I’estomac (pH acide). Face a cette carence en
fer, la plupart des bactéries utilisent plusieurs méecanismes visant a acquérir le fer de diverses
sources. Le fer peut se trouver sous deux formes : la forme réduite ferreuse et soluble (Fe*")
qui diffuse librement & travers les membranes ou la forme oxydée et insoluble (Fe**) plus
difficile d’acceés. Dans 1’organisme hote, le fer n’existe pas sous sa forme libre et est
généralement complexé a des protéines telles que la transferrine, la lacto-ferrine et la ferritine
soit par une liaison directe avec les acides aminés, soit par liaison indirecte par 1’intermédiaire
de I’héme via les hémoprotéines (hémoglobine, myoglobine). La séquestration du fer peut étre
considérée comme un mécanisme de défense chez les cellules eucaryotes infectées par la
bactérie. Afin de surmonter cette carence en fer, et de pouvoir se développer chez I’hdte, les
bactéries ont développé deux principaux mécanismes qui leur permettent d’acquérir le fer de
I’hote. Ainsi les bactéries pathogénes possédent plusieurs mécanismes faisant intervenir
notamment les sidérophores qui ont la propriété de se fixer au fer ferrique (Fe®), et aux
protéines de I’hote liées au fer (Collins, 2003). Les entérobactines synthétisées par les
bactéries entériques, dont fait partie Salmonella, sont parmi les chélateurs de fer les plus
puissants. Caractéristiques des bactéries Gram négatif, les hémophores sont des protéines
capables de chélater I’heme de plusieurs sources d’hémoprotéines avec une forte affinité et
permettent sa reconnaissance au niveau des récepteurs spécifiques présents a la surface
bactérienne (Cescau et al., 2007). L’hémophore HxuA, secrété par Haemophilus influenzae,

lui permet d’acquérir I’héme libre ou li¢ a I’hémopexine. Un deuxieme systeéme d’acquisition
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d’héme basé sur I’hémophore, HasA (heme acquisition system) a été identifié chez plusieurs
bactéries, parmi lesquelles Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens,
Yersinia pestis, et Yersinia enterocolitica (Wandersman and Delepelaire, 2004). Chez la
bactérie E. ruminantium de nombreux génes participant au métabolisme de 1’héme ont été
identifiés : HemA, HemB, HemC, HemE, HemF, HemH. Chez les bactéries Gram négatif, la
source de fer doit traverser les deux membranes (externe et cytoplasmique) constituant la
paroi cellulaire en passant par le périplasme, afin d’€tre utilisée par la bactérie.
L’internalisation des systémes de fer complexés dans le cytoplasme fait intervenir des
récepteurs spécifiques au niveau de la membrane externe, puis des transporteurs de type ABC
au niveau de la membrane interne (Faraldo-Gomez and Sansom, 2003; Rodionov et al., 2006;
Wandersman and Delepelaire, 2004).

Il est important que la bactérie contrdle 1’homéostasie en fer étant donné son besoin vital en
fer mais aussi la toxicité du fer a I’état ferreux. La concentration en fer se fait par une
régulation fine des systémes d’acquisition et de stockage impliquant des protéines régulatrices
bien déterminées (Hantke, 2001). Chez la plupart des bactéries Gram négatif, la transcription
des génes impliqués dans le transport du fer est réalisée par 1’intermédiaire du régulateur
transcriptionnel Fur (Ferric uptake regulator) qui présente une activité dépendante du fer
(Rodionov et al., 2006). Lorsque la bactérie est dans un environnement riche en fer ferreux,
Fur lie I’ion ferreux au niveau C-terminal et acquiert une conformation qui augmente
fortement son affinité pour sa cible d’ADN. La liaison de Fur a I’ADN inhibe la transcription
des genes impliqués dans la synthese et le transport des sidérophores (Rodionov et al., 2006).
Par contre, quand la concentration de fer est faible, Fur libere le fer et quitte I’ADN
permettant a I’ARN polymérase d’accéder aux promoteurs et par conséquent les génes en
question seront transcrits (Rodionov et al., 2006). Chez les a-protéobactéries, de nombreux
régulons intervenant dans la régulation et 1’acquisition du fer, le transport de I’héme, la
biogénése et le transport des sidérophores ont été identifiés en particulier Fur, IscR, Irr ou
ICEs, RirA, Mur et MntR (Rodionov et al., 2006). Chez les Rickettsiales, le régulateur
transcriptionnel IscR (Isc cluster ou « ISCR box») semble intervenir dans la répression des

genes qui participent a la biogénése des systemes d’acquisitions de fer.
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3.4. Autres effecteurs

Certaines enzymes bactériennes ayant des activités membrano-lytiques (lyse des membranes
de la cellule héte) ou hémolytique (lyse des globules rouges) ont été détectées chez certaines
Rickettsiales (Winkler and Daugherty, 1989; Walker et al., 2001). Il s’agit de la
phospholipase D et de PAT-1 (patatin-like phospholipase) (chez Rickettsia typhi, Rickettsia.
conorii). L’expression de ces génes est corrélée a la capacité qu’ont les bactéries du genre
Rickettsia a s’échapper rapidement du phagosome cytoplasmique, leur permettant ainsi de
survivre librement dans le cytoplasme de la cellule hote. Cependant, ces génes ne sont pas
présents chez toutes les rickettsies notamment chez Ehrlichia ruminantium (Walker and Yu,
2005).

4. L’aire de la post-génomique: Profil d’expression des Rickettsiales

4.1. Innovations scientifiques : caractérisation des agents pathogénes intracellulaires

L’importance économique et la gravité des maladies provoqués par les Rickettsiales, sur les
animaux et 1’homme, nécessite de développer des stratégies de lutte efficace (contrdle ou
éradication des vecteurs, production de vaccins de seconde génération). Cependant, le
caractére intracellulaire obligatoire représente un obstacle important dans I’¢tude de la
pathogenese mais également un frein dans la lutte contre ce type de bactérie. Ainsi, des
approches innovantes (biotechnologie, genomique, analyse du transcriptome, culture
cellulaire...) doivent sans cesse étre développées et améliorées dans le but d’¢lucider les
mécanismes de virulence de ces agents pathogenes. Ces dernieres années, les améliorations
concernant les conditions de culture in vitro, 1’isolement de souches, la conservation des
vaccins, mais aussi le séquencage de plusieurs Rickettsiales ont engendré des applications
importantes au niveau de la caractérisation moléculaire (Bekker et al., 2005), en génomique
comparative (Frutos et al., 2006a; Frutos et al., 2006b; Fuxelius et al., 2007),
transcriptomique avec les puces a ADN (La et al., 2007; Renesto et al., 2008), protéomique
(Ge and Rikihisa, 2007; Huang et al., 2008), permettant ainsi des avancees significatives sur
la connaissance des mécanismes qui interviennent dans la pathogenese et la virulence de ces
organismes.
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Ainsi, plusieurs méthodes d’identifications des génes exprimés par les bactéries pathogénes
dans des conditions d’infections in vivo ou in Vitro sont couramment utilisées aujourd’hui.
Certaines d’entre elles sont applicables a 1’analyse transcriptomique utilisant la méthode des

puces a ADN ou microarrays.

4.2. La technique d’expression in vivo ou In Vivo Expression Technique (IVET)

La technique d’expression in vivo (IVET) a été élaborée pour identifier par sélection positive
les génes spéecifiquement induits chez un micro-organisme lorsqu’il infecte un animal ou une
plante hote (Mahan et al., 1993). Le systéme est basé sur un plasmide contenant un opéron
hybride dépourvu de promoteur ou les genes lacYZ sont fusionnés a un géne purA ou thyA
situé en aval du site de clonage unique. Cet opéron hybride a été construit dans un plasmide
suicide. Le clonage des fragments d’ADN pathogenes dans le site Bglll produit un ensemble
de fusions transcriptionnelles dirigées par les promoteurs qui sont présent dans I’ADN cloné.
L’ensemble de ces fusions est transféré dans une souche du méme pathogene déficiente pour
le géne purA ou thyA, dont on sélectionne 1’intégration dans le chromosome. Les pathogénes
recombinants sont utilisés pour infecter un animal traité avec un antibiotique. Les fusions qui
contiennent un promoteur actif dans I’animal permettent la transcription du géne purA ou thyA
et donc la survie de la bactérie. On teste in vitro le niveau de la B-galactosidase chez les
pathogenes survivants, isolés a partir de I’animal traité. Les clones qui contiennent des fusions
avec des geénes spécifiquement induits dans I’animal traité n’expriment pas lacZ sur les
milieux de culture et on peut donc identifier les génes auxquels appartiennent les promoteurs
en séquencant la portion d’ADN en amont de purA. Le systeme IVET a été initialement congu
pour étudier un modele murin de la typhoide « Typhimurium ». Depuis sa premiére
description 'IVET a été utilisé pour une grande quantité de pathogénes Gram négatifs et
Gram positifs dont Mycobacterium et Actinobacillus pleuropneumoniae dans un modele
porcin (Fuller et al., 1999).

Cette technique a pour avantage d’étre relativement facile a réaliser et ne nécessite pas
d’appareillages ou matériels particuliecrement couteux. Elle permet d’identifier des genes
induits lors de I’infection. Cependant elle ne permet pas d’identifier globalement tous les

génes induits in vivo puisqu’elle repose sur le séquengage des bactéries isolées post-infection.
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Un des désavantages du systeme IVET est sa tendance intrinseque a sélectionner des
promoteurs exprimeés de fagon permanente in vivo et a un niveau élevé. De plus, ’insertion du
plasmide peut désactiver un géne essentiel pour 1’infection dans quel cas, la souche ne pourra
pas étre sélectionnée et le promoteur ne sera pas identifié ce qui représente un désavantage
non négligeable. Un certain nombre de modifications de la technique permettant d’identifier
des génes qui ne sont exprimés que de fagon transitoire au cours de I’infection chez I’animal

(opéron tnpR) a éteé apporté (Camilli and Mekalanos, 1995; Handfield and Levesque, 1999).

4.3. La mutagenése a I’aide de transposon portant un marqueur-signature ou Signature

tagged mutagenesis (STM)

La technique, Signature tagged mutagenesis (STM) est une variante de 1’utilisation de la
mutagenése a I’aide de transposons, qui a été utilisé pour identifier des génes de virulence
chez les bactéries. Le principe de base est de créer a ’aide de transposons, un grand nombre
de mutants différents d’un organisme pathogene (banque de mutants), puis d’identifier les
mutants capable de survivre in vitro, mais pas in vivo. Il s’agit donc d’un criblage de tout le
génome pour trouver les genes spécifiques d’un environnement donné. Les mutants sont
produits par I’insertion de transposons qui ont chacun une étiquette composée d’une séquence
unique placée entre deux séquences connues, pour pouvoir amplifier 1’étiquette par PCR.
Ainsi chaque mutant peut étre identifieé par Southern blot en utilisant la séquence de
I’étiquette comme sonde. En comparant le profil d’hybridation de la banque de mutant avant
et apres infection in vivo, il est possible d’identifier les mutants qui n’ont pas survécu. Aprés
clonage de la région d’ADN contenant le transposon, il est possible d’identifier le géne muté
par séquengage. L’utilisation de la STM a été décrite pour la premiere fois pour
I’identification de génes de virulence de Salmonella Typhimurium dans un modéle murin de la
fievre typhoide (Hensel et al 1995). Grace a cette technique, on peut tester un grand nombre
de mutant différents et simultanément dans le méme animal, a condition que la banque de
mutant soit assez complexe. Par contre, puisque 1’identification est basée sur la technique de
southern blot et du séquencage, qui ne sont pas des methodes a haut débit, le nombre de genes
identifiés est limité. Pour palier a ces problémes, la STM a été utilisée conjointement aux

puces a ADN (Sassetti et al., 2001, 2003). Cette variante appelée TraSH, utilise des
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transposons contenant le promoteur pour la polymérase a8 ARN T7 dirigé vers I’extérieur. Il
est donc possible de transcrire I’ADN entourant le transposon et de marquer I’ARN obtenu
avec des fluorochromes. L’ARN marqué est ensuite hybridé aux puces a ADN. Ainsi, le
signal obtenu avec I’ADN de la banque de mutants récolté in vivo est comparé au signal in
vitro pour identifier les génes qui lorsqu’ils sont mutés, ne permettent pas au mutant de
survivre lors de I’infection. Cette méthode a été utilisée pour identifier les génes nécessaires a

I’infection de macrophages murins et a 1’infection persistante de la souris par Typhimurium

(Chan et al., 2005; Lawley et al., 2006).

4.4. Hybridation soustractive suppressive (SSH)

La méthode d’hybridation soustractive suppressive (SSH) est une technique puissante qui
permet de comparer ’expression de deux populations de pathogénes (deux souches ou une
méme souche dans des conditions différentes) et d'identifier ainsi des génes qui sont exprimés
dans une population et pas dans l'autre. Cette technique est appropriée pour l'identification de
messagers uniques ou rares. En outre, elle est unique, car elle est basée sur une amplification
sélective des séquences exprimées différentiellement (Diatchenko et al., 1999; Gurskaya et
al., 1996). Avec un facteur d’enrichissement allant de 1000 a 5000, la SSH est une méthode
de choix pour rechercher et cloner des séquences rares. Cependant la mise en ceuvre de la

méthode peut étre limitée dans certains cas par la quantité nécessaire de matériel de départ.

4.5. Selective Capture of Transcribed Sequences (SCOTS)

La technique SCOTS a été initialement développé par Graham and Clark-Curtiss en 1999 afin
d’identifier des geénes de Mycobacterium tuberculosis exprimés lors de D’infection de
macrophages humains en culture (Graham and Clark-Curtiss, 1999). Cette technique est
aujourd’hui largement utilisée et a permis de révéler le profil global d’expression génique de
la bactérie Salmonella Typhi a partir de macrophages humains infectés (Faucher et al., 2006;
Faucher, 2007).

D’une fagon générale, cette technique repose sur la capture specifique des transcrits bactériens

(Figure 5). L’ARN total du pathogéne est d’abord isolé et converti en ADNc en utilisant des
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amorces spéciales. La partie 3° est un nonamere aléatoire (N9) tandis que la partie 5’ est une
séquence « étiquette » connue qui n’a pas d’homologie dans le génome des espéces étudiées.
Ainsi, la conversion de ’ARN en ADNc se fait de facon aléatoire et ajoute la séquence
étiquette a chacun des transcrits. Les transcrits peuvent ensuite étre amplifiés par PCR en
utilisant comme amorce la séquence étiquette. Une fois I’ADNc synthétisé, il s’agit de
capturer les transcrits bactériens et de se débarrasser des transcrits eucaryotes et des transcrits
bactériens codants pour I’ARN ribosomal (ARNr). Pour y arriver, I’ADN génomique (ADNgQ)
de la bactérie est biotinylé et pré-hybridé avec un excés d’ADN ribosomal cloné (ADNTr)
bloquant ainsi les sites d’hybridation a I’ARNr. Vient ensuite 1’étape de capture des transcrits,
ou I’ADNg ainsi préparé est hybridé avec les ADNc provenant du pathogéne. Seuls les ADNc
bactériens pourront s’hybrider a ’ADNg. Les ADNc codant pour ’ARNr ne seront pas
capturés puisque les zones homologues sur ’ADNg sont déja bloquées par ’ADNr. Les
hybrides ADNc-ADNg sont récupérés a 1’aide de billes magnétiques couvertes de
streptavidine. Ensuite, les ADNc sont élués et amplifiés par PCR. Deux autres rondes de
capture sont effectuées pour augmenter la quantité de transcrits spécifiques du pathogeéne et
diminuer les contaminants (transcrits eucaryotes et ARNr) (Faucher, 2007). Les ADNCc ainsi
obtenus sont alors clonés et séquencés, permettant donc d’identifier les génes bactériens
exprimés pendant I’infection. Alternativement, les ADNc obtenus par SCOTS peuvent étre
hybridés aux puces a ADN pour identifier globalement les genes exprimés pendant
I’infection. La méthode d’enrichissement SCOTS a été utilisée pour plusieurs applications
différentes notamment pour 1’analyse de 1’expression par micro-arrays (Faucher et al., 2006;
Poirier et al., 2008), la production de banque de clones (Daigle et al., 2001; Dozois et al.,
2003). Par exemple, la méthode d’enrichissement qui consiste a effectuer un second SCOTS
en bloquant I’ADNg avec les ADNc provenant d’un premier SCOTS d’une condition (in
vitro), peut permettre d’identifier des génes exprimés seulement in vivo. Daigle et
collaborateurs ont eu recours a cette approche pour identifier des genes de Salmonella
enterica serovar typhi exprimés différemment dans le milieu de culture des macrophages
humains et dans les macrophages eux-mémes (Daigle et al., 2001). Les études réalisées sur
Helicobacter pylori au cours de I’infection de la muqueuse gastrique (Graham et al., 2002) ou
encore sur Salmonella Typhi au cours de I’infection des macrophages humain en cultures

(Faucher et al., 2006; Faucher, 2007) ont illustré tout I’intérét de 1’utilisation SCOTS pour
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une analyse par microarrays dans le cas de pathogenes d’intracellulaires. La sensibilité
détection des genes exprimés par le pathogene augmente avec les rondes de capture SCOTS,
avec une efficacité élevé puisque jusqu'a 75% des genes sont détectés. L’avantage majeur de
SCOTS est que cette technique ne requiert pas de modification genétique de la bactérie
étudiée, contrairement a ’IVET et a STM. Cependant avant notre étude, aucune technique
d’hybridation sélective ou soustractives n’avait été utilisée pour un pathogene intracellulaire

obligatoire de la famille Rickettsiales.
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Figure 5: Selective Capture of Transcribed Sequences (SCOTS) (d’apres Daigle et al., 2001)

4.6. Puces a ADN

4.6.1. Principe

Le développement de la génomique a conduit a I’émergence de nouvelles technologies,
comme les puces & ADN, qui permettent d’appréhender simultanément I’expression de
I’ensemble des geénes d’un organisme par 1’étude de son transcriptome. Aujourd’hui les puces

ADN sont utilisées comme outils de choix pour obtenir le profil d’expression global d’un
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pathogene dans plusieurs conditions au cours de son cycle infectieux ou encore dans des
environnements différents. Pour la majorité des puces qui sont actuellement utilisées la
technique d’analyse est basée sur une mesure relative de I’expression des genes entre deu X
conditions. L’idée conceptuelle de la puce a ADN est trés simple. Il s’agit de greffer sur une
lame de verre des fragments « synthétiques » d’ADN (les sondes) représentatifs de chacun des
génes étudiés pour un organisme donné (Ramsay, 1998; Rockett et al., 2001). Tous les genes
de la bactérie a I’étude sont préalablement déposés sur une lame de verre et servent de sonde.
Selon ce que ’on veut comparer, on peut greffer quelques génes voir un génome entier sur la
lame. Par la suite on hybride sur cette lame des transcrits obtenus d’une condition test et d’une
condition contr6le marquées par des fluorochromes différents, généralement les Cyanine 3 et
5 (Cy3 et Cy5) (hybridation compétitive). On peut aussi hybrider séparément des transcrits
obtenus d’une condition test et comparer ainsi plusieurs conditions hybridées
indépendamment entre elles a 1’aide d’un seul et méme fluorochrome, en général le Cy3 qui
est plus stable (Figure 6). Aprés hybridation des transcrits a chaque sonde, la mesure des
intensités des signaux de fluorescence relatifs a chacun des fluorochromes permet finalement
de calculer pour chaque gene le rapport des intensités, qui évalue son expression

différentielle.

4.6.2. Les limites pour [’analyse de [’expression de genes de bactéries intracellulaires

obligatoires

A Dorigine, les puces a ADN ont ét¢ appliquées au monde bactérien pour étudier I’expression
génique dans des conditions in vitro (Conway and Schoolnik, 2003). Renesto et collaborateurs
ont réalisé la seule étude transcriptomique dans des conditions in vivo pour une Rickettsie. Il
s’agit d’une étude montrant les différentes réponses trancriptionnelles de R. conorii dans les
escarres de patients infectés (Renesto et al., 2008). Les difficultés rencontrées au cours de
I’analyse du transcriptome de telles bactéries sont nombreuses. Les rickettsies sont des
bactéries intracellulaires obligatoires donc difficiles a manipuler. Leur culture in vitro sur
cellules eucaryotes peut les soumettre a des stress liés a la manipulation ou aux modifications
environnementales, modifiant ainsi trés rapidement leurs profils d’expressions. L’obtention

d’ARN messager (ARNm) bactérien en qualité et quantité suffisante est un pré-requis pour
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I’analyse du transcriptome. De plus, I’ARN bactérien posséde une demie-vie courte et peut
rapidement étre dégradé. De ce fait, I’ARN doit étre stabilisé pendant 1’extraction, ce qui
s’avére difficile pour les bactéries intracellulaires (La et al., 2007). Enfin, I’ARN bactérien se
compose en majorité d’ARN ribosomal (82%), alors que les ARN messagers représentent 2%
des ARN totaux. Lors des extractions en condition d’infection, I’ARN eucaryote est
considérablement plus abondant que ’ARN bactérien. Ce qui a pour effet de diminuer

sensiblement le signal obtenu aprés hybridation en augmentant le bruit de fond sur les lames.
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Figure 6 : Schéma représentatif des méthodes d’hybridations avec les puces a ADN (www-

Imgm.biotoul.fr)

Ainsi la purification des ARNm bactériens et I’élimination du contaminant eucaryote sont des

pré-requis pour effectuer des analyses microarrays efficaces.
41



Introduction

Ces dernieres années, la technologie des puces a été considérablement améliorée
(augmentation du nombre de spots, reproductibilité...) ainsi que le nombre de génomes a
disposition permettant ainsi d’étudier avec des lames beaucoup plus spécifiques les
mécanismes complexes intervenant dans les interactions hotes et bactéries (Cummings and
Relman, 2000). Les méthodes permettant d’éliminer les contaminants ARN provenant de la
cellule hote ont également été développés. Tout d’abord des méthodes de lyses cellulaires
sont appliquées. On utilise soit une lyse mécanique (sonication) (Nicholson et al., 2003) ou
une lyse chimique (guanidine thiocyanate) pour -détruire les membranes cellulaires
(Schnappinger et al., 2003). L’une des méthodes les plus utilisées actuellement pour enlever
I’ARN eucaryote est la technologie d’hybridation soustractive développée par Ambion
(MicobEnrich Kit). Cette technique est basée sur 1’hybridation spécifique de I’ARN 18S, 28S
et des ARNm eucaryotes polyadénylés avec d’oligonucléotides couplés a des billes
magnétiques (Leroy and Raoult, 2010). Cette méthode de purification a été utilisée avec
succes pour purifier I’ARN bactérien des cellules eucaryotes infectées permettant d’obtenir
des profils d’expressions des différentes bactéries (R. conorii, Burkholderia pseudomallei)
dans des conditions d’infections in vivo (Tuanyok et al., 2006; Renesto et al., 2008). Avec la
technique SCOTS qui sera détaillée dans le chapitre II et qui permet d’éliminer en plus le
contaminant ribosomale procaryote, I’analyse par puce ADN offre de nouvelles perspectives
dans I’é¢tude des transcriptomes de différentes Rickettsiales, telle que la bactérie E.

ruminantium.

5. Etude de D’expression des génes de la famille multi-géniqgue map d’Ehrlichia

ruminantium chez I’hote et le vecteur

Une premiere étude de 1’expression de génes d’E. ruminantium a porté sur la famille multi-
génique map (16 paralogues de genes codant pour des protéines membranaires externes) qui
comprend le gene codant pour la protéine membranaire MAP1 (Major antigenic protein) (Van
Heerden et al., 2004; Bekker et al., 2005). Cette protéine est fortement immunogéne et induit
une réponse humorale importante (van Vliet et al., 1994). Méme s’il a été prouvé que MAPI
n’est pas une protéine induisant une réponse immunitaire protectrice, cette famille multi-

génique pourrait avoir un intérét dans une approche vaccinale. L’étude a consisté a étudier
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I’expression différentielle des geénes du locus MAP, dans les cellules endothéliales de 1’hote
ruminant (bovins) et dans différentes populations de cellules de tiques. Cette étude montre
que si tous les génes map sont exprimeés dans les cellules endothéliales, seules certains sont
exprimés dans les cellules de tiques (Bekker et al., 2005). De plus, le pool de génes exprimés
dans les cellules de tiques varie suivant I’espéce et 1’origine des cellules. Le profil
d’expression des genes est cependant conservé entre les 3 souches d’E. ruminantium testées

(Gardel, Welgevonden, Senegal).

6. Présentation de la Cowdriose

6.1. La Cowdriose et agent pathogéne

Avec les theilérioses et les trypanosomoses, la cowdriose est considérée comme ’une des plus
importantes maladies infectieuses transmises par les arthropodes chez les ruminants en zone
tropicale. L’agent pathogéne est une bactérie intracellulaire stricte récemment reclassée sous
le nom d’E. ruminantium (Dumler et al., 2001). L’ordre et le genre auxquels appartient cette
bactérie est présentée ci-dessus. Les premiers cas cliniques furent rapportés par Louis
Trichardt en Afrique du sud remontent a 1838. La maladie affecte les ruminants domestiques
et sauvages et est transmise par des tiques du genre Amblyomma. En Afrique, la productivité
du bétail est séverement affectée par les tiques et les maladies qu’elles transmettent (Musoke
et al., 1997) et la cowdriose peut causer jusqu'a 90% de perte dans un troupeau, chez les races
sensibles. De fagon générale on considere que les races originaires des régions d’enzootie ont
acquis un certain degré de résistance génétique, dont le niveau est cependant difficile a établir.
Cependant, la maladie constitue un des obstacles majeurs a l'introduction en Afrique
subsaharienne et aux Antilles de races améliorées a cause de la sensibilité des races exotiques
en provenance d'autres continents. Sur le continent nord américain la présence de vecteur
(Amblyomma americanum) susceptible de transmettre la maladie et la possible migration
d’oiseaux porteurs de tiques infectées (au stade nymphal) représente un risque majeur
d’introduction de la cowdriose. Un tel scénario aurait un impact économique désastreux dans
la région avec des pertes estimées a 792 millions de dollars par an selon I’Office international

des epizooties (OIE).
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6.2. Répartition géographique

L’aire de répartition de la cowdriose s’étend a I’ensemble de 1’Afrique sub-saharienne en
dehors des zones désertiques et de la forét dense humide et est corrélée a la présence de la
tique vectrice dans ces régions (Figure 7A). Les premiers travaux de recherche sur la maladie
(étiologie, mode de transmission, pathogénie...) furent naturellement menés en Afrique du
Sud (Hutcheon, 1900; Alexander, 1931). C’est seulement a partir du début du 20°™ siécle que
la maladie a été décrite dans la plupart des pays de I'Afrique sub-saharienne, dans de
nombreuses iles (Comores, Sao Tomé, Zanzibar, Madagascar), les iles Mascareignes
(Réunion et lle Maurice). La présence de la maladie dans les Antilles Frangaises (Guadeloupe,
Marie Galante) et dans I’ile d’Antigua est corrélée a 1’indice de présence de la tique vectrice

qui a une aire de répartition plus large dans la caraibes (Figure 7B) (Camus et al., 1996).

Potential distribution of Ehrlichia ruminantium

Estimated numbers
of domestic ruminants
at risk (thousands)

Increasing risk 1,235

of disease based 760

on probability of 4510

vector tick

presence

10,254
10,407
9,317
114,104

Figure 7 A: Probabilité de présence de la maladie en fonction de la présence de la tique.

(Allsopp, 2010)
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Figure 7 B: Indice de présence de la tique A. variegatum sur les continents américain et
africain (Estrada-Pena et al., 2007)

6.3. Les espéces affectees

La cowdriose est une maladie qui touche principalement les ruminants domestiques : bovins,
caprins et ovins. Les ruminants sauvages peuvent étre également infectés. Cependant,
I’expression clinique est trés variable selon les especes ou les races, allant du portage
aymptomatique au tableau clinique fatal (Norval et al., 1990). Ainsi, parmi les 12 espéces de
ruminants chez qui I’infection par E. ruminantium a été prouvée, huit d’entre eux font 1’objet
d’un portage sub-clinique (Peter et al., 2002). Le principal réservoir sauvage serait constitué
par les buffles (Syncerus caffer) qui, aprées infection, peuvent rester porteurs du germe durant
des mois et peut-étre durant toute leur vie (Euzeby and Tindall, 2001). D’autres vertébrés ont
pu étre infectés expérimentalement (Oberem and Bezuidenhout, 1987a). La souris a ce titre
constitue un modele expérimental.
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Alors qu’un risque potentiel d’infection chez I’homme existe, E. ruminantium étant cultivable
sur cellules endothéliales humaines (Totte et al., 1993a), la cowdriose n’est toujours pas
reconnue comme étant une zoonose (Kelly et al., 1992). En 2005, trois cas humains
d’infection par E. ruminantium ont été rapportés en Afrique du Sud (Allsopp et al., 2005)
avec détection d’E. ruminantium par PCR sur les prélévements, cependant il n’a pas été
prouveé que ce pathogene était la cause de la mort de ces individus.

La connaissance de la gamme d’espéces d’animaux sauvages chez lesquels la transmission
d’E. ruminantium est possible, est un pré-requis pour mieux apprécier la dynamique de
transmission du pathogene chez les animaux domestiques vivant en zone d’enzootie mais
également pour évaluer le risque de transmission de la maladie chez les animaux importés des
zones indemnes. Des stratégies de régulation de mouvements d’animaux transfrontaliers

peuvent alors étre plus facilement développées.

6.4. Transmission

Seules les tiques du genre Amblyomma (plus de 100 especes) sont capables de transmettre
cette bactérie (Figure 8). Ainsi, en Afrique, la répartition de la cowdriose est superposable a la
distribution des tiques du genre Amblyomma. A ce jour, seules une douzaine d’espéces
seraient impliquées dans la vectorisation du pathogene (Uilenberg, 1982; Walker and Olwage,
1987), de facon naturelle ou expérimentale. Parmi celles-ci, A. variegatum (vecteur majeur) et
A. hebraeum sont les deux espéces les plus importantes sur le continent africain. Dans les
caraibes, A. variegatum, la seule espece présente, est responsable des cas de cowdrioses
recensés. Des espéces de tiques présentes sur le continent américain ont pu étre infectées
expérimentalement et représentent des vecteurs potentiels de la cowdriose : A cajannnense, A.
maculatum, A. dissimile / A. americanum. La présence de cowdriose dans les Antilles et la
capacité des tiques américaines a transmettre la maladie représentent une menace réelle pour
le continent américain (Barreé et al., 1987).

Les tiques du genre Amblyomma sont trixénes (3 hotes), chacune des trois stases (larve,
nymphe, adulte) prenant un repas sanguin sur un héte différent. Les tiques sont infectées lors
du repas sanguin sur un animal malade ou porteur asymptomatique. Elles vont ensuite se

détacher de I’animal pour muer avant d’infecter un nouvel hote. La transmission d’E.
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ruminantium par les tiques survient 1 & 3 jours apres le repas infectant pour les nymphes et 2 a
4 jours pour les adultes (Bezuidenhout, 1987; Camus and Barre, 1995). La transmission
transovarienne est possible mais elle joue un role négligeable par rapport a la transmission

transstadial.

Femelle adulte gorgée

Femelle adulte Male adulte

Figure 8 : Photo de tiques appartenant a ’espece Amblyomma variegatum (N. Vachiéry)

6.5. La maladie : symptomes et pathologie

6.5.1. Symptomes

La période d’incubation apreés une infection naturelle est en moyenne de deux semaines,
méme si elle peut aller jusqu’a un mois. Différentes formes de la maladie peuvent étre
observée allant de la forme suraigué a légere (Van de Pypekamp and Prozesky, 1987) selon la
race, I’état immunitaire, la sensibilité a la maladie, ’age de 1’animal, la virulence et la dose
infectante de I’isolat. Les principaux signes cliniques caractéristiques d’une forme grave
(aigué) sont une hyperthermie soudaine et brutale (supérieure a 41°C), pour une durée variant
de 2 a 6 jours. Cette montée en température s’accompagne généralement de divers troubles
tels que I’anorexie, 1’apathie, les troubles respiratoires (dyspnée) et les troubles nerveux
(convulsions, hypertonie). Sans aucun traitement aux antibiotiques au début de
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I’hyperthermie, I’animal meurt en développant des symptomes nerveux caractéristiques de la
maladie (pédalage, perte d’équilibre). La forme suraigué de la cowdriose est relativement rare.
Elle intervient sur des animaux trés réceptifs et 1’animal meurt par convulsion, quelques
heures apres 1’hyperthermie, sans avoir montré le corteége de signes cliniques précédents.
Enfin les formes légéres rarement mortelles existent chez certains animaux vivants en zone

d’endémie ou chez les animaux jeunes.

6.5.2. Pathologie : les lésions

Les Iésions post-mortem caractéristiques de la cowdriose sont généralement des cedémes au
niveau des séreuses (plévre et péricarde) avec présence d’exsudats (Prozesky, 1987a, b). On
note un hydropéricarde plus important chez les petits ruminants que chez les bovins. Cette
caractéristique est a I’origine du nom anglais de la maladie: heartwater. D’autres 1ésions
moins caractéristiques peuvent apparaitre telles que splénomégalie, hémorragies dans divers
organes, congestion hépatique. Enfin au niveau du cerveau, on observe généralement une
congestion vasculaire accompagnée parfois d’cedémes. Les 1ésions histologiques observées,
oedéme pulmonaire et péricardique, résultent d’une augmentation de la perméabilité
vasculaire (processus inflammatoire aigu), le liquide infiltrant contenant en majorité des
macrophages. Cependant il ne semble pas exister de corrélation entre la sévérité des lésions et

la présence du pathogéne dans les tissus infectés.

6.6. Diagnostics

Les méthodes traditionnelles qui permettent le diagnostic de la cowdriose comprennent :
- la reconnaissance des signes cliniques (hyperthermie élevée, signe nerveux, détresse
respiratoire et mort en 2 a 5 jours). Cependant ces symptomes peuvent étre confondus
avec d’autres maladies d’origine bactérienne (Uilenberg, 1983).
- un diagnostique microscopique qui se fait par recherche de colonie d’E. ruminantium
dans les capillaires cérébraux a partir d’un frottis de cerveau coloré¢ au GIEMSA. Il
faut au préalable effectuer une biopsie au niveau du cerveau de 1’animal pour

récupérer un fragment de substance cérébrale.
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Des méthodes moléculaires plus sensibles ont été développées basées notamment sur
I’amplification par PCR de séquences spécifiques d’E. ruminantium (géne mapl et fragment
de gene pCS20), pour la détection de la bactérie (Mahan et al., 1998; Martinez et al., 2004;
Raliniaina et al., 2010). Avec ces nouveaux outils moléculaires, des études épidémiologiques
ont pu étre menées sur la prévalence du pathogene et la caractérisation des souches (Martinez
et al.,, 2004; Raliniaina et al., 2010). Ces méthodes sont complétées par le diagnostique
sérologique : indirect fluorescent antibody (IFAT) (Du Plessis and Malan, 1987), enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA) (Sumption et al., 2003).

6.7. L’immunité

Lorsqu’il s’agit de pathogénes intracellulaires obligatoires, la réponse cellulaire chez 1’hote
est en général plus complexe et fait intervenir une réponse a médiation cellulaire et des
médiateurs solubles interleukines (1) et cytokines. Au cours de leur développement
intracellulaire, les pathogénes ne sont pas directement accessibles au systéme immunitaire.
Leur présence est signalée a la surface des cellules infectées soit par présentation de peptides
en association avec les molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) ou alors
par ’expression de protéines excrétées par ce dernier. L’absence d’acces direct de certains
effecteurs solubles ou le respect de I’intégrité de la cellule infectée fait intervenir des cellules
spécialisées capables de détruire sélectivement les cellules infectées. Ainsi, le role primaire de
cellules cytotoxiques est de compléter la fonction des anticorps qui sont plus efficaces dans la
lutte de pathogénes libres (Kaufmann, 1993).

Les connaissances que nous avons de I’immunité protectrice contre la cowdriose restent
encore fragmentaires car les mécanismes mis en jeu ne sont pas bien élucides. Cependant, les
divers travaux ont démontré que I’immunité protectrice contre E. ruminantium est
principalement a médiation cellulaire (Totte et al., 1997; 1999), avec une augmentation
significative des lymphocytes T CD8" et un role important de I'IFNy sécrété a la fois par les
lymphocytes T CD8+ et CD4+ . Méme si les anticorps produits sont détectables aussitot
qu’apparaissent les premiers symptomes fébriles (Viljoen et al., 1987), ils ne semblent pas

jouer un réle majeur dans la protection. En effet leur taux dans le sang n’est pas corrélé a la
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durée de la protection, et le transfert de sérum d’animaux immuns n’induit pas de protection
chez des animaux naifs. Expérimentalement, il a été prouvé que les interférons a et y ont un
effet inhibiteur puissant sur la croissance d’E. ruminantium (Totte et al., 1993b). L’effet
antagoniste des Interleukines (lIs) sur 1’évolution de la maladie a également été montré. Ces
médiateurs chimiques notamment 1’1l-1 et I’I1-6 ont un role de cofacteur de stimulation des
lymphocytes B et T mais sont aussi des cytokines pro-inflammatoires ayant un role potentiel

dans le processus morbide.

6.8. Contrble de la maladie

Actuellement il existe quatre grandes stratégies de controle de la cowdriose :

1) le traitement a base de tétracyclines (Van Amstel and Oberem, 1987). Le traitement n’est
réellement efficace que s’il est administré tot, au début de la phase hyperthermique avant
I’apparition des signes cliniques de focalisation (nerveux et cardiaque).

2) le contrdle du vecteur par des acaricides, méthode potentiellement nocive pour
I’environnement (selon le produit utilisé¢) et dont le codt élevé dans les stratégies d’éradication
limite son utilisation.

3) en mettant a profit la résistance naturelle des jeunes animaux et des races indigénes dans
les régions d’endémies.

4) la vaccination (Van Amstel and Oberem, 1987; Uilenberg, 1990).

Il existe différents types de vaccination mais jusqu’a présent la seule méthode commercialisée
est basée sur une infection avec un inoculum infectieux (sang, broyat de tiques) et un
traitement aux tétracyclines lors de ’apparition de la fievre (Oberem and Bezuidenhout,
1987Db). Depuis de nombreuses années des essais de développement de vaccin ont été réalisés.
L’immunisation utilisant un vaccin inactivé a partir d'E. ruminantium cultivés sur des cellules
endothéliales bovines a été développé par Martinez et collaborateurs (1994). Le vaccin
inactivé confere une bonne protection avec 80 a 100% de protection pour des animaux
immunises et infectés avec une souche homologue et une protection plus faible lors d’une
infection hétérologue (Martinez et al., 1994). Le principal avantage du vaccin inactivé est la

possibilité de fournir un vaccin multivalent avec un cocktail de plusieurs souches a condition
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qu’elles soient isolées et cultivées in vitro. Il a été montré récemment qu’un vaccin incluant
une souche de référence Gardel et une souche locale permettait une bonne protection de
moutons sensibles a la cowdriose lors d’essais sur le terrain au Burkina Faso (Adakal et al.,
2010).

Le développement de la culture cellulaire a permis ’atténuation de plusieurs souches d’E.
ruminantium in vitro, offrant ainsi de nouvelles possibilités vaccinales. Ainsi des souches
comme Gardel, ou encore Sénégal ont pu étre attenuées aprés de multiples passages sur
cellules endothéliales (200 et 60 passages respectivement) (Jongejan et al., 1993). La souche
Welgevonden a aussi pu étre atténuee en cultivant la souche dans des macrophages canins
(Zweygarth et al., 2005). La methode de vaccination par inoculation de souches atténuée a
montré son efficacité dans le cas d’une infection homologue (100 % de protection) & la fois en
conditions contrdlées et lors d’essais sur le terrain (Faburay et al., 2007). Le vaccin atténué
comme le vaccin inactivé confére une protection plus faible lors d’infection avec des souches
différentes des souches vaccinales. De plus, il n’existe que peu de souches atténuées et un
risque de réversion de 1’atténuation est possible.

En dehors des améliorations notables au niveau des processus de génération de vaccins
(stabilité, conservation, colts, accessibilité) et des bons niveaux de protection obtenus pour
ces différents vaccins dans le cas de protection contre une infection homologue, la grande
diversité des souches d’E. ruminantium dans les régions enzootiques est une problématique
majeure pour 1’élaboration d’un vaccin efficace. En effet, au vu de cette grande diversité il
serait tres difficile d’atténuer toutes les souches d’E. ruminantium, certaines n’étant pas
atténuables par passage in vitro.

Dans ce contexte, 1’élaboration d’un vaccin recombinant incluant des genes ou antigenes
ciblés d’E. ruminantium et induisant une protection pour un panel de souches semble étre une
alternative intéressante. Sur ce principe, deux souches d’E. ruminantium possédant des
phénotypes différents (absence de protection croisee) ont été séquencées pour trouver en autre
des genes candidats a 1’élaboration de vaccin recombinant: E. ruminantium Gardel (isolée en
Guadeloupe a Gardel) et d’E. ruminantium Welgevonden (isolé en Afrique du sud). Des
travaux ont été réalisés sur les protéines membranaires de surface appartenant a la famille
multigénique mapl (Major antigen protein). Ainsi un plasmide exprimant la protéine MAP1 a

été réalis¢ mais les essais sur les ruminants n’ont pas €té concluants surtout en ce qui
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concerne la protection en challenge hétérologue (Nyika et al., 2002; Nyika et al., 1998).
Récemment, trois genes ont été sélectionnes pour leur polymorphisme de souches CpG1,
CpG2 et CpG3 (Cowdria polymorphic genes) et testés au sein d’un vaccin ADN plasmidique.
Aucune efficacité n’a été montré lors de la vaccination avec le vaccin ADN. Par contre,
lorsqu’une pré-immunisation avec la protéine recombinante CPG1 est effectuée avant
I’immunisation plasmidique CpG1 il y a une protection des animaux contre une infection
homologue (Pretorius et al., 2010). Cette protection ne garantit pas une protection efficace sur

le terrain si un mélange de CpG1 de souches différentes n’est pas testé.

7. Problématique et objectifs

Jusqu'a aujourd’hui trés peu d’analyses transcriptomiques ont été réalisées chez les
Rickettsiales. Plus précisement sur notre modeéle, I’é¢tude du transcriptome d’E. ruminantium
n’a pas encore été réalisée, seule I’expression d’un nombre limité de geénes a un stade de
développement et dans un environnement donné a fait 1’objet de recherche. Certains
mécanismes commencent a étre ¢lucidés avec I’avénement de méthodes permettant d’étudier
le transcriptome et le protéome des pathogenes mais globalement la pathogenese et en
particulier les genes de virulence exprimés par E. ruminantium au cours d’une cinétique
d’infection n’ont pas encore été identifiés. Avec I’amélioration de la culture d’E. ruminantium
in vitro dans les cellules endothéliales bovines, les possibilités d’analyses pour comprendre ce
qui se passe au cours du cycle complexe de la bactérie ont augmenté. De plus, la souche
Gardel a pu étre atténuée in vitro au sein de notre laboratoire nous donnant I’opportunité de
comparer les niveaux d’expression entre une souche virulente et une souche atténuée au cours
du temps et ainsi d’identifier les mécanismes associés a la virulence et a ’atténuation des
souches.

L’annotation du génome des deux souches Gardel et Welgevonden d’E. ruminantium a
permis d’identifier de nombreux genes dont certains semblent étre impliqués dans divers
processus permettant la survie de la bactérie dans le milieu intracellulaire, ouvrant ainsi un
champ d’application tres large a partir des données génomiques (Frutos et al., 2006a). Le fort
pourcentage de genes de fonction inconnue (~30% des CDS) dans un si petit génome (920 a

958 CDS) est révélateur de I’hyperspécialisation de la bactérie a son hote. Il est possible que

52



Introduction

parmi ’ensemble de ces génes se trouve des candidats qui possédent un role capital dans la
virulence d’E. ruminantium. De plus la spécificité de 1’interaction de chaque souche avec
I’hdte eucaryote semble €tre un €lément important a prendre réellement en compte puisque
I’annotation du génome de Gardel et Welgevonden a révélé de nombreux geénes uniques pour
chaque souche (57 CDS) mais aussi des genes tronqués permettant de les différencier entre
elles.

Dans ce contexte, le but de cette thése est d’étudier pour la premicre fois le transcriptome d’E.
ruminantium. L’objectif principal est de comparer la souche Gardel virulente et la souche
atténuée a différents temps de I’infection afin d’identifier a tous les stades de développement
les genes différentiellement exprimés. La comparaison des modifications d’expressions des
geénes a I’intérieur des cellules endothéliales bovines entre les souches atténuées et virulentes,
d’un stade de développement a un autre, permettra de mieux comprendre la pathogenese d’E.
ruminantium en identifiant les génes cruciaux impliqués dans la virulence et dans I’interaction
hote-pathogene.

Les geénes dont le niveau d’expression est altéré chez la souche atténuée par rapport a la
souche virulente feront I’objet d’études approfondies en génomique comparative puisque nous
disposons également de la séquence du génome de la souche Gardel atténuée. Des mutations
sur la souche atténuée par rapport a la souche virulente pourraient confirmer le réle dans la
pathogenése de génes identifiés par 1’étude transcriptomique.

Dans un premier temps la méthode SCOTS (Selective Capture Of Transcribed Sequences) est
utilisée sur les échantillons biologiques généreés in vitro de maniére a éliminer le contaminant
ARN eucaryote de la cellule hote, I’ARNr procaryote et d’enrichir spécifiquement en ARN
messager bactérien (Daigle et al., 2001). Ensuite, les échantillons générés par SCOTS sont
hybridés sur des puces a ADN pangénomiques contenant des sondes oligonucléotidiques
specifiques de la bactérie E. ruminantium, permettant ainsi de détecter 1I’expression de chacun
des génes de Gardel. Le différentiel d’expression des genes est ensuite validé par PCR en
temps réel sur un nombre restreint de genes.

L’objectif a long terme est d’apporter les éléments pouvant conduire a un meilleur contrdle de
la maladie par I’élaboration de vaccin de deuxiéme génération : vaccin recombinant ou
atténue. La connaissance des génes impliqués dans la pathogenése et le développement

devrait permettre d’¢laborer un vaccin recombinant contenant des antigenes d’E.
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ruminantium important au développement de la bactéric ou d’atténuer par ingénierie
génétique n’importe quelle souche d’E. ruminantium. Ce vaccin de nouvelle génération
semble étre d’autant plus nécessaire que la bactérie présente une forte diversité génétique,
mais aussi phénotypique en fonction des souches. Pour contourner ce probléeme de diversité
I’utilisation d’un vaccin multivalent comprenant plusieurs genes ou antigénes est une

alternative envisageable.
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CHAPITRE II.

Protocole experimental et stratégie d’étude : Etapes préalables
nécessaires a I’analyse du transcriptome d’Ehrlichia ruminantium
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1. Préparation du matériel biologique : Les souches Ehrlichia ruminantium Gardel

virulente et atténuée en culture

1.1. Contexte

E. ruminantium est une bactérie intracellulaire obligatoire a cycle complexe. La difficulté
technique majeure pour I’analyse du transcriptome d’E. ruminantium comme pour toutes les
Rickettsiales, est liée a ce caractére intracellulaire obligatoire qui pose deux problemes : la
quantité limitante du matériel biologique et la pureté de ce matériel biologique. La culture de
la bactérie in vitro dans les cellules endothéliales d’aortes de bovin (BAE : Bovine Aorta
endothelial cells) permet d’obtenir différents stades évolutifs d’E. ruminantium en quantité
suffisante. De ces échantillons biologiques sont extraits d’une part de ’ADN bactérien et
d’autre part de I’ARN total incluant I’ARN bactérien et bovin. Avant d’effectuer la validation
des puces a ADN d’E. ruminantium et 1’analyse transcriptomique, plusieurs étapes
indispensables ont di étre réalisées au préalable: production d’échantillons biologiques,
synchronisation des cultures et détermination des croissances bactériennes et des points de
collectes a analyser, adaptation de la méthode de capture sélective des transcrits au modéle E.
ruminantium. Une fois les résultats d’hybridation sur les puces a ADN obtenus, la validation
par PCR quantitative en temps réel (QRTPCR) est obligatoire. Pour cela, le choix d’un ou

plusieurs génes constitutifs stables permettant la normalisation doit étre également fait.

1.2. Matériels et Méthodes

1.2.1. Production des échantillons biologiques et obtentions des ADN bactériens et ARN

totaux

L’ARNm d’E. ruminantium a été produit a partir de cultures des souches Gardel virulente et
atténuée sur les BAE. Pour augmenter le rendement dans la récolte d’ARNm, les cultures ont
été réalisées dans des boites de culture Falcon 25 cm? (2 TC 25cm? par point de collecte). E.

ruminantium est une bactérie extrémement labile et donc son développement dépend tres
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fortement de 1’état physiologique de la cellule hote. Or, les cellules endothéliales sont trés
versatiles et le moindre changement de conditions environnementales perturbe leur
croissance. Ainsi pour la réalisation de ce travail de these, plusieurs cinétiques ont été
réalisées a différents passages pour la souche Gardel virulente (ERGp29, p36 et p39) et
Gardel atténuée (ERGp243, 232, 229) de maniére avoir des réplicas biologiques (représentatif
des variations inter expériences), dans des conditions de cultures identiques, mais avec un
intervalle de temps dans la production. Le milieu de culture (Glasgow minimal essential
medium) contenant 1% de L-glutamine et de pénicilline-streptomycine et de Tryptose
phosphate broth (TPB) est enrichi en sérum de veau feetal (10%) et les cellules sont incubées
a 37 °C dans une atmosphére contenant 5% de CO,. L’un des réplicats est utilisé pour
I’hybridation sur microarrays aprés capture par la méthode SCOTS ainsi que pour la
validation du différentiel d’expression de certains génes sans qu’il y ait capture de transcrits
par qRTPCR. Le deuxieme réplicat est utilisé uniquement pour la validation par gRTPCR
(Figure 9).

Cinétique Gardel
virulent/ atténuée

/ \_

N\ RN

_ ‘ Extrait 2 ‘ ‘ Extrait 1 ‘ Echantillon disponible

Réplicats
biologiques

‘ Réplicat 1

Réplicats
techniques

_ ‘ Validation gRTPCR ‘ Validation gRTPCR ‘

Figure 9: Répartition des réplicats pour I’analyse du transcriptome d’E. ruminantium

utilisation des méthodes microarrays et gRTPCR
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1.2.2. Synchronisation de [’infection et protocole de collecte des ARNs

La premiére étape a consisté a synchroniser les cultures des souches Gardel virulente et
atténuée afin d’obtenir les ARN messagers correspondant a un méme stade de
développement incluant les stades de corps réticulés, corps intermédiaires et corps
¢lémentaires. Pour Gardel virulente, 5 points de collecte des échantillons d’E. ruminantium
(lyse compléte en 5 jours) ont été realisés afin de récupérer tous les stades de développement
(récolte toutes les 24 heures post infection, hpi) ; soit 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi, 96 hpi et 120 hpi.
Le méme procédé a été appliqué a la souche Gardel atténuée mais seulement 4 points de
collecte (24 hpi, 48 hpi, 72 hpi et 96 hpi) ont été réalisés, cette souche lysant de facon
compléte et synchrone a 96 hpi. Pour I’ensemble des points de collecte, dix pour cent du
surnageant contenant les cellules infectées est récolté et conservé en culot sec pour extraction
d’ADN permettant ainsi une estimation du nombre de copie d’E. ruminantium dans chaque
échantillon par PCR quantitative en temps réel (QPCR).

Apreés 24 h, 48 h et 72 h de cultures post-infection par les souches bactériennes virulentes ou
atténueées, les cellules endothéliales sont encore indemnes et les bactéries sont toujours a
I’intérieur de la cellule hote. Les cellules infectées sont trypsinées et rapidement lavées avec
du milieu de culture d’infection pour arréter 1’action protéasique de la trypsine. Le surnageant
contenant les cellules infectées est centrifugé a 1700 g pendant 5 min a 4°C et le culot
cellulaire est rapidement lysé dans du TRIzol (Invitrogen, 2,5 ml pour une Tc 25 cm?) et
conservé a -80°C pour extraire I’ARN total, qui servira pour 1’analyse transcriptomique
(Figure 10). A 96 hpi pour la souche virulente, lorsque les plages de lyse sont visibles, le
surnageant est collecté et ultracentrifugé avec le tapis cellulaire préalablement trypsine.

Apres 96 hpi ou 120 hpi lorqu’il y a 80% de lyse, on collecte le surnageant contenant les
corps élémentaires et si nécessaire les cellules adhérées sont grattées. Le surnageant contenant
cellules infectées et corps élémentaires est ultracentrifugé pendant 15 min a 20000g, a une
température de 4°C. L’ensemble du culot cellulaire est lysé¢ a 1’aide du TRIzol et les

échantillons sont conservés a -80°C.
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ARN pour SCOTS, microarrays et qRTPCR

Figure 10: Protocole expérimental mis en place pour I’extraction de I’ARN d’E. ruminantium

1.2.3. Viabilité et quantification bactérienne par gPCR

Pour chaque infection de cellules par E. ruminantium, le pourcentage de viabilité de
I’inoculum est mesuré en utilisant un kit de viabilité bactérien (live/dead BacLight Bacterial
Viability Kit (Invitrogen, France)) (Vachiery et al., 2006). Le pourcentage de bactéries
vivantes est estimé par cytométrie en flux (Figure 11 A et B) tandis que la concentration totale
en bactéries se fait sur lame de comptage au microscope a fluorescence. Puis un inoculum
calibré est utilisé pour infecter les cellules (1.1 x 10’ corps élémentaires vivants pour 1.42x
10° cellules).

A chaque point de collecte, on effectue une quantification de la bactérie a partir de ’ADNg
extrait par gPCR utilisant une sonde spécifique dirigée contre le gene mapl d’E.
ruminantium, dont une seule copie est présente sur le génome. La quantification est réalisée
dans un volume réactionnel de 25 pL. Le mix est composé du Tagman universal PCR master
mix (Applied Biosystems), de 900 nM d’amorces sens et anti-sens, de 250 nM de sonde et
d’H,0 avec comme matrice 4 pL de I’ADNg extrait. Un plasmide contenant la cible mapl est
utilisé pour la réalisation de la gamme étalon obtenue a partir de dilutions successives. Un
témoin négatif constitué d’eau est inclus pour chaque essai. Les conditions d’amplification

dans le thermocycleur (ABI-Prism 7000, Applied Biosystems) sont : 2” a 50°C, 10” a 95°C, 40
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cycles comprenant 15”4 95°C, 1’ a 60°C. La lecture de la fluorescence se fait a chaque cycle
lors de la deuxiéme étape.

Les amorces utilisées ont les séquences suivantes:

- maplgard-ex3F : 5 CACTTGAAGGAATGCCAGTTTCTC 3’

- maplgard-ex3R : 5 CTTAGGATTTGTAGCATTGATTACTGACACT 3’

La sonde map1l spécifique d’E. ruminantium posséde la séquence suivante :

- maplgard-ex3m2 : 5° 6-FAM-ATGCCTGCACACACATAT-MGB

Un réplicat technique est effectué sur tous les échantillons quantifiés.

1.2.4. Colorations et observations
Pour vérifier la synchronisation du développement d’E. ruminantium et 1’absence de
contamination, on effectue une coloration RAL 555 (fixation Ethanol, Eosine et Bleu de
méthyléne). Une observation (avant et aprés coloration) par microscopie inversée des stades

de développement de la bactérie est effectuée en paralléle.

1.3. Résultats

1.3.1. Viabilité et quantification bactérienne par gPCR

Pour chaque infection avec une souche Gardel virulente ou atténuée, la viabilité estimée de
I’inoculum était toujours supérieure a 50% (entre 52 et 80%) (Figure 11).

Pour les souches virulentes, les cinétiques obtenues ont un profil classique des cinétiques
bactériennes avec une phase de latence entre 24 et 48 hpi, une phase de croissance
exponentielle entre 48 et 96 hpi et le plateau qui est atteint entre 96 hpi et 120 hpi. Pour les
souches atténuées, la phase de latence n’est pas observée ; en effet a 24 hpi on se situe au
début de la phase exponentielle de croissance (Figures 12 A, B, C, D). Les résultats de
quantification des échantillons montrent une tres bonne reproductibilité des expériences avec
des profils similaires entre les réplicats biologiques a la fois pour la souche virulente et pour
la souche atténuée. (Figure 12 A, B, C, D). Toutefois on observe une différence de quantité

d’environ 1 logl0 entre chaque réplicat biologique pour les souches virulentes et atténuées.
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Ces différences sont sirement dépendantes de 1’état physiologique des bactéries lors de
I’infection de départ.

) A. ERGp39 2 B. ERGp243
- =
3 2]
9% N o v 2
W - 'S s
" '.. .
= 2| R
Viabilité= 56 % M Viabilité= 74 %
10 10' 10° 10 10¢ 10° 10 10 10°
FL1

10°¢
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Figure 11. Estimation de la viabilité d’E. ruminantium ERGp39 (A, virulente) et ERGp243
(B, atténuée) par la cytométrie en flux
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Figure 12 : Quantification absolue par gqPCR a I’aide d’une sonde tagman spécifique du géne

mapl

1.3.2. Colorations et observations par microscopie

Les colorations ‘ont permis de suivre 1’évolution de I’infection en temps réel. Différentes

phases du cycle de développement ont pu étre observées notamment 1’apparition des morulas

et la lyse cellulaire. Les observations réalisées sont les suivantes :

- Généralement a 24 hpi les BAE sont bien infectées ; elles sont trés gonflées et condenseées, il

n’y a pas d’effet cytotoxique (Figure 13 A).

- A 48 hpi on observe 1’apparition de condensations en forme de strie sur I’ensemble du tapis

cellulaire avec parfois I’observation de morulas pour la souche atténuée (Figure 13 B).

- A 72 hpi la souche Gardel atténuée présente des morulas plus grosses en grande quantité et

on commence a detecter les morulas chez Gardel virulent (Figure 13 C).
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- A 96 hpi de grosses morulas sont visibles avant et aprés coloration chez Gardel virulent et il
y a tres peu de lyses (<10% du tapis cellulaire). Cependant les cellules sont extrémement
condensees (90% du tapis cellulaire). Pour la souche atténuee, les cellules ont completement
lysées a 96 hpi, avec une lyse proche de 100% du tapis cellulaire pour toutes les boites de
culture (synchronisation sur toutes les boites). La coloration permet de mettre en évidence de
nombreuses morulas par cellule et on observe dans le milieu de culture des corps élémentaires
au niveau des points d’éclatement des morulas.

- A 120 hpi une lyse supérieure a 80% est observé pour Gardel virulente sur I’ensemble des

boites infectées (Figure 13 D).

A. 24h post-infection (hpi) B. Petites morulas 48 hpi (M)

C. Grosses morulas 72hpi (M) D. Lyse totale 96hpi/120hpi (CE)
Figure 13 : Observation de I’évolution du cycle infectieux des souches d’E. ruminantium par

coloration a différentes heures post infection (hpi) (RAL 555, L. Emboulé)
M= morulas ; CE= corps élémentaires
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1.4. Conclusion

Cette partie présente le protocole expérimental mis en place afin d’obtenir le matériel
biologique aux différentes phases de développement d’E. ruminantium nécessaire a 1’étude du
transcriptome. Plusieurs précautions ont été prises pour vérifier la synchronisation mais aussi
la reproductibilité¢ des cinétiques. La calibration de I’inoculum (viabilité et quantification)
permet d’obtenir une dose infectieuse identique quelque soit la souche utilisée. Le suivi de
I’évolution de D’infection par la coloration permet d’observer différentes phases dans
I’évolution du cycle complexe de la bactérie. Ainsi, par ces différentes étapes dans la
production du matériel nous nous assurons que nous récoltons plusieurs stades évolutifs de la
bactérie, particulierement les morulas et les corps élémentaires qui sont récoltés a partir des
24 h précédant la lyse cellulaire. Lors de la lyse totale, nous récoltons majoritairement des
corps élémentaires (a 120 h et 96 h) pour les deux souches qui correspondent aussi au statut
de I’inoculum infecticux TO. De la méme maniére a 48 hpi, nous récoltons majoritairement
des corps réticulés. Pour les temps intermédiaires, il est possible qu’il y ait un mélange des
différents stades de développement de la bactérie dans les échantillons collectés. Par
conséquent 3 stades concordants peuvent étre comparés entre les souches virulentes et
atténuées. Les stades correspondant (i) aux 24 hpi suivant I’infection (24 hpi), (ii) le stade
évolutifs dans lequel on retrouve un grand nombre de morula (48 hpi (atténuée) vs 72 hpi
(virulente) dans la phase exponentielle de croissance et (iii) la phase de lyse cellulaire (96 hpi
vs 120 hpi). Les échantillons générés selon le méme procédé doivent ensuite servir pour
réaliser ’analyse du transcriptome par I’intermédiaire de la technique SCOTS, pour une partie

et a la validation des résultats obtenus par qRTPCR, pour une autre partie.

2. Vérification expérimentale de la virulence et de ’atténuation des souches Gardel in

Vivo

2.1. Contexte

Notre étude repose sur la comparaison entre les souches Gardel virulente et atténuée au cours
du cycle de développement. Nous avons vu qu’une lyse des cellules était observée in vitro

aussi bien dans la souche atténuée que dans la virulente. Méme si des expériences précédentes
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au sein du laboratoire ont montré I’innocuité de la souche Gardel atténuée, ces résultats n’ont
pas été publiés. Par conséquent, la vérification in vivo de I’atténuation de la souche Gardel est
nécessaire pour valider notre modele expérimental. Les précédents essais vaccinaux menés
par Vachiéry et collaborateurs ont permis d’estimer la dose 1étale quantifiée in vitro pour la
souche Gardel virulente : elle est de 30000 et 90000 corps élémentaires vivants. La virulence
de la souche Gardel a été vérifiée de nombreuses fois car elle est systématiquement utilisée

lors des essais vaccinaux réalisés dans le laboratoire en conditions contrdlées.

2.2. Matériels et méthodes

Le challenge des chévres avec les deux souches de Gardel (virulente et atténuée) a éte réalisé.
Pour cela une chévre (n°0212) naive a €té infectée avec une dose Iétale de 90000 CE vivants
de Gardel virulente passage 27. Deux autres chévres ont été infectées simultanément avec une
dose létale (90000 CE) (chevre n° 0614) et une dose correspondant a plus de 10 fois la dose
létale minimum (900000 CE) (chévre n° 0541) avec la souche vivante Gardel atténuée
passage 230. Pendant un mois post-infection, les signes cliniques ont été observés et pondérés
par des indices correspondant aux criteres définis dans le tableau 2.

Tableau 2: Evaluation pathologique avec indices en fonction de I’intensité des signes
cliniques observés chez une chévre naive ou vaccinée infectée avec une dose d’E.
ruminantium vivante

Période d’incubation  Intensité de la fievre Signes nerveux Autres signes Scores cliniques
(jours) © (°C)
P1>13 40>T>39.5 tremble Couché/ Anorexie 1
9<PI<11 41>T>40 titube 2
Pl<9 T>41 pédale 3
Mort/ Euthanasie ® 9

a PI: période d’incubation: nombre de jours entre I'infection et I'hyperthermie (T>=39.5°C)
T: température du corps journaliére

b les animaux sont euthanasiés lorsque les scores cliniques prédisent une mort certaine
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2.3. Résultats

Les résultats obtenus sont les suivants :

Les deux chévres infectées avec Gardel atténuée passage 230 avec les deux doses
infectieuses (9 10 * et 9 10 ® CE vivants) montrent une hyperthermie (T>39.5°C) & j15
et j12 pour une durée de 5 jours et 8 jours (Tableau 3). La chevre infectée avec la plus
faible dose est 1égérement ébouriffée avec une perte d’appétit pendant 4 jours. L autre
chévre a une perte d’appétit pendant deux jours. Les symptomes disparaissent apres le
19°™ jour post infection et les animaux retrouvent un état physiologique normal. Les
signes cliniques sont tres modérés (Figure 14) et les chévres survivent quelque soit la
dose infectieuse inoculée.

Au contraire, la chévre infectée avec la souche virulente Gardel passage 27 présente
une soudaine apparition et accumulation de symptdmes (manque d’appétit, difficulté a

rester debout) avec une montée en température avec une hyperthermie brutale

Méme avec une dose 10 fois supérieure a la dose 1étale minimum, 1’animal survit apres

infection avec la souche atténuée, ce qui prouve la réelle atténuation de la souche Gardel.

a chévre infectée avec la souche virulente a été traitée immédiatement apres 1’apparition
La ch fect | h lent té trait diat t I t

des signes pathognomonique car plusieurs autres expériences d’infection avec une dose

similaire de la souche Gardel a des passages précoces (entre 20 et 30) sur des animaux

naifs ont montré que cette souche tuait 100% des animaux.

2.4. Conclusion

Ces résultats permettent de valider I’atténuation et la virulence de souches a I’étude et

montrent ainsi la pertinence du choix des souches expérimentales.

66



Protocole expérimental et stratégie d’étude

Analyse des signes cliniques
Veérification de l'atténuation de Gardel
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Figure 14 : Observation de I’évolution des symptomes au cours de 1’infection

Tableau 3 : Suivi de I’hyperthermie et de la période d’incubation

N° Inoculum Dose T°moy (°C) Tmax Durée

chévre (°C) incubation (j)
0541 Gardel p230 9104 40.8 41.3 5

0614 9105 40.7 41.2 8

0212* Gardel p27 9104 40 40 1

*Cheévre témoin traitée aux oxytétracyclines a j14
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3. Evaluation de la stabilité des génes constitutifs d’Ehrlichia ruminantium : Recherche
de genes normalisateurs pour la validation par PCR en temps réel des génes

d’intérét détectés en microarrays

3.1. Contexte

L’analyse du transcriptome se fait par 1’hybridation des échantillons SCOTS en haut débit en
utilisant des puces ADNSs, puis par validation des résultats par qRTPCR sur un nombre limité
de génes d’intérét. Cette partie du travail consiste en 1’identification d’un ou plusieurs geéne(s)
de ménage d’E. ruminantium dont I’expression ne varie pas au cours du cycle d’infection in
vitro. Ce géne sera par la suite utilisé comme normalisateur lors de la validation par gRTPCR
des résultats obtenus sur puces ADNs, pour des mesures d’expression relative. Une étude
bibliographique a permis de sélectionner des génes de ménage préférentiellement utilises
comme genes normalisateurs dans I’étude de ’expression de geénes dans d’autres modeles
bactériens. Il s’agit des genes recA, ffh, proC, rpoD et 16S (Tableau 4). De plus deux autres
genes d’ER dont la stabilit¢ de I’expression a été évaluée au cours du cycle de
développement ont été inclus dans cette étude: les genes pCS20 et mapl. La stabilité des
genes est mesurée en quantifiant les transcrits par rapport au nombre de bactéries présentes

dans chaque échantillon.

3.2. Matériels et méthodes

3.2.1. Les génes sélectionnés

La présence de ces genes a ete vérifiée sur le genome de Gardel et Welgevonden en utilisant
le site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Les 5 genes choisis ont été retrouves dans le

génome de Gardel ainsi que celui de Welgevonden, en inscrivant le nom du géne recherché

dans la zone, « Search gene, GenelD or locus tag ». Parmi les 5 genes initialement

sélectionnés, le géne proC code pour la pyroline-5-carboxylate réductase, rpoD code pour le

facteur sigma de I’ARN polymérase, ffh pour une protéine SRP (particule de reconnaissance

du signal N-terminal d’adressage dans la membrane plasmique), recA pour la recombinase A

et 16S correspond a I’ARN ribosomal 16S. Les génes mapl et pCS20 sont généralement
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utilisés pour la quantification du nombre d’E. ruminantium dans des échantillons biologiques.
Le géne mapl qui code pour une protéine de la membrane externe trés polymorphe entre
souches, est fortement exprimé tandis ce que pCS20 qui est tres conserve entre souches et est

faiblement exprime.

Tableau 4 : Genes constitutifs utilisés comme normalisateurs dans d’autres modéles bactériens

Géne Publications Séquence des amorces Bactérie

ffh (Takle et al., 2007) F5 ATGGGCGATGTGCTTTCACT 3

R 5 TCAAACCCATCGCCTTTCTT 3' .
Pectobacterium

F 5 CACAGCTGATGCAGAGCGTC 3 astrosepticum
(Takleetal,, 2007) g 5 GAAGAAATAGGCCGGTGEG 3
proC F 5 CAGGCCGGGCAGTTGCTGTC 3' Pseudomonas
(Savli et al., 2003) R5 GGTCAGGCGCGAGGCTGTCT 3' aeruginosa
recA (Takle et al., 2007) F5 GGTGAGCTGGTTGATCTGGG 3 Pectobacterium
R5' GCATTCGCTTTACCCTGACC 3' astrosepticum
rpoD (Savli et al., 2003) F5 GGGCGAAGAAGGAAATGGTC 3' Pseudomonas
R5' CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA 3' aeruginosa

3.2.2. Dessin des amorces

Les amorces dérivées pour d’autres modéles n’hybrident pas entiérement sur E. ruminantium
Gardel et Welgevonden. Des amorces spécifiques de notre modéle ont été déssinées. Pour
chaque géne, des amorces donnant un produit d’amplification de ~200 paires de bases (pb), et
répondant aux critéres d’une qRTPCR( Th de 60°C), ont donc été dérivées a 1’aide du logiciel
Primer Express Software v2.0 (Applied Biosystems), en s’assurant d’étre dans une zone la
plus conservee possible pour les souches Gardel et Welgevonden. Les conditions optimales de
dessin des amorces ont été déterminées. Etant donné le faible pourcentage de bases G-C d’E.
ruminantium, les amorces ont été dérivées dans une zone ayant une forte proportion de G-C.
Le nombre de structures en épingles a cheveux (hairpins loops) et de diméres d’amorces a été
le plus faible possible. La différence des températures de dissociation de 2 amorces était
inférieure ou égale a 3°C et la longueur optimale de 1’amorce est de 20 nucléotides. Une ou 2

bases G-C en 5’ permet de stabiliser I’hybridation et pas plus d’une base G-C en 3’ permet de
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minimiser les faux appariements. Pour chaque géne, 2 couples d’amorces ont été dérivés
(F1/R1 et F2/R2) et testés. Cela n’a pas été possible pour le géne proC car les zones
correspondantes aux criteres énoncés ci-dessus présentent un polymorphisme (souvent sous
forme de SNP- single nucleotide polymorphism) trop important entre la souche Gardel et
Welgevonden. Il a été vérifié sur la base de données du NCBI que chaque géne cible n’existe
qu’en une seule copie et que les amorces déssinées ne s’hybrident pas a un autre endroit du
génome. Pour les genes mapl et pCS20 la quantification a été réalisée a 1’aide d’une sonde

tagman, spécifique de ces deux séquences chez E. ruminantium (Partie | section 1.2.3).

3.2.3. Extraction d’ARN puis conversion en ADN-complémentaire (cCDNA)

L’analyse d’expression de genes a été réalisée lors de deux cinétiques avec des échantillons
collectés a différents temps post infection avec la souche Gardel passage 36 et passage 38.
Pour chacune des cinétiques, la lyse a été compléte et synchrone a 120 heures post infection.
Les échantillons de Gp36 et de Gp38 constituent donc des réplicats biologiques. A chaque
temps, 1/10 du culot cellulaire est utilisé pour une quantification du nombre de copies d’ADN
d’E. ruminantium et les 9/10 restants sont conservés a -80°C pour 1’extraction de I’ARN total
par le TRIzol (Invitrogen). Puis 20 uL d’ARN sont rétro-transcrits en cDNA en utilisant
I’amorce aléatoire héxamérique pd(N)s du kit «First-Strand cDNA Synthesis kit »
(Amersham Biosciences).

3.2.4. Test des amorces et efficacité de la g°PCR

L’amplification des génes ciblés a été réalisée par I’intermédiaire de la qRTPCR en utilisant
du Sybergreen (Applied Biosystems). Le test des amorces se fait dans 25 pL de milieu
réactionnel. Le mix composé de Sybergreen PCR master mix 2x (Applied Biosystems), de 900
nM a 150 nM d’amorce sens et anti-sens et d’HO est ajouté a 1 pL. d’ADN témoin Gardel
passage 27 (Gp27) dilué au 1000°™, Un échantillon sans ADN constitué d’eau correspondant
au témoin neégatif est inclus systématiguement dans chaque essai. Les conditions
d’amplification dans le thermocycleur (ABI-Prism 7000, Applied Biosystems) sont:
dénaturation initiale 10” a 95°C, 40 cycles comprenant 30°” a 95°C et 30’ a 60°C avec un

cycle de dissociation : 15°* a 95°C, 20’ a 60°C et 15’ a 95°C. La lecture de la fluorescence
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se fait a chaque cycle lors de 1’élongation ; la courbe de dissociation en fin de run permet de
vérifier la présence d’un seul produit d’amplification. De maniére a calculer I’efficacité des
gPCR ciblant chaque gene, une gamme étalon a partir de dilutions sériées de I’ADNg
d’ERGp27 quantifié¢ a été réalisée. Efficacité= (10™/P°"™-1) x 100 avec une pente de la droite

représentant les Ct en fonction du log de la concentration en ADNg.

3.2.5. Quantification du nombre de copies d’ADN d’ER par gPCR Tagman map1

Pour la quantification en ADNg d’E. ruminantium extrait a partir des cinétiques ERGp38 et
ERGp36, nous avons utilisé la méthode de référence utilisant une sonde Tagman spécifique

du géne mapl, comme expliqué précédemment (Partie I, 1.2.3).
3.2.6. Mesure du niveau d’expression des genes candidats

La mesure de I’expression des genes sélectionnés a été effectuée par qRTPCR pour chaque
temps post infection en paralléle avec une mesure de la quantité de bactéries présentes par
échantillon par qPCR. Les génes dont I’expression varie le moins au cours du cycle de
développement seront choisis d’apres la stabilité du rapport R calculé selon la formule :
R=nbre de copies mapl dans I’ADN/ nbre de copies du géne cible dans le cDNA. Un facteur
de correction (1000x) a été appliqué au calcul de R pour 16S et mapl. Une vérification de la
contamination de ’ARN par I’ADN génomique (ADNg) est faite en méme temps que la
quantification du géne cible dans le cDNA en ajoutant dans 1’essai pour chaque échantillon,
I’ARN non transcrit. Il a été vérifi¢é que la contamination par de I’ADN génomique était
négligeable dans les ARN extraits avec un écart de Ct de plus de 5 cycles entre I’ARN et le
cDNA correspondant a chaque géne et pour chaque temps.

L’amplification et la quantification a été réalisée selon les conditions optimales établies
précédemment. La réalisation d’une gamme étalon avec ’ADN ERGp27 (concentration
connue) permet de quantifier les copies de gene amplifiées a partir des cDNA amplifiés. La
quantification est faite en dupliqué systematiquement. Tous les échantillons sont utilisés purs
sauf pour la quantification de I’expression de I’ARNr 16S pour lequel les cDNAs sont dilués
au 1/1000.
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3.3. Résultats

3.3.1. Conditions optimales de gPCR et efficacité

Les conditions optimales de concentration en amorces sont présentées dans le Tableau 5. Les

couples 16S F2-R2 et ffh F1-R1 n’ont pas été utilisés car ils amplifient soit une séquence non

specifique en plus du produit attendu (16S R/F 2) soit ils présentent un bruit de fond dans le

témoin négatif di aux diméres d’amorces (ffh F/R 1).

Tableau 5 : Conditions optimales de qRTPCR pour chaque géne candidat

Couple d'amorces  [Primers] (nM) T hybridation (C°)
16S F1-R1 150

ffh2 F2-R2 150

recA F1-R1 150 60

recA F2-R2 300

rpoD1 F1-R1 300

rpoD2 F2-R2 300

Pour I’ensemble des résultats obtenus les efficacités des PCRs sont bonnes : elles sont

comprises entre 95% et 99,8% (Tableau 6).

Tableau 6 : résultats des efficacités des qRTPCR

Couple d'amorces Pente Efficacité en %
16S1 -3,3 99,2
ffh2 34 95,0
recAl -3,3 99,8
recA2 -3,3 99,8
rpoD1 -3,4 98,3
rpoD2 -3,3 97,3
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3.3.2. Quantification du nombre de copies d’ADN d’ER par qPCR Tagman mapl

La quantification de I’ADN (Tableau 7) aux différents stades de développement de la bactérie

est représentée figure 15. Apres une période de réplication de 48 heures, on observe une

augmentation exponentielle du nombre de copies d’E. ruminantium ; le maximum (1.97*10°

copies/ uL) étant atteint & 120 h, ce qui a déja été observé pour la cinétique ERGp36 (réplicat

technique 1). La quantité de copies d’E. ruminantium est bien supérieure a 120 h pour ERGp
38 que pour ERGp36 : 3.6 x10° copies pour ERGp36 comparé a 1.9x10° pour ERGp38.

Tableau 7 : Quantification du nombre de copies d’ADN chez ERGp38 et ERGp36 au cours du

—&— nombre de copies ER

temps
ERGp38 ERGp36
Nbre de Nbre de
copies/ul copies/ul
24 hpi 9117 4151
48 hpi 14410 3915
72 hpi 321585 64208
96 hpi 1690000 144383
120 hpi 1970000 360556
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B Cinétique Ehrlichia ruminantium (ER) Gardel passage 38
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Figure 15 : Quantification absolue de ERGp36 (A) et ERGp38 (B) par gPCR a I’aide d’une
sonde tagman spécifique du géne mapl

3.3.3. Evaluation de la stabilité des génes constitutifs par qRTPCR

Les résultats obtenus montrent que le nombre de copies d’ADNCc (Tableau 8) augmente au fur
et a mesure du développement de la bactérie de 24 a 96 h, quelque soit le géne observeé, avec
une diminution importante des transcrits de chagque gene a 120 h. La comparaison du hombre
de copies de cDNA pour chaque géne et a chaque temps confirme que les genes mapl et 16S

sont plus fortement exprimés que les autres, pour une méme quantité d’ADNCc.

Tableau 8 : Nombre de copies d’ADNCc quantifié pour la souche ERGp38

Nbres de copies/ L 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
recAl 434 1462 72007 237772 7823
ffh2 257 586 38065 292049 20738
rpoD2 107 242 18468 166386 16907
16S1 4,82E+05 8,24E+05 2,00E+07  1,35E+08 7,91E+07
pCS20 966 1156 46414 193725 27234
mapl 31315 81233 146E+06 2,58E+06  1,76E+05
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De méme, les rapports R représentant les niveaux d’expression des 6 génes normalisés par la
quantité de bactéries, indiquent que 16S et mapl sont fortement exprimés comparés a recA,
ffh et rpoD. Cela se traduit par des rapports bruts faibles lorsqu’ils ne sont pas corrigés
(Tableau 9A et 9B). La stabilité des rapports d’un temps a 1’autre traduit une augmentation de
I’expression proportionnellement au nombre de copies d’ADN. Les résultats mettent en
¢vidence une stabilité de 1’expression du geéne 16S, d’un stade de développement a 1’autre
avec R variant de 13 a 25. L’expression de pCS20 est stable (R de 9 a 12) jusqu’a 120 hpi ou
la quantit¢ de transcrits diminue considérablement (R=72). L’expression des autres genes
varient entre les temps sauf pour mapl entre 48 et 72 h (Tableau 8A, R variant de 18 et 22).
Pour ffh et rpoD, les variations sont plus grandes, surtout entre les stades précoces (24 et 48 h)
et la phase exponentielle de croissance (tableau 8A/B). Lors de la répétition biologique
(ERGp36), nous avons confirmé une stabilit¢ d’expression de 16S entre 96 et 120 hpi
contrairement a ffh et rpoD (Tableau 9B). L’expression de recA semble stable entre 96 hpi et

120 hpi pour le réplicat biologique.

Tableau 9A : Stabilité de ’expression des genes (R) chez Gp38 au cours du temps

R recAl ffh2 rpoD2 16S1* pCS20 mapl*

24 hpi 21 35 85 19/0,0189 9 29/0,2911
48 hpi 10 25 60 17/0,0175 12 18/0,1774
72 hpi 4 8 17 16/0,0160 7 22/ 0,2203
96 hpi 7 6 10 13/0,0125 9 66/ 0,6550
120 hpi 252 95 117 25/0,0249 72 1121/11,21

* pour 168, indication du rapport multiplié en gras (facteur 1000) et brut

Tableau 9B : Stabilité de I’expression des genes (R) chez Gp36 au cours du temps

R recAl ffh2 rpoD2 16S1
96 hpi 59 (+/-15) 48 (+/-8) 47 (+/-16) 44 (+/- 2)/ 0,0044
120 hpi 67 (+/-1) 109 (+/-5) 204 (+/- 75) 38 (+/- 4)/ 0,0038

* pour 168, indication du rapport multiplié en gras (facteur 1000) et brut
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3.4. Conclusion

Ce travail a permis d’évaluer des génes décrits comme étant stables chez d’autres modeles
bactériens et des génes spécifiques d’E. ruminantium comme mapl et pCS20, pouvant étre
utilisés comme genes normalisateur en qRTPCR. La stabilité du gene 16S a été démontré au
cours des différents stades de développement in vitro comme ce qui avait été décrit
précédemment pour les bactéries Pectobacterium astrosepticum, Salmonella enterica et
Listeria monocytogenes respectivement (Takle et al., 2007). Ce gene semble étre un bon
candidat pour la validation des résultats de microarrays par qRTPCR bien que son niveau
d’expression soit particuliérement fort. Il sera probablement plus fortement exprimé que les
génes que nous aurons sélectionnés par micro-arrays. Les génes recA et surtout pCS20
présentent une bonne stabilité d’expression au cours du cycle infectieux in vitro excepté a 120
hpi et semblent étre des bons candidats pour étre utilisés comme génes normalisateurs
notamment pour des comparaisons avec des genes tres faiblement exprimés. L’analyse haut-
débit par micro-arrays donnera aussi des indications sur la stabilité de ces genes au cours du
temps et entre souches. Elle permettra de révéler d’autres genes constitutifs pouvant étre

utilisé comme normalisateur en qRTPCR s’ils sont identifiés comme stables en microarray.

4. Adaptation de la méthode SCOTS a la bactérie Ehrlichia ruminantium et validation

sur puces a ADN pour I’analyse du transcriptome

4.1. Contexte

L’utilisation des puces a ADN nécessite de ’ARN messager (ARNm) bactérien de qualité et
en quantité suffisante. Or I’isolement de ’ARNm bactérien, présent en faible quantité parmi
I’ARN total (eucaryote et procaryote) représente une phase critique. De plus, ’ARNm
bactérien ne représente qu’une trés faible proportion de ’ARN total bactérien car I’ARNr est
présent en grande quantité (> 80%). Pour pallier a ce probleme nous avons eu recours a la
méthode SCOTS (selective capture of transcribed sequences) initialement développée pour
déterminer les génes exprimés chez Mycobacterium tuberculosis lors de I’infection de

macrophages humains en culture in vitro. Cette technique qui consiste a capturer les transcrits
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bactériens parmi I’ARN total a été¢ adaptée a E. ruminantium, par le biais d’hybridation
spécifique et répétée de ’ADN génomique bactérien biotynilé a I’ADN complémentaire
bactérien (comme précisé dans la section 4.5 Chapitre 1). Les échantillons (cDNA) obtenus
aprés SCOTS pour la souche Gardel virulente passage 39 isolés a partir de culture sur cellules
endothéliales bovines, ont servis a effectuer plusieurs tests de validation de la méthode pour
notre modéle. Les tests ont été effectués a plusieurs temps post infection notamment aux
temps précoces et tardifs. Cette méthode, déja éprouvée pour les parasites intracellulaires

facultatifs n’avait jamais été appliquée a un pathogéne intracellulaire obligatoire auparavant.

4.2. Validation de la méthode SCOTS

1/ Dans un premier temps la capture de cDNA a été vérifiée par PCR ciblant la séquence
étiquette nKpnl. Ensuite nous avons effectué des Southern blots apres chaque ronde de
SCOTS pour observer I’enrichissement spécifique et I’augmentation de la diversité¢ des cDNA
bactériens cibles. Puis nous avons réalis¢ des PCR quantitatives en temps réel ciblant I’ARNr
16S sur les échantillons générés au cours des différentes rondes de capture SCOTS pour
démontrer D’efficacité de la technique dans la diminution du contaminant ribosomal
procaryote.

2/ Nous avons également ciblé 5 genes mapl, rpoD, ffh, pcs20, recA, pour évaluer par RT-
PCR leur niveau ou intensité de détection par SCOTS aprés chaque ronde, aux différents
temps post-infection. Une dilution homogene était appliquée pour chaque temps de collecte
post-infection, faible aux temps précoces (10° & 24 hpi) et fort au temps tardifs (10° & 120
hpi). Globalement les résultats de RT-PCR montrent que sans SCOTS (0x), il n’y a aucune
détection quelque soit le géne. On observe également que SCOTS permet une détection de la
majorité des génes des la 1% ronde de capture entre 24 h et 120 h avec des niveaux
d’intensités variables. Certains geénes ne sont détectés qu’a la troisiéme capture (3x) selon la
condition considérée (ex : recA et rpoD a 120 hpi).

3/ En ciblant 3 des 5 genes précédemment cités (mapl, recA et rpoD), nous avons voulu
vérifier par qRTPCR qu’il n’y avait pas de modification majeure du niveau relatif
d’expression de ces génes entre SCOTS 0x et SCOTS 3x. Les résultats obtenus sans aucune
dilution montrent la nécessité de SCOTS aux temps précoces puisque un tres faible nombre de
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copies de mapl, recA et rpoD est détectable a 24 hpi et 48 hpi alors qu’aprés 3 rondes de
SCOTS ces 3 genes sont en plus grandes quantités, entre 942 et 62000 fois plus, selon le géne.
On observe également avant capture des expressions différentielles avec 1 a 2.5 log10 de
différence de niveau d’expression selon les conditions. Apres capture on observe une
normalisation du niveau d’expression des genes, surtout au temps tardifs (72 hpi-120 hpi). Il
reste cependant toujours 1logl0 d’écart 1a ou les différences d’expressions étaient initialement
plus grandes (jusqu’a 2.5log10).

4/ Ensuite, les cDNA enrichis par SCOTS ont été hybridés sur les puces a ADN pour observer
I’efficacité de la détection. A 1’aide des microarrays, nous avons comparé 1’efficacité de la
méthode SCOTS par rapport a la méthode RiboMinus qui permet d’enlever I’ARN eucaryote.
L’analyse des données brutes a démontré la nécessité d’effectuer SCOTS surtout au temps
précoces pour lequel la détection est nulle sans SCOTS (SCOTS 0x). Au temps tardif sans
SCOTS il y a une détection de 25% des genes contrairement au 74% détectés aprés 3 rondes
de SCOTS (SCOTS 3x). Les échantillons SCOTS 1x et 2x pour ERGp39 ont également été
hybridés sur puce a ADN d’E. ruminantium. Les analyses de corrélation entre les échantillons
SCOTS 1x, 2x, 3x donnent de trés bons résultats (0.98), alors que la corrélation entre SCOTS
Ox et SCOTS 3x estde 0.7.

Ce travail a permis de valider I’adaptation de la méthode SCOTS a notre modéle E.
ruminantium. Il nous permet de réaliser 1’étude du transcriptome mais aussi plus largement il
a une implication pour I’étude d’autres pathogeénes intracellulaires obligatoires.

Pour la réalisation de ce travail plusieurs collaborations ont été effectuées. Nous disposions de
toute I’expertise nécessaire pour générer les cinétiques bactériennes. En collaboration avec
I’Inria Grenoble (Alain Viari), nous avons développé les outils bioionformatiques permettant
I’analyse génomique comparée d’E. ruminantium mais aussi les sondes oligonucléotidiques
permettant de créer les puces a ADN pangénomiques nécessaires a 1’analyse transcriptomique
et fonctionnelle. Le professeur France Daigle (Université de Montréal) a apporté 1’élément clé
qui est la methodologie de capture spécifiqgue des ARNm bactériens (SCOTS), améliorant de
fagon conséquente la qualité de I’hybridation sur lame. Enfin, I'IPMC Sophia Antipolis
(Bernard Mari et Pascal Barbry) a apporté un savoir faire éprouvé en matiére de création et
d’utilisation des puces a ADN et d’interprétation des données, ainsi qu’une plateforme

transcriptomique opérationnelle et reconnue. La combinaison de ces expertises a permis de
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réaliser la premiere analyse microarrays chez cette bactérie intracellulaire dans des conditions
d’infection in vitro, ouvrant la voie a un vaste champ d’investigation du transcriptome.

Les résultats de ce travail ont été publiés dans le journal (BMC Molecular Biology) sous
forme d’article méthodologique disponible sur http://www.biomedcentral.com/1471-
2199/10/111.
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Abstract

Background: YWhole genome transcriptomic analysls 1s a powerful approach to elucldate the
rmalecular mechanlsms contralling the pachogenesis of obligate Intracellular bacterla. However, the
major hurdle resides In the low quantity of prokaryotc mRMNAs extracted from host cells. Gur
model Ehrichla ruminantium (ER), the causatve agent of hearvwater, I3 transmiced by tck
Amblyomma vadepatum. This bacterlum affects wild and domestlc ruminants and Is present In Sub-
Saharan Africa and the Carlbbean klards. Becawse of 1ts strictly Intracellular locatkon, which
constliuces a limitatkon for e extensive study, the moleculr mechaniems Invobed Inois
pathogenicicy are stll poody understood.

Resules: We successfully adapted the SCOTS method (Selective Capture of Transcribsd
Sequences) on the model Rickemsiales ER o capoure mRMAs. Southern Blots and RT-PCR revealed
an enrichment of ERs cDMAg and a diminutlon of ribosomal contaminants afier thres rounds of
capture. qRT-PCR and whole-genome ER microarrays hybridizations demonstrated that SCOTS
rmethod Intreduced only a imited Has on gene expression. Indesd, we confirmed the differencial
gene expreslon between poorly and highly expressed genes before and afver SCOTS captures. The
comparatlve gena exprescion obtalned from ER microarrays data, on samples before and after
SCOTS at %6 hpl was signficantly correlated (R = 0.7). Moreower, SCOTS method k& crucial for
milcroarrays analysls of ER, especlally for early tme polnts post-infection. There was low detaction
of transcripts for untreated samples whereas 24% and T0.7% were revealed for SCOTS samples at
24 and 96 hpl respectively.
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Conclusiens: Ye conclude that this S320OTS mechod has a key Impor@nce for the trarecriptom o
analysls of ER and can be potentally used for other Ricketishles. This study constitutes the first
step for further gene expression analyses that will lead to a bemer undersanding of both ER
pathogenicicy and the adaptation of obligate Incracellular bacteri to thelr arvironment.

Background

Elucidating molecular mechanisms that drive the adapta-
tion of obligate intracellular pathogens to their host is cro-
dal to understand their pathogenesis. To date, molecular
studies on obligate intracellular bactera can only be per-
formed ex piew at one time or @ wire in host cells. Thus,
RMA extraction from infected cell coltures leads to low
quantities of prokaryotic mRMNAs with short half-lives and
a high amount of contaminant eukaryotic RHAs [1.2].
Moreover, in prokaryotic RNA, dbosomal RMAs (TRMAs)
represent more than 80% of total RMA, whereas mRMAs
represent only 23 of total RHAs. Therefore, high through-
put gene expression analysis of obligate intrace llular bac-
teria depends strongly on the quality of mRMHAs samples,
deprived from ribosomal RMAs and host RMAs, Up to
recently, no methods were available to obtain purified
obligate intracellular bacteria mRMAs from infected cells.
Varous methods can be used to monitor the complete set
of RMA molecules produced by a miaoorganism, inchad-
ing both targeted and random approaches. Among the lat-
ter are differential expression of customized amplification
librares {DECAL) [3] and Selective Capture Of Tran-
scribed Sequences [SCOTS) [4], techniques that combine
polymerase chain reaction (PCR) and subtractive hybridi-
zation in order to identify genes that are expressed differ-
entially. DECAL method is a powerful technigue that
permits global comparisons of bacteral gene expression
under various growth conditions. It allows direct determi-
nation of differential gene expression by comparison of
relative intensity with which PCR probes hybridize with
individual colonies. However, this method has the disad-
vantage of being time-consuming and more complex to
implement becanse of the constrction of the Customized
Amplification Library {CAL). Moreover, this technique
does not assure to cover all the genome and several genes
could be not detected, thus compelling to constnac more
complete CALs. Seledtive capture of transcribed sequences
{SCOTS) was initially developed by Graham and Clark-
Curtiss in 1999 for the non obligatory intracellular path-
ogen Mycobacterium fubercaidosis and allowed to enlighten
bacterial gene expression from different growih condi-
tions in magophages cells. It was also later used for Sai-
monella  enterica serovar Typhi [5] and then wsed
successfully for further transcriptomic microarray analysis
[6]. Recently, SCOTS was employed to identify the in e
expression of several genes of Actinobacillus plenmopramo-
niage at different developmental stages post infection [7,8]
but was never applied on obligate intracellular pathogens.
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The Ricketisia Ekrlichia reminangum (ER), (previously
Ciowdria meminaniiim ) is the causative agent of heartwater,
which affects both wild and domestic numinants and is
transmitted by ticks of the genus Ambiyormema [ 9], Heart-
waler represents a serious problem for livestock produc-
tivityin endemic areas such as sub-5aharan Africa and the
West-indies and it poses a severe threat to livestock in the
American continent due to migratory birds and the pres-
enceof potential indigenous vector ticks [10,11]. The gen-
otypic heterogeneity of the bacterium leads to diffiulties
for the generation of an efficient vacdne [12-15]. Little is
known about the genetic determinants and maolecular
mechanisms of ER pathogenesis, due to its isolated intra-
cellular location. ER was considered to be a good model
to evaluate the feasibility of SCOTS method for obligate
intracellular bacteria. Indeed, ER is a gram negative bacte-
rium that belongs to alpha protecbacteria and is an obli-
gate intracellular pathogen that infects the endothelium
of all blood vessels. ER has a complex life cycle described
as chlamydia-like developmental cycle [16]. In the eary
stage of the cyde, elementary bodies, which represent the
extracellular and infectious forms of the parasite, adhere
to host target cells and then are engulfed. They remain
within intmcytoplasmic vacuoles, where they divided by
binary fission to produce intermediate bodies and further
reticulated bodies. After 4 to & days, the disruption of host
cell leads to the release of numerous elementary bodies
thus initiating a new infectious cycle. The genomic organ-
ization of this microorganism was revealed by the genome
sequencing of two strains: Gardel and Welgevonden [17].
Evenif comparative genomic siudies provided data on the
active mechanisms of genome plasticity [18,19], almost
0% of genes had unknown fundions and genes involved
in virulence, host cell penetration or invasion and intrac-
ellular growth processes remain unidentified.

Expression analysis of ER genes during life cyde, between
attenuated and vimlent strains, will allow the identifica-
tion of the key factors involved in vinlence mechanisms
and the development of the bacteria. From the sequencing
of Gardel and Welgevonden strains, whole genome ER
microarrays were designed in order to validate sample
quality obtained by SCOTS method and to evaluate the
potential use of this method for further ER whole tran-
scriptomic analysis. In witre model using bovine endothe-
lial cells and vimlent Cardel strain allowed us to obtain a
suffident amount of ER BIHA to perform such a study.
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In this article, we report for the first time the successful
adaptation of the SCOTS method to an obligate intracel-
lular bacterium, ER. We demonstrate the efficient isola-
tion of specific bacerial transcripts from total RMA after 3
rounds of capture, with low amounis of 165 ribosormal
RMA contaminant. Moreover, besides the use of PCR
amplifications, the differential gene expression was still
detected by qRT-PCR and microamrays analysis. SCOTS
method seems to be aucial for the analysis of gene expres-
sion espedally at early stage of ER development during
the lag phase.

Methods

Extraction of ER RNA from bovine infected cells

The Gardel strain stocdk was isolated in 1982 in Guade-
loupe from a goat infected experimentally with Ambiyo-
mma panegaium ticks colleded from cows [20]. Gardel
strain passage 39 and passage 47 were multiplied succes-
sively in bovine acrta endothelial { BAE) cells grown in
Glasgow minimal essential medium complemented with
fetal calf serum, tryptose-phosphate broth, and antibiotics
[21] at 37°C, 5% 02, with a weekly passage on fresh
cells [22]. BAE cells were infected with a calibrated inoo-
lurn of Gardel strain (1.1 « 107 elementary bodies per 1.42
« 105 cells). Estimation of bacterial viability and quantity
were both camied out by flow cytometry and fluarescent
microscopy using live/dead PacLight Baderial Viability
Kit { Irvitrogen, France) [23]. The infected cells were ino-
bated at 37°C in a 5% CO0; atmosphere. The supernatant
was renewed only 24 h (& mlj after infection and the cell
monolayer was harvested by trypsinization every 24 hand
centrifuged at 1700 « g for 5 min at 4 °C. When 8096 cell
lysis was observed, after 120 hours post infection (hpi),
supematant and cellular debris were harvested and then
ultra-centrifiged at 20,000 « g for 15 minat 4°C to collect
elementary bodies. The pellets were placed in sterile
eppendorfs and homogenized in 2.5 ml of TRIzol reagent
{Invitrogen]. The cells Iysed immediately and released
RMA and DMA in the supematant. The samples were
immediately stored at -80°C before RRA extraction.

Extraction of tatal RMNA with TRizol

For each time of collection after cell lysis {24 to 120 hpi),
total RMA extraction procedure was camried out with TRI-
zol reagent [ Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. BMNA pellets were dissolved in 100 wl of
DEPC water and treated with turboDMNAse [Ambion,
France) according to manufacturer's protocol in order to
remove all contaminant DMA. The removal of bacterial
genomic DM A (gDMA) contaminant in RNA samples was
verified by PCR targeting 0520 gene using  primers
ABL28 and AR129 which amplified specifically a 281 pb
of ER as described previously [24] (table 1 ). The quantifi-
cation of total RMNA was performed by fluorimeter using
ribogreen reagent (Invitrogen). The yield obtained after
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the extraction was between 3 to 25 pg, For each time of
collection, total RMA samples wer pooled in RMNase free
water at a final concentration of 0.5 pg/ul.

ER gDNA production and ER nibosemal DNA (rDNA)
cloning for 3COTS method

Genomic DMA (= 50 pg) from Gardel strain passage 40
was extraded from elementary bodies, as previously
described [18,25]. After high speed centrifugation {20,000
= g during 30 minj, the pellet of elementary bodies was
restispended in 350 ul of saline phosphate buffer. 150 ul
of DMase {1 pugiml) was added to remove the contami-
nant bovine DRA from host cells and the samples were
inoubated at 37 °C for 90 min. The treatment was stopped
by adding 25 mbd of EDTA. Whole baderial DA was
obtained using OQlAamp exraction kit (Qiagen, France)
[26].

In ER, the organization of the »m operon coding the
R As is not canonical as the gene coding the 165 rRMA s
900 kb distant from the 235-55 gene cluster [17]. Both
rEMA 165 and 235 - 55 cluster sequences were amplified
using spedfic primers derved from ER genome: tRHA
la&Gark- RMA  165CarR for 165 and rRMASGark:
rRMA235Gark for 55-235 duster (table 1). The PCR prod-
ucts were doned into the high copy number vector pGEM-
T Easy (Promega, France). Competent Escherichia coli
SURE2 cells were transformed with plasmid containing
the inserts and isclated on LB-ampicillin-XGal (5-bromo-
4-chloro-3-indol-f-D-galacdopyranoside j-1'TC. {isopro-
pyl-g-D-thiogalactopyranoside) selective medium. Posi-
tive dones were selected and the presence of the insert was
checked using the spedfic primers previously dted. Trans-
formants were grown in LB medium with appropriate
antibiotic (Ampidllin 100 pg/ml) and plasmid exraction
was carmied out with plasmid purification Maxi kit { Qia-
gen) according to manufacturer's protocol. Up to 300 pg
of plasmid pellets were homogenized in TE buffer pH 7.5.
Both gDRA and rDHA were quantified by fluorometer
using picogreen reagent {Invitrogen].

Salective capture of transeribed sequences (SCOTS)

For each time of the kinetic, 5 pug of total RMHA from Gardel
strain passage 39 was reverse transaibed by random prim-
ing with Superscaipt 1 {Invitrogen) according to manufac-
turer's instructions. The reverse transcription was done
using Kprl-RMA primers (table 1) containing a defined 5'
terminal sequence as a tag and a mndom nonamer at the
3" end as in conditions previously described by [27] and
|5]. Second-strand cDMA was synthesized by using Kle-
now fragment (Biolabs, France). Then, cDMNA was ampli-
fied by PCR using the specific primers comesponding to
the Kpnl tag. This comesponded to ¢cDMA before SCOTS
[ S00OTS O« ). Reactions were prepared using the following
PCR conditions: initial denataration of 3 min at 94°C fiol -
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Tabla |2 Primars used for tha detaction of specific ER genes
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Primer nams Primer sequence Target gene or Produce size SOUTCE
IEUERCE {bp) [references)
fhF2a § GGTAGGTCTTCAAGGETGTTGGTAAA S Fi 121 this wark
fR2 5 AGTTTGAGCTGCAGGACGATATAA D
recAFjaE S TTGAAARAAGCGTTTGGTCGTG 3 rsch 121 this wark
AR 5 GGGAAACCACCAATACCCAAT Y
mpalLFI2E 5 CAGAGGGTTGCAATTTCTTGATT ¥ rpol 121 this wark
rpalLR ] S TCTGACCCACCATGTTGCAT '
165Fla* 5 AGCGCAACCCTCATCCTTAG 3 rRNA |85 121 this work
18581 5 AGCCCACCCTATAAGGGCC Y
mapl gardF F CACTTGAAGGAAT GCCAGTTTCTC Y mapl 85 this work
mah | pordf 5 CTTAGGATTTGTAGCATTGAT TACT GACACT 3
Apiza 5 ACTAGTAGAAATTGCACAATCTAT ¥ P20 e Mardnaz et al, 2004
ABI2e 5 TGATAACTTGGTGCGGEAAATCCTT 2
Népnlpdg 3 GTGGETACCGITCTOCGTCOGANMMNMMNMMMM 3 Kpnl ! Calgs etal, 2001
Nipwl 5 GTGGTACGGCTCTCOIGTCCGA 3 MEpel tag 0400
ARMN I SGaF 5 AACTTGAGAGTTTGATCCTGGCT ¥ rRMNA 165 1503 this wark
ARN | §5GarR 5 AGGAGGTAATCCAGCCGCAGETT Y this wark
ARNSSGarR 5 TCTCCCGTGCCTTAAGACAAA 3 rRNA 235 1935 this waork
ARMN2 3 SGad S TTOATGGATGCCTTGGCGTTAAY RN 55 this wark

3 pair of primers uzs for RT-PCR
& palr of primers use for gRT-PCR

lowed by 25 cycles at 94 °C for 45 s, at 60°C for 45 s, at
72°C for 60 s and a final extension of 10 min at 72°C,

Selective capture of bacterial cDMA was done as previ-
ously described by [4] and [28]. ER gDMA (0.3 pg) was
photobiotinylated and then mixed with the rDHA 165
and 235455 (0.5 pg of each plasmid pCEMT) in order to
block the rRM As region sites on the gDMA in TE buffer pH
0. The mixture was then sonicated and predpitated in eth-
anol 10008 (2.5 viv) NaOac3 M (0.1 viv) and 1 ul Glyco-
gen (1 pgi/ml). The gDA-rDMA mixture and 5 pg DA
were denatured separately 3 min at 99°Cin 4 pl of hybrid-
ization buffer { 10 mM EPPS [M-{2-hydrosorethvl ) piper-
zine-MN'-3-propanesulfonic add]/1 mM EDTA) and pre-
hybridized at 50°C for 30 min. The temperatue of
hybridization was evaluated from the percentage of GC of
Eft genome (27 %). The prehybridization step allows the
hybridization of ER rDMA to the gDRNA, as it also allows
the nomalization of bacterial and eukaryotic cDMA by
self-hybridization of highly present cDMA [29,30]. Imme-
diately after adding 1 plof MaCl 1.5 M, the dDMA and bac-
terial gDMA pre-blodied with rDMNA (gD MA-DRNA) were
mized and hybridized for 18 h at 50°C {hybrdization
step). Hybrids, representing ER cDMA fived to ER gDRA
were capiured with streptavidin-coated magnetic beads
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[Drynal 280) according to the manufacturer's protocal.
Selective cDMA was then eluted in 100 pl of MaOH 0.4 M,
precpitated and amplified by MEpsl specific PCR as
described. The PCR pmoducts were then visualized by
ethidium bromide staining in 1.2% agarose gels (Seakem)
in 1 « TAE buffer {40 mbd Tris-HCI, 6% acetic add, 1 mM
EDTA, pHE) and purified with PCR purification kit { Qia-
gen). The initial amount of total RNA before SCOTS
method for each time of infection was between 10 to 20
ug and was divided in 2 to 5 tubes with 0.5 pgftube. After
this first round (SCOTS 1«), the tubes comesponding to
one condition were pooled and 10 pl to 20 pl of the
pooled sample were predpitated depending on the inten-
sity of purified cDMAs from the previous mound. Two
additional rounds of capture (SCOTS 2« and 3«) were
performed for each sample at each time point of infection
(24,48, 72, 9 and 120 hpi) for further migoarays and
QET-PCR analyzes.

Microarrays experiments

a. R Miroarrays design

ER migoamays (8 « 15 k) used in this study were devel-
oped based on long oligo amays generated by Agilent tech-
nology.  These armys  contain 60-mer  probes
comesponding to 936 coding sequences [ CD5) of Gardel
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strain and 909 sequences of Welgevonden strain, includ-
ing the spedfic CD%s for each strain determined by the
previous annotation of the two genomes [ 17]. The probes
were designed using the following procedure: first, all 60-
mer probes were generated from CDS of Gardel and Wel-
gevonden strains using standard thermodynamical con-
straints (T8 = [78, B3] and GC = [20,36]) and a modified
version of the OligoAmay program [31]. For non specific
CD5s, we chose the same probe for the same pair of
aorthologs between Cardel and Welgevonden strains.
Then, we selected 1 or 2 of the most spedfic probes per
gene by minimizing the number of matches to human
and bovine mRMNAs, extracted from the Ensembl database
[32]. The microarrays contained a total of 1800 pmobes,
with 5 replicates per probe, including 28 bovine genes as
negative controls. Experimental data and assodated
microarray designs have been deposited inthe NCR] Gene
Expression Omnibus {GED) hittp://
www nebinlmonihgov/ges! under platforms GPL9GD7,
GPL 9698 and serie GEE19208. Two different labeling
procedures have been performed depending on whether
the sample was treated or not following the SCOTS proce-
dure.

b cDMA labeling

Five hundred nanogmams of total cDMA (from Gardel
strain passage 39 at 24 and 96 hpi) from SCOTS proce-
dure were randomly amplified and fluorescently labeled
with the RBiolrime amay CGH Cenomic labeling System
kit {Invitrogen), by the incorporation of Cy3-dCIT
{Amersham Biosciences) and then purified on a MinElute
deanup column [ Qiagen). Before hybridization, quantifi-
cation of Cy3-dCIT incorporation was performed by
absorbance measurement at 550 nm. The yield of cDMNA
labeling and the specific activity always exceeded to 1G5
pg and 9 pmol of Cy3 per cDMA, respectively, according
to the manufacirer's recommend ations.

. Im witro tronscrpdion (1WT)

Total RIMA was extracied as described above from Gardel
strain samples passage 47, at 24 and 96 hpi. Eukaryotic
ribosomal REHA was removed from the mibcure by using
the RiboMinus Transaiptome isolation Kt (Invitmogen),
according to the manufacturer's protocol. The amount
and quality of purified RRA were monitored at various
points throughout the purification process.

Three hundred nanograms of RiboMinus BMNA fraction
{Total RMA without eukaryotic tRMA) were then ampli-
fied and labeled using the Quick Amp Labeling kit of Agi-
lent. The method consists of converting mRMA primed
with a mndom primer containing a'T7 promoter into dou-
ble strand cDMA with MMLV-ET and then amplifving
samples using a T7 BMA polymerase, which genemtes
Cy3-labeled complementary {anti-sense ) RMA {cRMA).

hitp:lwew biomedeentral.com/ 147 1-Z18801001 11

d. Mizoarrays hybeidlzation

Cy3-labeled cRMAs and cDMAs obtained with both meth-
ods were used for hybrdizations with Agilent Gene
Expression Hybridization Kit {Agilent Technologies).
Armys were incubated at 65°C for 20 h in the hybridiza-
tion chamber. After hybridization, arrays were washed
according to the Agilent protocol. Genomic DMAs of ER
Welgevonden and Gardel strains were labeled using Bio-
Prime array CGH (Invitrogen) and then hybridized as
positive control. cDMNA samples [SCOTS 0w, 1x, 2., 3]
from Gardel strain passage 39 and samples generated by
IVT from Gardel strain passage 47 at 24 hpi and 96 hpi
were hybridized on ER microarrays.

& Microarrays analysls

Armys were scanned and irmages were saved in TIFF for-
mat. Thesignal intensities of all spots on each image were
quantified by Genepix pro 6.0 software (Molecular
Dievices Corporation, Downingtown, PAJ and data were
saved as "ixt” files for further analysis.

Drata were log-transformed, mean-centered and reduced
for an equal standard deviation between each slide using
the GeneAM OV A software [33]. The median value for each
gene was clculated and correlation coefficients (R2)
between the seveml conditions were calalated. Genes
were considered detected when their intensity of fluores-
cence was superior or equal to 3 fold the mean of back-
ground intensity.

ER Southern blots

Southern blots were carried out as desaibed previously
using the hybridization conditions explained by [34].
cDMAs produced at different times of infection (before
SCOTS and after selective captures with 1<, 2« and 3«
rounds of SCOTS) with rDRALGS and 23455 were ampli-
fied by PCR digowigenin (D1G )-labeling mix (Roche diag-
nostics, Meylan, France] according to manufacturer's
instructions. Mylon membranes containing ER gDMA
digested by Hindlll were pre-hybridized at 50°C for 2 hin
hybridization buffer [S5PE 6x (1« S5TE is 0.18 M MNaCl,
10 mbd MaH,POy, and 1 md EDTA {pH 7.7})] 0.5%
sodium dodecyl sulfate [SDS], 2% (wiv) bloding reagent
[Roche diagnostics). Probes were added to the hybridiza-
tion buffer and incubated with the membranes for 16 b at
0" C. Blots were then washed twice in buffer containing
2« B8PE, 0.1% 5D (wiv). Colorimetric detection was per-
formed with anti-DIG antibody conjugated to alkaline
phosphatase (Roche) and BCIP/MET Buffered Substrate
[Sigma Aldrich, France).

Real-time quantitative RT-PCR targeting ribosomal | 85

genes
In order to evaluate the contaminant of ER rRMALTGS tran-

scipts in dDMA samples produced before and after
SCOTS, qRT-PCR targeting ER 165 gene was performed on

Page 5 of 12
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each sample of Gardel strain passage 39, Sybergreen fluc-
rescent master mix reagent {Applied Bicsystem ) was used
for qRT-PCR. Primers 165-F1 and 165-R1 used were
described in table 1 and the size of the amplicon was 121
pb. qRT-PCR was performed systematically on cDMHA
before and after each round of SCOTS (1x, 2=, 3], using
the following program: initial denaturation of 10 min at
95°C, followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for
30 s, hybridization step at 60°C for 30 s and extension at
72°C for G0 s. In order to quantify the number of copies
per sample, a standard aurve was established using gD A
of Gardel strain passage 27 serially diluted | from 2.9 « 10°
copies to 2.9 « 107). Each sample was analyeed in dupli-
cate.

ER gene detection by RT-PCR and gRT-PCR in cDNA
samples after selective capture

The presence of 5 genes in cDMA samples and their
enrichment by SCOTS method were evaluated using RT-
PCR and gqRT-PCR amplifying small fragments of target
genes [«120-300 pb) (table 1) that are recA, . rpol),
mapl and pCS2X0 [18]. mapl gene of ER encodes an outer
membrane protein (major anfipenic protein) [35,36]. ER
specific gene pCE20 is highly conserved and used as target
for molecular ER detection [24]. rpold gene encoding a
polymerase sigrma factor [37)], ff# gene encoding a signal
recognition particle protein and recA gene (recombinase
A) [38] are three housekeeping genes involved in ER
metabolism. The same primers and PCR conditions were
used for BT and qRT-PCR.

For ER gene detection by RT-PCR cDMA samples were
diluted in order to assess optimal cDMA concentrations
and then to observe the gradual increase of cDMNA detec-
tion after the different rounds of SCOTS [from 1= to 3«).
The dilution of cDMA samples depended on the time of
infection: 109 fold for 24 hpi, 104 fold for 72 hpi, 105 for
06 and 120 hpi. These dilutions were used forall the target
genes except pCS20. For pCR20, samples were not diluted
for 24 hpi, and diluted 10, 10* and 107 fold for 72, 96 and
120 hpi. RT-PCR was pedformed systemnatically on cDNA
before and after each round of SCOTS { 1w, 2x, 3] using
the following program: initial denaturation of 3 min at
042 C followed by 40 cydes of denaturation at 94°C for
50 s, hybridization step at 60°C for 50 s and extension at
72 Cfor 50 s and a final extension of 7 min at 72°C. DA
of Gardel stmin passage 18 was used as a positive contral.
PCR products were visualized by ethidiom-bromide-
stained revelation in agaroee gels. qRT-PCRs targeting
mapl, i and recA, wemr performed onthe AB] Prism 7000
{Applied Bicsysterns) in a total reaction volume of 25 ul.
This reaction contained 2 pl of undiluted cDMA template
{from the initial cDMNA reverse transcribed (0.5 pg/ul)
before capture and after SCOTS 3« In order to quantify
the number of copies per sample, a standard curve was
made with the gDN& of EE (from 2.9 « 105 10 2.9 » 107
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copies) as a template. Each sample was done in duplicate.
A dissodation curve was produced in order to verify the
presence of a single amplicon.

Results

Enrichment of bacterial cDNA after SCOTS

ER DM As were produced after 1<, 2+, and 3« SCOTS cap-
tures for each time point of infection. A PCR using Kpnl
primer was performed on cDMAs after each capture. Fig-
umre | shows amplicons abtained after Kpnl PCR on Gardel
strain passage 3% at 96 hpi and 120 hpi. The signal
detected after capture confirmed the effidency of the
selective capture by high affinity hybridization of cDMNA to
gD A, Moreowver, we showed a progressive diminution of
the size of the amplified transcribed sequences following
successive captures. Similar resulis were obtained for
other post infedtion time points (data not shown). These
resuilts indicated that same capture phenomena were
observed independently from the time of infection.

Southern blots were done on cDHAs before and after each
capture for each time point of infedion. Southern blots
obtained using cDMA at 96 hpi as probes on Hindl11-
digested ER gDMA are shown in figure 2. DIG-rDMA
23555 and 165 were used to reveal the bands corre-
sponding to ER tDMA {lane 1. Five distinct bands come-
sponding to rD kA were observed both before capture and
after the first capture (figure 2). After successive capture,
the results showed a significant increase of the colorimet-
ric signal that traduces a larger recognition of ER genes by
DIG-cDMA at 96 hpi. These results demonstrated a pro-
gressive increase of baderial cDMA complexity and
amount following the successive rounds of captures. For
other time points of infedion, southem blots were done
systernatically and similar results were observed with a
diminution of the ribosomal cDMA and an increase of the
diversity of ER transcripts after the third capture {data not
shown].

120hpi

Figure |

MNKpnl PCR amplicons of cDMAs of Gardel strain
passage 39 after SCOTS. 0=, |« 2x and 3= cDNA
amplicons of MEKpnl PCR, after 0, 1, 2 or 3 rounds of capture.
C+: posidve control cDMA with MKpnl g, C-: Megatlve
contraol (Wacer). MW: Maolecular welght 100 pb DA ladder.
hpd: hours post Infection
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E

1]

1x

Figure 1

Southern blot using CHG labeling <DMAs of Gardel
strain at 96 hpi. 0=, 1=, 2= and 3= Southern blots showing
cDAs of Gardel straln passage 39 before and after one, two
and three rounds of SCOTS. rRMA: Scuthern blot wing
DIG-rOMA 235455 and 165,

2

The diminuticn of the amplicon sizes after Kprl PCR and
results of Southemn blot validates the enrchment of ER
cDMA and diminution of ibosormal cDMA and eukaryotic
contaminant.

Quantification of nbosomal RNA 165 contaminant after
SCOTS by qRT-PCR

The quantification of cDMNA coresponding to 165 cDHA
contaminant was camied out before and after each round
of SCOTS at the different time post infedion by gRT-PCR
{figure 3. Before capture, the amount of 165 cDMNA con-
taminant varied depending on time points post infection
and on the amount of bacteria. At 24 hpi, there was a few
165 cDMA contaminant (89 copies persample). The range
of contamination was between 4 « 10%to 18.2 « 109 cop-
ies for other time points post infection. We observed a
deaease of 46%%, 92% and 9995 in ribosomal content after
the third capture at 72, 26 and 120 hpi with a final
number of copies of 5.6 « 103, 1.4 « 10% and 43 copies
{figure 3). The main decrease was observed after the first
capture. For 24 hpi, the initial number of 165 cDMNA cop-
ies was already low (<90) and remained low after different
captures.

Detection of different ER transcribed sequences by RT-
PCR and gRT-PCR before and after capture

Amplicons corresponding to FT-PCR targeting mapl, recA,
rpoll e and PCS20 at different time points and following
successive captures were shown in table 2. Before captune,

86

hitp:{iwwow biomedcentral.com 147 1-2 18801001 11

=240
g ——T72n
- -5
T 4§ —4—1200
55
Wl

54

-

]

o i 2 3
Rounds of SCOTS

Figure 3

Cuantitative RT-PCR targeting ER rRMA 165 on
cDMAs of Gardel strain afcer SCOTS at different
time point post infection: 24, T, 96 and 120 hours
post infection.

the cDMAs of these genes were not detected. For mapl
transcripts, one capture was suffident to obtain a mapl
amplicon at any time post infection. There was a signifi-
cant and progressive increase of the amplification inten-
sity after the second and third rounds, which
demonstrated the enrichment of mapl transcripts (table
2. Depending on the gene and time point post infection
considered, a positive signal was detected after the first
[ie. i at 24 hpi and wed, % at 72 hpi), second (fe. recd
i at 96 hpi and §f at 120 hpi) or third caphare (e recd
at 24 hpi and 120 hpij. The ingease of signal intensity
was observed for all genes at any time point post infection
after successive captures, except for pCS20 at 24 and 72
hpi. At 24 hpi, undiluted samples were used to detect
pCS20 transaipts and there was no signal before capture.
At 120 hpi, pCS20 amplification samples were diluted
only at 102 to observe enrichment, compared to the 10-5
dilution used for the other genes. Globally, 3 rounds of
capture were necessary to efficiently enrich the genes
poorly expressed.

The gRT-PCR tamgeting mapl, recA and rpol? transaipts
before and after 3 rounds of capture allowed to quantify
the enrichment due to SCOTS method. Results expressed
as the number of transaipts for each gene obtained by
qQET-PCR are presented in figure 4. Before capture, the
number of transcr pts was different depending on the tar-
get gene. For example, at 24 hpi there were 1.58 « 102 cop-
ies of map] transcripts and only 70 and 10 copies of recA
and rpol®. For all time poinis post infection, mapl was
highly expressed compared to the 2 other genes (from 1 to
3 logld higher than recA and rpold) (figure 4.

After 3 captures at 24 hpi, there was enrichment around
1000 fold of the amount of recA transcripts (from 70 to 66
= 10%apies). For mapl! transcripts, the numbser of copies
increased from 1.58 « 10%to 1 « 108 copies after capture.
Even when there was a single transcript per sample, for
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Tabla 1: Detection of ER specific genes by RT-PCR on total cDNA bafora and after SCOTS

Gene 14 hpi T2 hipi 6 hpi 120 hpi
i I= 1= e o= | = e 1= = I= T I [ El P s
| + -+ i + -+ e + 4 44 + ++ e
recd | + + -+ T - 4 ey - e
ol + ++ + ++ ++ - ++ ++4 - - ++
L] + -+ i + -+ e - 4 44 - ++ e
pcszljl + + + + + + + 4 ey + i e

-t absenca of armplicon after RT-PCR, +: Prasence of amplicon afeer RT-PCR
Tha numbsr of [+ comesponded oo tha Intsrsiy of amplficadon signal. 0%, 1=, 2= and 3= comesponded o results obmined on cDMA befors and
after one, two and three rounds of caprure respectvel y. hpl hours post Infection

reol at 24 and 48 hpi and recA at 48 hpi, there was 11 =
103, 14 « 10® copies and 15.4 « 10P copies after SCOTS.
Before capture, there was an approzimate 2 to 3 logl0 dif-
ference of expression between mapl and recAd or rpeld,
whereas an approximate 1 logl0 differe nce was measured
after capture. The difference of expression betwesn mapl
and recA or rpol was still observed after capture, whatever
the culture time consid ened.

A. Before SCOTS

Copy numbsr of ER
Transcripts par sampla

2ahpi 48hpi 72hpi SShp

120

B. After SCOTS

Copynumbsr o £7
Transcripts par sampls

1

pi 72hpi 9ENpi
Figure 4

Quantitative RT-PCR of mapl, recd and rpeD genes
on cDMA samples of Gardel strain before and after 3
rounds of capture. hpie hours post infection.
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Yalidatien of selective captures using ER Microamays

To validate ER selective captures, whole genome microar-
rays of ER were used. Firstly, ER probes specificity was
assessed by hybridizations with gDMA of Cardel and Wel-
gevonden strains, OF the 1800 probes represented on our
microarrays, 99.2 (1758/1772) and 99.1% (1757/1772)
of probes were detected for Gardel and Welgevonden
strains gD MA respectively (figure 5aj). There was no detec-
tion of bovine probes comesponding to contaminants.
When comparing gDA hybrdizations obtained for 5
replicates per probe on two migoamrays slides, there was
a high comelation coefficient { B2 = 0.97].

Using ER miaoarmrays, two methods for generating ER
transcripts  probes were evaluated: direct IVT  from
"Ribobdinus® RMA fradion and cDMA dassical random
priming for SCOTS samples (figure 5). The percentages of
genes detected using samples generated by these methods
are presented in figure 5b. Before any treatment (SCOTS
0], only a small fraction of transcripts could be detected
(from 0.05 to 10.4%) for samples collected at 24 and 96
hpi. For early time post infection, ther were only 19
genes | 1% detected by micrcamays using the IVT method
on "RiboMinus® RMA fradtion, whereas 3 mounds of
SCOTS allowed the detection of 24% of transcripts | figure
Eb). Evenat 94 hpi, the percentage of transcripts detected
was low using the IVT method. SCO0TS method allowed
the detedtion of 7 and 3.5 fiold more gene transcri pis com-
pared to untreated and RiboMinus samples. Thus, these
results confirmed the efficiency of SCOTS method for
transcrip tomic analysis.

To evaluate a potential bias of the SCOTS method for dif-
ferential gene expression analysis, we calculated the coef-
ficients of correlation between successive captures on
Gardel strain cDIMAs at 96 hpi (table 3. The coefficients
of correlation between each round of capture were 0.84,
0.98 and 0.98 respedively (table 3). The comparison of an
untreated and a three SCOTS capture sample (B2 = 0.7)
indicated that SCOTS-mediated  amplification  was
roughly linear.
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Figure §
Dretection of prebes using Gard4l strain cDMAs gen-

erated after Ribominus (RM} an Treatmeant.
A: ER Microarray Hybridizatlon wich gDMA of Gardel strain
passage 40, with cRMAs from Gardel straln passage 47 using
RibkxMinus purflcacion (RM), with cDMAs from Gardel strain
passage 39 before SCOTS () and after 3 rounds of capiure
(3=). B: Percentage of ER detected probes at 24 and 96 hpl
for cRMAs from Gardel straln passage 47 wing Ribobinus
purificatlon (RM) with cDMAs from Gardel straln passage 39
befiore SCOTS (0x) and after 3 rounds of caprure (3x).

Discussion

Obligate intracellular pathogens are a challenge for func-
tional genomic studies to identify genes involved in bac-
terial pathogenesis, espedally at different stages of
development. Until now, only a few studies have been
performed on whole Rickettsiales transcriptomes, thus
providing a good illustmtion of this constraint [39]. Glo-

Tabla 3: Correlation coaflicient (R?) for gene detection by ER
microarrays between the diffarant rounds of SCOTS at 96 hpi

SCOTS Ot = I i FLE L -

2 0.84 0.0 0oe a7
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bal proteomic expression stadies were preferentially used
in order to enhance our knowledge on pathogenesis of
obligate intracellular pathogens, such as Elerlichia, Ricketi-
siga and Anaplasma [40-44]. Pmoteomic studies also
avoided the inconvenience of working with ribosormal
prokaryotic and host cell contaminants.

In our Bicketisiales model, we postulated that pathogenic-
ity determinants should be differentially expressed in the
vinilent strains of ER when compared to the same strain
attenuated in e [4546]. However, any future whole
transcrip tomic analysis of Rickettsiales baderia will need
to use effident tools to eliminate both host cells contam-
inant and prokaryotic ribosomal tmansdipts.

A method of selection of prokaryotic transcripts, the
Ribofinus method, based on the removal of eukaryotic
ribosomal RMA, was tested for our model. Mo or few
genes were detected on midoarrays at any time post infec-
tion when using RiboMinus cRRA samples. The failure of
the method could be due to the interference of important
amount of eubaryotic transcripts. Another strategy, com-
bining removal of eukaryotic contaminants with subse-
quent random amplification of prokaryotic dDRA was
used previously for Rickeftsia conorii and gave convincing
resuilts for microarrays analysis [39.47]. However, SCOTS
method for microarrays analysis uses small amounis of
initial cDMA (3 pg of total RMA) compared to this selec-
tive method (50 g for MicrobERRICH) [47]. Thus, using
SCOTS method, there was no limitation to produce bio-
logical samples and several different conditions (strains
and time-points post infection) could be studied.

The innovative method of 5COTS, which has been used
previously for non ohligatory intracellular parasites [G],
wasadapted to our B model to obtain adequate samples
for further whole-genome transcripts profile analysis.

The size diminution of ER cDMNAs following successive
captures illustrates a mechanism of generation of small
cDMAs due to the natare of the Tag polymerase. Moreo-
ver, it shows the capture of smaller transcribed sequences
{around 400 to 200 bpj after each successive round of
SCOTS. This phenomenon was observed previously by
Graham and Clark-Curtiss for Mycobacteriam fubercul osis
[4]. In their study, they showed that although there were
potential biases in representing total mRMA of Mycobacte-
riwm due to SCOTS method (normalization and enrich-
ment of dMAg), the use of randoem priming to create
cDMA provided a varety of different transcripts, thereby
deaeasing potential losses during amplification, normal-
ization and enrichment. A progressive enrichment of ER
cDMA between the first and the third capture was
observed by Southem blotting as observed with Mycobac-
teriim tuberculosis [4].
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Interference due to ribosomal contaminants in transcrip-
tomic analysis was shown previously in a study compar-
ing subtractive hybridization and 5COTS methods for
Mycobacterivm avigen [48]. For initial samples, few signals
were observed comesponding to rRMAs. After subtractive
hybridization and SCOTS, an ingeased quantity of mes-
senger RMAs was observed. The deficiency of detection
before mRMNA seledion seemed to be due to the high
amount of rRMAs. In our model, we also obtained a
strong decrease of the quantity of riboeomal contaminant
as demonstrated by Southern blots and qRT-PCR targeting
1465 gene. In an independent experiment, similar results
were observed for attenuated Gardel strain by qRT-PCR
{data not showm ). Even if there was still detection of 165
transcripis in samples after capture, the level of contami-
nation was negligible compared to total ER dDMNAs and
should not hinder transcriptomic analysis.

The detection of all the 5 tested genes including bacterial
housekeeping, genes rpoly, ffl and wcA by ET-PCR or qRT-
PCR suggests that SCOTS method in ER is efficient
enough to enhance gene detection. Depending on the
gene studied, varable numbers of captures were necessary
to detect the specific transcript, illustrating the differential
expression of genes in relation to life cyde. Thee capures
are required in order to detect poorly/lowest expressed
genes and used for further transaiptomic analysis. Results
of recA and mpold qRT-PCR demonstrated that SCOTS
method allowed the detection of transcripts accounted
even when present as a single copy for early time-points
post infection. Thus, our results demonstrated the effi-
dency of the SCOTS method for further expression analy-
sis of an intracellular pathogen at early time-paints post
infection where the amount of eukaryotic contaminants
was high. Beside this smdy, we report that smeapl gene was
strongly expressed as demonstrated both by FT-PCR and
qRT-PCR. In parallel, we showed that pC520 was the low-
est expressed gene independently of the time of infedion.
For example, there was no detection of pCS20 transaipts
after FT-PCR at early time post infedion on undiluted
samples.

As multiple PCRs were used for SCOTS method, one
could suggest that all the transaipts would have the same
level after selective capture. In this study, we demon-
strated by both RT-PCR and qRT-PCR that the differential
levels of expression were still observed after SCOTS. In a
previous study, transcriptional analysis of 5. enferica sero-
var Typhi within the macrophage revealed approgimately
300 genes up-regulated at the defined point post infection
compared to the supernatant [5].

In order to finalize the validation of SCOTS method for
our model, we used ER micmoarrays. We first hybridized
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Gardel and Welgevonden strains gDMA and observed that
more than 99% of probes were detected. These microar-
rays offered an exdting opporunity to do the genome-
wide- analysis of ER gene expression.

As previously shown by BT-PCR and qRT-PCR on a lim-
ited number of genes, our microamays results with sam-
ples generated by SCOTS confirmed the efficiency of this
method for our model. Thus, SCOTS method seems 1o be
ideal for whole genome expression profiling of ER. This
method is aqucial for the study of early time-points post
infection: 24% of ORFs could be detected wheras less
than 1% was detected on untreated cD'MA samples. For
late time-points post infedion, up to 70.7% of ORFs were
detected after 3 rounds. Considering all the time points of
infection, 80% of the annotated ORFs were deteded in
our model {data not shown), which is similar to what was
previously observed with Salmonells Typhi within the
maaophage [6]. Through the use of SCOTS, comparison
of gene expression between ER stages of development and
between virulent and attenuated strains could be done on
the overall CD5. This allows the targeting of genes
involved in the invasion of host cells, in metabolism asso-
ciated with bacerial growth (cell wall biogenesis, energy
pmoduction, translation, traduction) and in pathogenesis
sensu strico.

Moreover, microarrays results demonstrated for overall
ER genes that there was a good comelation between
expression of genes comparing any round of SCOTS at 96
hpi. The lowest coeffident of correlation (B2 = 0.7) was
betwesn SCOTS 0« and 3« samples. This was mainly due
to the absence of detection of several genes before capture
which could be detected after 3 rounds: the percentage of
genes detected inaeased from 104 (SCOTS 0) to 70.7%
[SCOTS 3). For genes already detected before capture,
their level of expression was saturated after capture dimin-
ishing the correlation between SCOTS O« and 3« For
attenuated Gardel, SCOTS 0« and 3« samples (9% hpi)
were hybridized on ER microarrays and a higher comela-
tion coefficient (B2 = 0.87) was observed (data not
shown). This preliminary mresult on attenuated Gardel
strain, confirmed the limited bias due to SCOTS method
on the gene expressions. Our microarrays data supported
resilts obtained by qRT-PCR on mapl, recA and mpal? (at
any time-point post infection). The differential of gene
expression diminished but was still detected before and
after capure. However, for further transcriptomic analy-
sis, wewill foous on genes strongly differentially expressed
or presencefabsence of genes in order to target genes
mainly involved in pathogenesis [39.49]. In our model,
difference of gene expression will be assessed by hybridi-
zation of SCOTS cDMA on total ER microarrays and then
validated by qET-PCR on untreated cDRMAL
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Conclusions

Our study reported herein demonstrated that SCOTS
method has proven to be suitable for micrcamay-based
transcriptome analysis of ER and as such can be poten-
tially applicable to other obligate intracellular bacteria.
SCOTS method avoids interferences due to host cells and
prokaryotic ribosomal contaminants. Moreover, it allows
the enhancement of specific transcripts and induced a
limited bias in their relative amount. Thus, SCOTS
method will offer the opporiunity to study moleaalar
mechanisms that take place in early stages of ER infection
and to identify genes involved in the pathogenesis of this
obligate intracellular bacterium.
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4.3. Résultats complémentaires : Hybridation de I’ADN génomique des souches Gardel et
Sénégal (virulente et atténuée) sur les puces a ADN

Parallélement a I’hybridation des génomes de la souche Gardel virulente et Welgevonden
virulent sur les puces a ADN spécifique de ces deux souches, les genomes des souches Gardel
atténuée, Sénégal virulent et atténuée ont été hybridées dans les mémes conditions. Les
résultats de 1’analyse montrent une tres forte colinéarité génomique entre Gardel virulente et
atténuée (R*= 0,98) et une bonne colinéarité entre Sénégal virulente et atténuée (R*= 0,91)
(Figure 16 et 17). L’hybridation des génomes de Gardel et de Sénégal qu’elles soient virulente
ou atténuée, donne des coefficients de corrélation extrémement faible avec des valeurs de R*=
0,47 et R*= 0,50 (Figure 18 et 19). La faible corrélation obtenue entre les deux souches
Sénégal par rapport a la souche Gardel doit étre minimisée car les lames ne sont pas
spécifiques de la souche Sénégal. Par contre ces résultats montrent bien que la souche Sénégal
présente bien des spécificités génomiques tres différentes de Gardel. Une représentation des
plus fortes intensités (heat map, Figure 20) chez les souches virulentes Gardel, Welgevonden
et Sénégal montre les différences significatives existant entre ces génomes. Les résultats
montrent la spécificité des lames pour chacun des CDS des souches Gardel et Welgevonden

puisque les CDS spécifiques de chaque souche ne sont pas détectés par 1’autre souche (Figure
20).

20000 1 comparaison des génomes de Gardel virulent et atténuée par CGH
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Figure 16 : Coefficient de correélation entre les deux génomes Gardel virulente et atténuée
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Figure 17 : Coefficient de corrélation entre I’hybridation génomes de Sénégal virulent et

atténuée sur les puces pangénomiques d’E. ruminantium Gardel virulent
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Figure 18 : Coefficient de corrélation entre les deux génomes Gardel virulent et Sénégal
virulent
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Comparaison des génomes de Gardel virulent et Sénégal atténuée
par CGH

60000
50000
40000
30000
20000

10000

Gardel virulent ERGp40

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Sénégal atténuée ERSp63

Figure 19 : Coefficient de corrélation entre les deux génomes Gardel virulent et Sénégal
atténuée
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Figure 20 : Heat map : Les génes les plus marquants permettant la différenciation des souches
Sénégal (SP5), Gardel (GP40) et Welgevonden (WP11)

5. Conclusion

Les résultats presentés dans cet article ont permis de valider I’adaptation de la méthode
SCOTS a E. ruminantium en utilisant in fine les puces a ADN spécifiques de la bactérie.
Méme si la méthode RiboMinus peut étre largement améliorée elle semble limitée par la
faible quantité d’ARNm bactérien récoltée aux cours de chaque extraction pour les stades
précoces particulierement a 24 h post-infection. En effet la méthode SCOTS semble étre
indispensable pour analyser les genes exprimés aux temps précoces si ’on veut comme dans
notre cas obtenir un profil d’expression globale des souches a 1’étude, c'est-a-dire a tous les
temps de la cinétique. Cependant les phases tardives (de 72 hpi a 120 hpi) représentent un

enjeu capital puisqu’il y a plusieurs évenements qui s’y produisent, notamment la formation
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des morulas, la lyse cellulaire et la reinfection des cellules endothéliales. Par rapport a
I’ensemble des méthodes disponibles pour analyser le transcriptome de bactérie pathogene,
en particulier les intracellulaires, la méthode SCOTS semble étre la plus appropriée. En effet
la méthode de transcription in vitro couplée au RiboMinus présenté dans ’article donne des
résultats encourageant particulierement aux phases tardives (96 hpi) avec 20 % des CDS
détectés ils ne sont pas suffisant par rapport 8 SCOTS qui est 3, 5 fois plus sensible. SCOTS
est incontournable en particulier a la phase précoce du développement a 24 hpi ou la détection
est quasi nulle en utilisant la meéthode IVT (RiboMinus). La plupart des techniques
actuellement disponibles pour 1’étude du transcriptome présente des désavantages notables et
ne peuvent pas étre efficacement adaptées a notre modele expérimental. Une des méthodes
présentée précédemment et qui serait applicable a la bactérie est la SSH. Cependant le
séquengage et I’hybridation comparative des génomes des souches Gardel virulente et
atténuée ont montré que les différences géniques significatives entre les deux génomes sont en
faible nombre. De plus, la technique SSH n’est pas appropriée a la détection de petits
fragments génétiqguement variables, comme des insertions ou des variabilités nucléiques. La
technique ne donne également aucune indication sur la localisation de ces séquences uniques
sur le génome bactérien. Donc au cours d’une telle analyse transcriptomique nous nous
attendons plus & voir un différentiel d’expression entre souche que la présence ou absence
d’expression de gene. L’inconvénient majeur des deux méthodes (IVET et STM) est qu’elles
ne sont pas réellement applicables aux bactéries non cultivables sur milieux conventionnels
car elle nécessite une modification génétique de la bactérie étudiée. Or les Rickettsiales et
d’autres bactéries intracellulaires sont trés difficilement cultivables hors de la cellule hote ce
qui complique le développement de la mutagenese dirigée chez ces bactéries intracellulaires
obligatoires et explique le tres faible nombre de travaux sur ces méthodes (Binet and Maurelli,
2009; Driskell et al., 2009). La plupart des travaux rapportés sur les Rickettsiales, concernent
I’utilisation de transposons allant s’insérer de facon aléatoire dans le génome, ce qui ne
permet pas de cibler et d’étudier spécifiquement le role de genes d’intérét chez la bactérie

(Liu et al., 2007; Qin et al., 2004).

Bien que la corrélation entre les rondes successives de SCOTS soit bonne, les analyses des

sondes ont révélé un biais, matérialisé par la tres faible colinéarité et corrélation des sondes de
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chaque CDS a 3x (en moyenne 2 sondes par génes) comparées aux autres rondes (1x et 2x) et
méme a Ox. Dans notre cas, les échantillons SCOTS 3x ne peuvent pas servir pour des
mesures de niveau d’expression de génes entre souches pour différentes conditions, si les 2
sondes pour un méme CDS ne sont pas similaires. Les échantillons SCOTS 2x hybridés pour
les deux souches Gardel virulente et atténuée sont meilleurs, puisque les réplicats de chaque
sonde semblent étre de meilleures qualités avec un niveau de saturation moins important. Le
biais observé provient plus de la reproductibilit¢é de I’allumage des sondes que de
I’enrichissement par SCOTS, puisque nos travaux ont montré que SCOTS n’induisait pas de
biais important dans le niveau d’expression des geénes. Ainsi ce travail réalisé par
I’intermédiaire de la méthode SCOTS permettra 1’analyse du transcriptome d’E. ruminantium

mais aussi d’autres bactéries intracellulaires obligatoires.
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1. Contexte

Les mécanismes moléculaires qui régissent I’interaction spécifique existant entre la bactérie et
leurs cellules cibles chez 1’hdte sont encore mal connus. De plus, les mécanismes liés a la
pathogenése et 1’atténuation des souches d’E. ruminantium n’ont pas été élucidés jusqu’a
présent. Ces limites sont en partie dues au nombre restreint de méthodes efficaces disponibles
pour étudier I’ensemble des transcrits exprimés par ces bactéries intracellulaires obligatoires.
Afin de mieux comprendre les évenements moléculaires qui régulent I’infection des cellules
endothéliales hoétes par la bactérie E. ruminantium, la méthode SCOTS permettant d’obtenir
des transcrits bactériens débarrassés entre autres de leurs contaminants eucaryotes a été
combinée aux microarrays pour analyser et comparer 1’ensemble des transcrits générés par les
souches Gardel virulente et atténuée a plusieurs moments du cycle d’infection (entre la phase
précoce de I’infection et la phase de lyse cellulaire). Les génes différentiellement exprimés
par ces deux souches (induits ou réprimés) ont été identifiés. La fonction de ces génes a
ensuite été déterminée par la génomique comparée lorsque la fonction était identifiée pour
d’autres pathogenes, ou par la recherche de motifs protéiques connus, pour les genes de
fonctions inconnues. A partir des différentiels observés, nous avons obtenu un véritable profil
d’expression global pour la bactérie E. ruminantium, avec 1’identification de nombreux génes
ou systémes de régulation impliqués dans la pathogenése de la bactérie. Les genes les plus
marquants seront présentés en fonction de leurs catégories et leurs fonctions. Une validation

du différentiel d’expression obtenu par microarrays a été initiée par qRTPCR.

2. Matériels et méthodes

2.1. Production des échantillons biologiques in vitro: souches Gardel virulente et Gardel

atténuée

Le protocole de production des échantillons biologiques et les conditions de culture sont
détaillés dans le chapitre 1l. A chaque collecte, 1/10 du surnageant a été conserve pour une

extraction d’ADN total suivi d’une quantification du nombre de copie d’E. ruminantium par
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gPCR, utilisant une sonde tagman spécifique du géne mapl de la bactérie comme décrit dans
le chapitre I1.

2.2. Capture sélective des transcrits d’Ehrlichia ruminantium par SCOTS

L’ARN des échantillons collectés aux différents temps a été extrait selon le protocole
d’utilisation du TRIzol (invitrogen). Les échantillons d’ARN ont été traités avec la DNAse
sans RNase- (Ambion). Chaque échantillon d’ARN a été converti en ADNCc et la méthode
SCOTS a été appliquée comme décrit précédemment dans le chapitre Il (Emboule et al.,
2009). Deux captures successives (rondes) de SCOTS ont été générées pour obtenir les

échantillons SCOTS 2x utilisés pour les analyses microarrays.

2.3. Puces a ADN pangénomique d’Ehrlichia ruminantium: description et analyse

statistique

La description des puces a ADN couvrant I’ensemble du génome de la bactérie E.
ruminantium pour les souches Gardel et Welgevonden, les conditions de marquage et
d’hybridation des ADNC, ’acquisition des données ainsi que la normalisation des résultats
sont décrits précédemment dans I’article présentant I’adaptation de la méthode SCOTS a notre
modele expérimental (Emboule et al.,, 2009). En plus de I’ADNc correspondant aux
échantillons sans capture et aprés deux captures (SCOTS 0x ou 2x) de chaque condition
testée, I’ADN génomique des souches Gardel et Welgevonden a été hybridé comme contrdle

positif d’hybridation.

2.4. Acquisition et analyse de I’image

Brievement, la lecture des fluorescences est réalisée avec une résolution de 10 pm a 1’aide du
scanner GenePix 4000B (Axon Instruments). Pour chaque lame, le gain optimal d’acquisition
des images est déterminé en fonction de I’intensité du signal et du bruit de fond ambiant, afin
d’obtenir une dynamique maximale du signal. Le logiciel GenePix Pro (Axon Instruments)
permet ’acquisition des images puis leur analyse par un processus qui s’effectue en trois
étapes : la localisation des spots par application sur I’image d’une grille, la segmentation et
I’extraction des données. Les images en format .tif ainsi que les fichiers de quantifications
sont ensuite stockés sur le systéme d’information du laboratoire Mediante (Le Brigand and

Barbry, 2007) permettant de récupérer facilement les données pour I’analyse statistique.
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2.5. Analyse statistique des résultats

Deux approches statistiques ont été réalisées : i) la premiére a 1’aide du package d’analyse

limmaGUI disponible sous le logiciel "R" (http://cran.rproject.org/); une normalisation
inter-lame a été effectuée par la méthode quantile qui permet d’homogénéiser la distribution
des intensités entre les lames, 1’analyse statistique des données est ensuite effectuée et permet
d’obtenir une liste de génes différentiellement exprimés a I’aide d’un score statistique dérivé
d’un modéle linéaire utilisant une approche empirique bayésienne ; ii) une analyse de variance
effectuée sur les valeurs d’intensité normalisées (quantile) puis transformées en logarithme de

base 2 en utilisant le logiciel GeneANOVA (Didier et al., 2002).

2.6. Annotation des CDS différentiellement exprimés

La fonction des génes identifiés comme exprimés de facon différentielle entre la souche
virulente et atténuée a été recherchée a I’aide de la banque de données NCBI (Blastp). Pour
les genes de fonctions inconnues, la banque de données Swiss-Prot (ExPASyY Proteomics
server) a été utilisée principalement pour identifier des domaines protéiques connus. La
séquence nucléotidique des génes contigus ou avoisinants recB sur le génome de la souche
virulente et atténuée a été particuliecrement étudiée pour déterminer s’il y avait des
évenements de mutation (insertion/délétion) sur ces genes, permettant de différentier la

souche virulente et la souche atténuée de Gardel.

2.7. Validation des geénes d’intérét par gRTPCR

Des CDS (Coding Sequences ou séquences codantes) différentiellement surexprimés et sous-
exprimés par la souche virulente aux différents temps mis en évidence par microarrays sur les
échantillons capturés aprés deux rondes (SCOTS2x) ont été choisis pour la validation par
gPCR. De méme, des génes ont été choisis a partir des analyses microarrays sur les
échantillons sans capture (SCOTSO0x) collectés au temps tardif. La validation du différentiel
d’expression entre souches obtenu par microarrays a été effectuée sur les replicats biologiques
ERGp232 et ERGp29. La conversion en cDNA pour ces deux souches a été réalisée en

utilisant des amorces pdNg et une reverse transcriptase suivant les recommandations du
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fabricant (Kit First-Strand cDNA Synthesis Kit Kit Amersham Biosciences). Les échantillons
de cDNA de la souche virulente ERGp39 et de la souche atténuée ERGp243 convertis en
utilisant I’étiquette NkpNI ont aussi été testés en qRTPCR pour la validation des genes.
L’amplification des genes d’intérét a ¢té réalisée par qPCR en utilisant des amorces
specifiques et du Sybergreen (Applied Biosystems). La liste des genes ainsi que toutes les
amorces dérivées se trouvent dans le tableau en annexe (1 et 2). La méthode d’analyse relative
d’expression utilisant la méthode des AACt a été utilisée. ACt=Ct géne cible-Ct géne
endogéne. AACt=ACtvirulent- ACtatténué avec RQ=2"“. RQ correspond au nombre de fois
que le gene est exprimé pour la souche virulente par rapport a la souche atténuée. Le
calibrateur choisi est la souche atténuée ainsi les ratios positifs sont représentatifs de la
surexpression d’un transcrit de la souche virulente par rapport a celui de la souche atténuée et
les ratios négatifs de la sous expression de cette méme souche.

La normalisation se fait en utilisant 3 génes endogénes différents, ARN 16S, recA et pCS20

pour lesquels la stabilité a été évaluée dans cette étude pour la souche Gardel (Chapitre II).

3. Résultats

3.1. Comparaison des cinétiques de croissance bactérienne pour I’analyse du transcriptome

La quantification du nombre de bactéries aux cours du temps et ’observation des différentes
phases évolutives au microscope tout au long de I’infection ont permis de choisir les temps a
comparer entre la souche virulente et atténuée (Chapitre I1). Quatre points de cinétique ont été
étudiés pour la souche virulente et atténuée 24 hpi, 72 hpi, 96 hpi et 120 hpi et 24 hpi, 48 hpi,
72 hpi et 96 hpi respectivement (Tableau 10). D’aprés les résultats de la quantification
bactérienne a 24 hpi (Figure 12), les deux souches se situent pendant ou a la fin de la phase de
latence, ce que 1’on appellera le temps de comparaison 1 (T1) (Tableau 10). A 72 h post-
infection pour la souche virulente et a 48 hpi pour la souche atténuée, les bactéries se situent
dans la phase exponentielle de croissance, ce qu’on appellera le temps de comparaison 2 (T2)
(Figure 12). Les échantillons correspondant & 96 hpi et 72 hpi pour la souche virulente et
atténuée ont également été hybridés sur lame mais nous n’aborderons pas les résultats issus de
cette comparaison dans cette partie. En effet, il semble qu’a ce stade de développement, il y
ait présence de différents stades morphologiques d’E. ruminantium ce qui pourrait compliquer

I’interprétation des résultats. Enfin les temps 120 hpi et 96 hpi correspondent a la lyse des
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cellules endothéliales et a 1’obtention de corps élémentaires pour la souche virulente et la
souche atténuée respectivement. A ce stade, les bactéries se situent également toutes les deux
dans la phase stationnaire du cycle de croissance (T3) (Figure 12). De plus, ce stade
correspond a la lyse cellulaire pour les deux souches donc on peut supposer que 1’état
physiologique des bactéries est le méme et qu’elles sont présentes uniquement sous forme de
corps élémentaires.

Les analyses croisées entre différentes phases de développements différentes restent toujours

possibles, les échantillons de chaque temps étant hybridés séparément.

Tableau 10 : Cinétique et comparaison des différents stades de développement

Gardel virulente Gardel atténuée Stade Observations microscope
T1 24 hpi 24 hpi Phase de latence Condensation
T2 72 hpi 48 hpi Croissance exponentielle Petites morulas
T3’ 96 hpi 72 hpi Phase plateau Grosses morulas &CE
T3 120 hpi 96 hpi Phase stationnaire CE

CE=corps élémentaires

3.2. Analyse du transcriptome d’E. ruminantium par microarrays

3.2.1. Analyse globale et répartition des catégories de génes
Globalement a partir de I’analyse des puces a ADN hybridées avec les transcrits SCOTS 2x,
la comparaison du niveau d’expression des genes entre Gardel virulente et atténuée d’E.
ruminantium a révélé 239 transcrits, soit 25% (239/950) des CDS différentiellement
exprimées a touts les temps analysés (T1, T2 et T3) (p<0,02). Ces génes se repartissent selon
deux groupes distincts: les génes surexprimes et les genes sous-exprimés chez la souche
virulente ERGp39 par rapport a la souche atténuée ERGp243, pour chaque point de la
cinétique d’infection. Parmi ces genes, 22% (53/239) sont différentiellement exprimés a T1
(24 hpi), 29% (70/239) a T2 pendant la phase de croissance exponentielle et 49% (116/239) a
T3 pendant la phase de lyse compléte des cellules. La majorité des génes différentiellement

exprimés le sont a T3. A T1, 55% (29/53) sont surexprimés par la souche virulente et 45%
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(24/53) sont sous exprimeés par rapport a la souche atténuée (Tableau 11). Aux temps T2 et
T3, la proportion de génes surexprimés et sous exprimés est similaire au temps T1 : 54% vs
46% et 56% vs 44% respectivement. De plus 1’analyse statistique croisée des données (R et
Excel) a permis d’identifier 3 génes différentiellement exprimés et communs entre les phases
Tl et T2, 1 entre T1 et T3 et 15 entre T2 et T3 (soit 13% des genes différentiellements
exprimés a T3 au moment de la lyse). Les autres semblent étre spécifiquement surexprimés ou
sous exprimés par 1’'une des deux souches. En conséquence le nombre de geénes
spécifiqguement exprimés pour chaque phase étaient de 49 a T1 (24 hpi), 52 a T2 (48 hpi-72
hpi) et 100 a T3 (96 hpi-120 hpi).

Plus de 55% (132/239) des génes différentiellement exprimés détectés entre les deux souches
sont des éléments surexprimés par la souche virulente ERGp39 par rapport a la souche
atténuée ERGp243 (45% sous-exprimés (107/239)) (Tableau 11).

Tableau 11 : Répartition des geénes différentiellement exprimés en fonction des stades de
développement entre ERGp39 et ERGp243

T1 T2 T3 Global

Génes différentiellement 22 % 29 % 49 % 100%
exprimeés (53/239) (70/239) (116/239)
Geénes surexprimés pour 55 % 54 % 56 % 55%
Gardel virulente (29/53) (38/70) (65/116)

132/239
Geénes sous exprimés pour  45% 46 % 44 % 45%
Gardel virulente (24/53) (32/70) (51/116)

107/239

En utilisant les données obtenues suite a 1’annotation du génome d’E. ruminantium souche
Gardel NC_006831, nous avons pu identifier un grand nombre de génes a chaque stade de
développement, dont la fonction avait déja été décrite chez d’autres especes bactériennes.
Parmi les 239 CDS différentiellement exprimés, 68% (163/239) d’entre eux présentent des
annotations fonctionnelles (Figure 21A). Les autres CDS sont de fonction inconnue ou

hypothétique. Les génes servant a la réplication et a la réparation de I’ADN, la biogénese des
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ribosomes et la traduction, la modification post-transductionnelle et la production d’énergie
sont aussi largement représentés (Figure 21A). Chacune de ces catégories de genes contient
une nette majorité de génes surexprimés par la souche virulente par rapport a ceux
surexprimés par la souche atténuée (sous-expression pour la virulente), avec un net
différentiel dans I’expression des genes intervenants dans la production d’énergie et la
modification post-transductionnelle, la réplication et la réparation de I’ADN (figure 21B).
Parmi les genes surexprimés pour la souche virulente par rapport a la souche atténuée,
certains sont déja connus chez d’autres pathogeénes intracellulaires (Rickettsia conorii,
Coxiella burnetti) comme étant impliqués dans 1’échappement a la réponse de 1’hote :
protéines impliquées dans la réparation de I’ADN (helicase, ligase), dans 1’échappement au
stress oxydatif (thioredoxine), au choc osmotique ainsi que dans I’inhibition de la fusion des
endosomes et dans le ralentissement de 1’apoptose (Ankyrine A). Parmi les geénes sous
exprimés chez la souche virulente par rapport a la souche atténuée (surexprimés pour la
souche atténué) on identifie beaucoup de génes intervenant dans le transport et le métabolisme
de nombreux éléments (phosphate, lipide, nucléotide, carbohydrate, acide aminés, coenzyme).
On retrouve également plusieurs genes appartenant a la famille multigénique map soit 8 CDS
sur 16, codant pour des protéines de la membrane externe d’E. ruminantium parmi lesquels

plusieurs sont surexprimés deux fois exclusivement entre les temps T2 et T3.
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Figure 21 A : Pourcentages des catégories des 239 génes différentiellement exprimés de T1 a
T3 entre la souche Gardel virulente (ERGp39) et la souche Gardel atténuée (ERGp243)
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Figure 21 B: Genes différentiellement exprimés entre Gardel atténuée et virulente :
répartition selon leur fonction connue ou supposée
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3.2.2. ldentification des genes différentiellement exprimés par Ehrlichia ruminantium au
cours des différentes phases du cycle de développement

3.2.2.1. Genes surexprimés par la souche Gardel virulente a T1 (24 hpi vs 24 hpi)

Au temps T1, les deux catégories de génes les plus représentés sont les genes intervenants
dans (i) la traduction, la structure et la biogénese des ribosomes (>28 %), et (ii) les génes de
fonctions inconnues (21%). On retrouve également des genes impliqués dans la production
d’énergie (6%), la réplication (>7%), la transcription (2%), régulation post-traductionnelle
(>7%), métabolisme et le transport (23%) avec plusieurs catégorie, le trafic intracellulaire et
sécrétion (4%) et la division cellulaire (2%) (Figure 22).

Le gene le plus différentiellement exprimé a T1 entre la souche virulente et atténuée est le
geéne codant pour I’enzyme peptide deformylase (def ou PDF) (Tableau 12). Il est 15 fois plus
exprimé chez Gardel virulente (FC=7.39 normalisé log2). L’enzyme PDF est essentielle chez
les bactéries car elle fait partic de la voie de I’excision de la méthionine Nterminale qui
touche la plupart des protéines nouvellement synthétisées. La PDF est responsable du clivage
du groupement formyl porté par cette premiére méthionine (Chan et al., 2003; Mazel et al.,
1994). Aucune mutation n’est détectée dans ce géne chez la souche atténuée.

A T1, parmi les genes différentiellement exprimés appartenant a la catégorie de génes
impliqués dans la traduction, la structure et la biogénése des ribosomes on identifie une large
majorité de genes surexprimés par la souche virulente. Le gene infC codant pour le facteur de
démarrage de la traduction IF3 fait partie des 5 génes les plus surexprimés par la souche
virulente (Fold change FC= 5,52). Des genes codants pour des protéines constitutives de la
petite sous-unité du ribosome (30S), impliqué dans la lecture de I'ARNm font également
partis des génes les plus surexprimés par la souche virulente notamment rpsA (FC=5,62), les
genes rpsB et rpsG étant sous exprimeés (Tableau 13). Sept genes codant pour des protéines ou
sous unités constitutives de la grande sous unité du ribosome (50S) qui est le catalyseur direct
dans la synthese protéique sont surexprimés par la souche virulente (FC= 3 a 7) (Tableau 12).
Cette grande sous unité (50S) chez les procaryotes comporte plus de 30 protéines différentes.
Les genes rpmF, rpIR, rplM, rplT, rpmA, rplU, rplQ codent chacun pour une sous unité
(Tableau 12). En tout 8 génes codant pour des protéines ribosomiques sont surexprimés par la

souche virulente alors que seuls 3 sont surexprimés par la souche atténuée (Tableau 13).
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Figure 22 : Répartition et fonction des genes différentiellement exprimés entre Gardel

atténueée et virulente a 24 hpi

Tous les genes différentiellement exprimés qui sont impliqués dans la production d’énergie a
24 hpi sont surexprimeés par Gardel virulent (Figure 22). Parmi ces génes, on retrouve le géne
sucC codant pour la chaine beta de la succinyl-CoA synthetase (Tableau 12). Chez les
bactéries Gram négatif, 1’holoenzyme, SucCD est composé de sucC (B-chaine) et sucD (a-
chaine). Cette enzyme bactérienne est une transférase qui catalyse la phosphorylation de
I’ADP en ATP durant le cycle de Krebs (cycle de I’acide citrique), réaction qui s’accompagne
du clivage de la succinyl-CoA en succinate (Mercado-Lubo et al., 2008). On retrouve
également le gene sdhC codant pour la succinate déshydrogénase. Chez la bactérie E. coli, la
succinate déshydrogénase (SdhCDAB) catalyse 1’oxydation du succinate en fumarate dans le
cycle de Krebs et produit des radicaux superoxydes. Cette protéine est également
différentiellement exprimée a T2 mais elle est sous-exprimée par la souche virulente a ce

stade.
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Tableau 12 : Genes surexprimeés par la souche virulente ERGp39 a 24 hpi

CDS Fold ch  P-value Genes Descriptions

ERGA_CDS 00440 7,39 8,38E-10 def Peptide deformylase

ERGA_CDS 07790 7,23 1,28E-07 rpme 50S ribosomal protein L31

ERGA_CDS 05940 6,98 9,44E-08 rpmF 50S ribosomal protein L32

ERGA_CDS 05660 6,91 6,30E-09 unknown  hypothetical polyketide cylcases/dehydrases
ERGA_CDS 07930 6,73 2,56E-09 gltxX1 Glutamyl-tRNA synthetase 1
ERGA_CDS_07980 6,38 2,52E-08 unknown hypothetical protein/ NifU-like domain
ERGA_CDS_01010 6,14 2,50E-08 ihfA Integration host factor alpha-subunit
ERGA_CDS_02990 6,10 1,44E-06 rpoZ DNA-directed RNA polymerase omega chain
ERGA_CDS 01840 5,72 2,98E-09 sdhC Succinate dehydrogenase cytochrome B-556
ERGA _CDS 06340 5,63 9,08E-07 rpsA 30S ribosomal protein S1
ERGA_CDS_09330 5,53 3,24E-05 infC Translation initiation factor IF-3
ERGA_CDS 08050 5,47 4,46E-05 metG Methionyl-tRNA synthetase

ERGA_CDS 08180 5,38 1,16E-07 argC N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase
ERGA_CDS_00990 5,07 1,52E-03 purg Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase catalytic subunit
ERGA_CDS 04960 4,91 4,18E-08 eno Enolase (2-phosphoglycerate dehydratase)
ERGA_CDS 04380 4,89 2,26E-06 gyrB DNA gyrase subunit B

ERGA_CDS_06130 4,44 1,85E-05 rpIR 50S ribosomal protein L18

ERGA _CDS 08160 4,08 8,48E-03 rpiM 50S ribosomal protein L13
ERGA_CDS_01290 3,93 8,43E-05 rplT 50S ribosomal protein L20
ERGA CDS 04940 3,53 1,93E-03 rpmA 50S ribosomal protein L27

ERGA_CDS 02840 3,46 1,68E-04 ssb Single-strand binding protein
ERGA CDS 04950 3,29 5,77E-04 rplUu 50S ribosomal protein L21

ERGA_CDS 01440 3,25 3,36E-04 sucC Succinyl-CoA synthetase beta chain
ERGA_CDS 05770 3,15 6,68E-07 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_06540 3,01 1,07E-02 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_07850 2,99 4,22E-03 trx Thioredoxin

ERGA_CDS_05400 2,83 1,73E-04 virB4 VIRB4 protein precursor

ERGA_CDS 08900 2,57 1,20E-02 pyrE Orotate phosphoribosyltransferase

ERGA _CDS 08000 1,83 2,74E-03 rho Transcription termination factor rho
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Tableau 13 : Genes sous-exprimés par la souche virulente ERGp39 a 24 hpi

CDS Fold ch P-value Genes Descriptions

ERGA_CDS 00640 -7,31 5,57E-09 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS 05930 -7,04 2,97E-09 plsX phospholipid synthesis protein
ERGA_CDS_06620 -6,31 7,16E-07 clpB ClpB protein

ERGA_CDS 02060 -6,26 5,45E-08 ftsK DNA translocase

ERGA_CDS 02870 -6,15 1,88E-07 fabl Putative Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]
ERGA_CDS_03040 -5,87 9,40E-05 pyrF Orotidine 5'-phosphate decarboxylase
ERGA_CDS 08410 -5,29 2,14E-06 hflK Protease activity modulator hflk
ERGA_CDS 02560 -5,25 7,86E-07 recR Recombination protein RecR

ERGA_CDS 04240 -4,80 8,52E-06 iscS Cysteine desulfurase (NifS protein homolog)
ERGA_CDS_05390 -4,12 5,30E-06 unknown  Conserved hypothetical protein
ERGA_CDS_03830 -3,94 2,31E-06 unknown  Conserved hypothetical protein

ERGA_CDS 06050 -3,77 1,31E-05 rplQ 50S ribosomal protein L17
ERGA_CDS_07740 -3,44 3,74E-04 secB Protein-export protein secB

ERGA_CDS 05240 -3,19 2,04E-03 rpsB 30S ribosomal protein S2
ERGA_CDS_06880 -3,10 1,47E-02 unknown  Conserved hypothetical protein

ERGA_CDS 09480 -3,05 7,73E-03 glyQ Glycyl-tRNA synthetase alpha chain
ERGA_CDS 01080 -2,96 3,88E-04 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_04570 -2,88 2,99E-03 pcecB Similar to human Propionyl-CoA carboxylase beta chain
ERGA_CDS_04230 -2,80 1,02E-02 unknown  Conserved hypothetical protein

ERGA_CDS 04120 -2,31 1,32E-03 tpiA Triosephosphate isomerase
ERGA_CDS_01560 -1,80 2,22E-03 rpsG 30S ribosomal protein S7

ERGA_CDS 07350 -1,63 5,32E-04 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS 06600 -1,54 8,68E-03 pepA Probable cytosol aminopeptidase A
ERGA_CDS 04310 -1,05 3,82E-03 unknown Hypothetical protein

Quatre génes présents dans le génome d’E. ruminantium et ayant un réle primordial dans la

réplication ou la réparation de I’ADN ont été identifiés comme différentiellemment exprimés.

Parmi ces génes, 3 sont surexprimés par la souche virulente a 24 hpi : ihfA (FC=6,14), gyrB
(FC=4,88) et ssB (FC=3,45) (Tableau 12). IhfA qui code pour une des sous unités alpha de la

protéine hétérodimérique IHF (Integration Host Factor) fait partie de la famille des protéines

de type histone et aurait la capacit¢ d’induire une courbure de ’ADN qui faciliterait les

interactions protéine-protéine entre I’ARN polymérase et un activateur proximal. Elle régule

de nombreux genes en réponse a un stress. D’autre part, I’influence d’IHF sur la structure de

I’ADN contribue notamment au contrdle de la transcription (Goosen and van de Putte, 1995).

Le gene gyrB code pour la sous unité beta de I’ADN gyrase, toposiomérase qui sert a
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désenrouler I’ADN durant la réplication. Enfin ssb (single stranded binding) code pour les
protéines SSB. Ces protéines vont se fixer a I’ADN simple brin et vont les maintenir en état
monocaténaire.

Le géne rho est le seul de la catégorie des génes codant pour la transcription qui a été identifié
comme surexprimé pour la souche virulente (FC=1,83) (Tableau 12). Rho code pour une
hélicase ATP-dépendante a I’origine de la terminaison de la transcription chez les
procaryotes.

On deétecte a 24 hpi d’autres catégories de génes surexprimés par la souche virulente
notamment ceux intervenant dans la régulation post-traductionnelle ou encore le trafic
intracellulaire et la sécrétion (Figure 22). Le géne trx est un régulateur de la réponse au stress
oxydatif qui code pour une thiorédoxine (FC=2,98) (Tableau 12) (Zeller and Klug, 2006). Le
gene virB4 qui code pour le précurseur de cette méme protéine qui est essentielle pour la
virulence de nombreuses bactéries intracellulaires (FC=2,84). Ce géne appartient au systéeme
de sécrétion de type IV et est bien décrit chez un trés grand nombre de bactéries.

La majorité des genes de fonction inconnue identifiés a 24 hpi sont des géenes sous-exprimes
par la souche virulente, soit 8 génes sur 11 détectés comme étant différentiellement exprimés
(Figure 22). Parmi ces génes hypothétiques, des domaines de similitude avec de motifs
protéiques existants ont été identifiés notamment pour le CDS_ERGA 07980 qui possede un
domaine NifU (Tableau 12). Bien que ces protéines soient trés mal connues, des études
récentes indiquent qu’elles pourraient intervenir dans 1’assemblage des clusters fer-souffre et
dans la régulation du fer. Pour les autres génes aucun motif protéique similaire a d’autre

bactéries ou organismes n’a été trouve.

3.2.2.2. Genes surexprimés par la souche Gardel atténuée a T1 (24 hpi vs 24 hpi)

Enfin parmi les genes sous-exprimés chez la souche virulente, 17/24 interviennent soit dans
le métabolisme de base ou alors sont des genes hypothétiques (Tableau 13). Toutefois des
genes important dans la pathogenése sont surexprimés par la souche atténuée tels que les clpB
(FC=6,30), chaperonne qui sert a désagréger les protéines agrégees, instables ou mal repliées,
secB, le constituant cytoplasmique essentielle a la translocation de protéine via les systemes
de sécrétions sec dépendant. De fagon surprenante, on identifie également parmi les génes les

plus fortement differentiellement exprimés le gene hflK (FC=5,28) qui code pour une protéine
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qui lorsqu’elle est complexée avec hflC va moduler ftsH qui est une protéase majeure

participant a la lyse de la membrane cellulaire.

3.2.2.3. Genes surexprimés par la souche Gardel virulente a T2 (48 hpi vs 72 hpi)

Parmi les génes les plus fortement surexprimés par la souche virulente mgtE qui code pour un
transporteur de magnésium (Mg?*) a été identifié (FC=5,48) (Tableau 14). Chez Salmonella
les génes mgtBC, qui codent également pour des systéemes de transport de magnésium, sont
requis pour la multiplication intracellulaire et I’établissement d’une infection systémique. La
souche virulente surexprime également le gene fdxB qui code pour la ferrédoxine, impliquée
dans la régulation et I’acquisition du fer (FC=4,26). Plusieurs génes codant pour la réparation
et la réplication de I’ADN sont surexprimés notamment les hélicases recB (FC=5,43 et dnaB
(FC=5,13) qui sont parmi les 3 premiers genes les plus différentiellement exprimés. Parmi
toutes les hélicases, qui sont responsables du déroulement de I’ADN lors de la réplication,
DnaB est de loin la protéine la plus efficace. Quant a recB, il code pour une protéine majeure
impliquée dans la virulence par ses fonctions de réparation de I’ADN et de colonisation de
I’hote notamment chez Helicobacter pylori (Wang and Maier, 2009). On note également une
surexpression de deux génes appartenant aux SST4, les CDS _ERGA 00150 et
CDS_ERGA 05360, qui codent pour les protéines virB10 (FC=3,18) et virB6 (FC=2,87)
respectivement. De plus les genes typA, pstA et dnaK sont tous surexprimés par la souche
virulente par rapport a 1’atténuée (Tableau 14). TypA (homologue de bipA géne stade
spécifique chez Bordetella), constitue un régulateur important de la réponse adaptative aux
modifications environnementales (Deora, 2002). PstA code pour une perméase
transmembranaire du systéme Pst impliqué dans 1’acquisition du phosphate et dnaK code pour
une protéine chaperonne impliquée dans la résistance au choc thermique.

La categorie de genes la plus représentée regroupe des génes hypothétiques (36%), dont
beaucoup ont des domaines protéiques de fonction connue et important dans la pathogenese et
la virulence d’autres especes bactériennes. Une large majorité des génes inconnus est
surexprimée par la souche virulente EGRp39 (figure 23). Parmi ces génes, on retrouve les
CDS_ERGA 06440 (FC=3,87) et CDS_ERGA 01690 (FC=3,74) qui codent pour les motifs

Ankyrines et protéines SNARE respectivement (Tableau 14). Les protéines a répétitions de
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motifs ankyrine en tandem sont identifiées chez les Rickettsie et sont potentiellement
impliquées dans divers processus tels que, le cycle cellulaire, 1’organisation du cytosquelette,
la toxicité ou encore la réponse inflammatoire (Rikihisa and Lin, 2010). Les protéines
SNARE sont quant a elle responsables de I’inhibition de la fusion phagolysosomiale,
empéchant la destruction de la vacuole intracytoplasmique (morula) dans cette phase de
croissance exponentielle (Paumet et al., 2009). On retrouve également deux CDS tres
fortement surexprimées par la souche virulente, les CDS_ERGA 02500 (FC=5,01) et
CDS _ERGA 02360 (FC=4,92) qui possédent 43% d’homologie avec des hémolysines ou
hémagglutinines et 40 % avec les protéines de type RhoGEF respectivement. Egalement tres
fortement exprimé, le CDS_ERGA 07300 (FC=4,91) qui code pour la protéine périplasmique
DsbA, indispensable au maintien de 1’intégrité et a la stabilisation de protéines exportées via
le périplasme et de protéines membranaires. Le CDS_ERGA 04130 (FC=4,39) qui contient
des domaines protéiques similaires aux génes codant pour des protéines de la famille TRAP
(Tripartite  ATP-independent Periplasmic Transporter). Ces protéines TRAP sont des
transporteurs périplasmiques pour de nombreux solutés indispensables a la bactérie. Ces
protéines sont immunogénes chez E. chaffeensis et E. canis (Barbet et al., 2001). Enfin le
CDS_ERGA 01020 code pour une protéine qui possede un domaine SoxR et HspR,
régulateurs majeurs impliqués dans la réponse au stress oxydatif, la réponse a une
augmentation de la température et de 1’osmolarité (Compan and Touati, 1993; Nunoshiba,
1996).
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Tableau 14 : Génes surexprimés par la souche virulente ERGp39 a T2

CDS Foldch P-value Genes Descriptions

ERGA_CDS 04720 5,49 9,09E-04 mgtE Magnesium transporter

ERGA_CDS 06470 5,44 3,10E-03 recB Putative Exodeoxyribonuclease V beta chain
ERGA_CDS 05910 5,13 1,20E-03 dnaB Replicative DNA helicase

ERGA_CDS 02500 5,01 2,43E-03 unknown 43%) homologue with Hemolysins or hemagglutinin
ERGA _CDS 02360 4,93 1,61E-02 unknown (40%) homologue with RhoGEF protein

ERGA_CDS 07300 4,92 8,09E-03 unknown Similar to thiol:disulfide interchange protein dsbA"
ERGA_CDS_03920 4,64 6,98E-03 fabG 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase
ERGA CDS 07980 4,61 3,35E-03 unknown NifU-like domain, IscR-regulated protein Yhgl
ERGA_CDS_03360 4,53 4,32E-03 nifR3 Putative nitrogen regulation protein nifR3

ERGA_CDS 00950 4,46 2,98E-03 ispF 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate / synthase
ERGA_CDS 08610 4,42 4,30E-03 dacF Penicillin-binding protein dacF precursor/ beta lactamase
ERGA_CDS 04130 4,39 1,39E-04 unknown TRAP transporter solute receptor, TAXI family PBPb
ERGA_CDS 02650 4,38 4,80E-03 SUCA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component
ERGA_CDS_04300 4,26 4,80E-03 fdxB Ferredoxin, 2Fe-2S

ERGA_CDS_05860 4,25 9,21E-03 thio Putative thiamine biosynthesis oxidoreductase thiO
ERGA_CDS_05560 4,23 7,40E-03 unknown protein DnaQ-like exonuclease superfamily
ERGA_CDS_06730 4,22 4,53E-03 bioB Biotin synthase

ERGA_CDS 06390 4,15 5,28E-03 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS 09050 4,13 1,17E-03 mapl-10 map1l-related protein

ERGA CDS 05680 4,07 1,04E-02 rne Ribonuclease E

ERGA_CDS 05900 4,03 1,60E-02 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_05770 4,01 1,11E-02 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS 02200 3,97 1,01E-02 coq? similar to human Ubiquinone biosynthesis protein Coq7
ERGA_CDS 00620 3,96 4,33E-03 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS 06440 5,49 9,09E-04 unknown Putative ankyrin repeat protein

ERGA_CDS 03770 5,44 3,10E-03 typA GTP-binding protein TypA/BipA homolog
ERGA_CDS_01690 5,13 1,20E-03 unknown Conserved hypothetical protein SNARE

ERGA _CDS 04920 5,01 2,43E-03 nuoJ NADH-quinone oxidoreductase chain J

ERGA_CDS 03220 4,93 1,61E-02 rluC Ribosomal large subunit pseudouridine synthase C
ERGA_CDS 09420 4,92 8,09E-03 unknown conserved hypothetical protein TIGR00103
ERGA_CDS_00150 4,64 6,98E-03 virB10 VirB10 protein

ERGA_CDS 09070 4,61 3,35E-03 mapl-8 Map1-related protein

ERGA_CDS 05670 3,01 1,46E-02 dnaK Chaperone protein dnaK (Heat shock protein)

ERGA _CDS 05360 2,87 1,70E-02 unknown VirB6 components domain fragment
ERGA_CDS_05430 2,85 1,28E-02 pstA Phosphate transport system permease protein
ERGA_CDS 00270 2,57 3,05E-03 dapD carboxylate N succinyltransferase

ERGA_CDS_01020 2,33 9,95E-03 unknown HspR-like proteins / SoxR domain / merR related familly
ERGA CDS 07630 1,95 1,41E-02 unknown Hypothetical protein
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Catégories fonctionelles des génes différentiellement exprimés a T2
Signal transduction mechanisms

Cell wall membrane envelope biogenesis

Replication, recombination and repair

Posttranslational modification, protein / turnover,
chaperones

Translation, ribosomal structure and biogenesis
Map1-related protein
Energy production and conversion
Intracellular trafficking and cell motility
Phosphate transport system B Atténuée
Nucleotide transport and metabolism M Virulente
Lipid transport and metabolism

Inorganic ion transport and metabolism

Secondary metabolites biosynthesis, transport and
catabolism

Amino acid transport and metabolism
Coenzyme transport and metabolism

Hypothetical

0 5 10 15 20 25

% de génes par catégories

Figure 23 : Catégorie de genes différentiellement exprimés entre les souches Gardel virulentes

et atténuées d’Ehrlichia ruminantium au moment de la phase de croissance exponentielle (T2)

3.2.2.4. Genes surexprimés par la souche Gardel atténuée a T2 (48 hpi vs 72 hpi).

Prés de 50% (15/32) des genes surexprimes par la souche atténuée ERGp243 a ce stade sont

de fonction partiellement ou compléetement inconnue (Figure 23). Toutefois, parmi les genes
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les plus relevants exprimés a ce stade dsbE (FC=-5,69) et def (FC=-2,43) ont été identifiés
(Tableau 15). Le premier fortement exprimé par ERGp243 posséde une structure et fonction
similaire a dsbA et le second code pour la protéine peptide deformylase 1. On note également
la présence de deux genes appartenant au complexe Ccm, ccmA et ccmB, qui exporte I’héme
nécessaire pour la biosynthese du cytochrome c¢ chez les bactéries. Enfin virB11 (FC=-1,73)

qui appartient au SST4 est surexprimé par la souche atténuée (Tableau 15).
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Tableau 15 : Génes sous-exprimés par la souche virulente ERGp243 a T2

CDS Foldch P-value Genes Descriptions

ERGA_CDS_08340 -5,80 2,74E-06 unknown  Putative exported protein
ERGA_CDS_02750 -5,78 4,99E-03 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_07180 -5,69 1,87E-06 dsbE Thiol:disulfide interchange protein dsb
ERGA_CDS_03620 -5,32 1,27E-04 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_04560 -5,00 3,64E-03 unknown  Conserved hypothetical protein
ERGA_CDS_01810 -4,93 8,82E-03 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_08740 -4,30 1,67E-02 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_00300 -4,22 3,47E-03 dfp pantothenate metabolism flavoprotein homolog
ERGA_CDS_06500 -4,16 6,31E-05 folP Dihydropteroate synthase
ERGA_CDS_00610 -3,98 1,10E-02 unknown  Hypothetical protein

ERGA _CDS_ 07320 -3,93 7,84E-03 cCmA Heme exporter protein A
ERGA_CDS_02790 -3,91 1,37E-02 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_00340 -3,68 1,34E-02 ccmb Heme exporter protein B
ERGA_CDS_09150 -3,67 3,43E-03 Mapl-1 Mapl-related protein
ERGA_CDS_05880 -3,62 1,71E-04 unknown  (putative cytidine deaminase)
ERGA_CDS_01150 -3,49 9,60E-03 unknown  Apolipoprotein N-acyltransferase
ERGA _CDS 05820 -3,48 4,76E-04 unknown  Putative Holliday junction resolvase
ERGA_CDS_00240 -3,46 1,09E-03 XseA Probable exodeoxyribonuclease VII large subunit
ERGA_CDS_07250 -3,40 1,04E-02 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_0840 -3,23 4,11E-04 pth Peptidyl-tRNA hydrolase

ERGA _CDS 00180 -3,02 7,90E-03 ribA GTP cyclohydrolase 11
ERGA_CDS_07530 -3,02 3,78E-03 frer Ribosome recycling factor
ERGA_CDS_01840 -2,99 1,66E-04 sdhC Succinate dehydrogenase cytochrome B-556 subunit
ERGA_CDS_00470 -2,94 9,87E-04 unknown  hypothetical protein
ERGA_CDS_03180 -2,87 5,90E-03 unknown  Hypothetical protein
ERGA_CDS_01760 -2,43 1,45E-02 def Peptide deformylase 1

ERGA _CDS 02970 -2,09 3,09E-03 thiC Thiamine biosynthesis protein thiC
ERGA_CDS_07260 -2,00 1,60E-02 dcd Deoxycytidine triphosphate deaminase
ERGA _CDS 00750 -1,94 7,95E-03 atpH ATP synthase delta chain
ERGA_CDS_00140 -1,73 1,70E-02 virB11 VirB11 protein

ERGA _CDS 03030 -1,40 1,31E-02 unknown  putative deoxyribonuclease
ERGA_CDS_00660 -1,35 1,10E-02 gltA Citrate synthase
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3.2.2.5. Genes surexprimés par la souche Gardel virulente a T3 (96 hpi vs 120 hpi)

A T3, 34% des genes surexprimees par la souche virulente sont de fonction et de classe
totalement inconnue (Figure 24). Parmi les 40 genes de fonction inconnue détectés au
moment de la lyse, un trés grand nombre fait partie des plus fortement exprimés que ce soit
par la souche virulente ou la souche atténuée (Tableau 16 et 17). Les deux génes les plus
différentiellement surexprimés par la souche virulente et de fonction inconnue sont les
CDS_ERGA 07330 (FC=7,92) et CDS_ERGA_06420 (FC=6,48) (Tableau 16). L annotation
du génome et la recherche de motif protéique n’ont pas permis de trouver des domaines
fonction connue pour la majorité d’entre eux.

Au moment de la lyse, on détecte une trés forte surexpression du géne atpB (FC=6,43) qui
code pour la sous unité alpha de I’ATP synthétase (Tableau 16). De nombreux transporteurs
parmi lesquels mgtE (FC=5,75), et proP (FC=5,63) ont aussi €té identifiés comme fortement
surexprimés. MgtE code pour un transporteur du magnésium et proP pour un transporteur de
proline et de bétaine connus pour leurs fonctions osmoprotectantes (Csonka, 1989). On
retrouve egalement de nombreux transporteurs ABC (SST1): lolC (FC=5,33), le
CDS_ERGA 01410 (FC=4,03) pour lequel on retrouve des motifs protéiques codants pour
une perméase de type ABC et le géne pstB (FC=3,20) qui appartient au systeme Pst (Tableau
16).

Les CDS_ERGA _06430 et ERGA_07160 sont aussi surexprimés par la souche virulente. Le
premier CDS posséde un domaine band 7 similaire de la flotilline et HfIK/C entre autre,
impliqué dans divers processus intracellulaires comme la transduction des signaux, la
réorganisation du cytosquelette pour 1'un ou encore la prise de décision par la cellule
d’induire un cycle lytique ou lysogénique en cas d’infection par un bactériophage pour 1’autre
(Tavernarakis et al., 1999; Hinderhofer et al., 2009). Le deuxiéme géne code pour des
protéines de la famille TRAP, catégorie retrouvée également surexprimée a T2. Parallelement
a cela on identifie le géne sppA qui code pour la protéase IV qui est relativement bien connue
chez beaucoup de bactéries hautement pathogénes (Poquet et al., 2001). ERGp39 surexprime
les genes ligA, dnaB et le CDS_ ERGA _05820 qui codent pour une DNA ligase, une hélicase
et une résolvase de la jonction de holliday respectivement. Enfin le géne fdxB (ferredoxine)
est également surexprimé par la souche virulente (Tableau 16).
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3.2.2.6. Genes surexprimés par la souche Gardel atténuée a T3 (96 hpi vs 120 hpi)

Beaucoup de genes intervenant dans le métabolisme de base sont détectés (Figure 24). Les

génes de réplication et réparation de I’ADN recG, dnaQ, xseA codant pour une hélicase ADN

dépendante, la chaine epsilon de I’ADN polymérase III et large sous unité de

I’exodéoxyribonucléase VII, sont surexprimes par la souche atténuée (Tableau 17). On détecte

également le gene proP différent de celui surexprimé par la souche virulente a ce stade (CDS _

ERGA _02820), hemH qui code pour une ferrochélatase et cspA une protéine chaperonne

induite en réaction au stress thermique. Enfin le géne bcr codant pour une protéine de

résistance a la bicyclomycine est surexprimé par la souche atténuée (Tableau 17).

Tableau 16 : Liste de genes relevants surexprimés par la souche virulente ERGp39 a T3

CDS Fold ch P-value Genes Descriptions

ERGA_CDS_07330 7,92 1,53E-10 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_06420 6,48 1,08E-07 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_08780 6,43 3,28E-09 atpB ATP synthase A chain

ERGA_CDS_04720 5,75 1,46E-08 mgtE Magnesium transporter

ERGA_CDS_02740 5,63 2,36E-09 proP Proline-betaine transporter (tolerance to osmotic stress)
ERGA _CDS 00790 5,33 3,91E-06 loIC protein lolC - ABC transporter

ERGA_CDS_03060 4,66 5,77E-08 cycl Cytochrome c-type biogenesis protein cyclJ/ccmE

ERGA _CDS 3890 4,65 2,30E-07 xthA Exodeoxyribonuclease 111

ERGA_CDS_01410 4,03 2,33E-03 unknown Probable ABC transporter permease protein yqgH
ERGA _CDS 03200 3,82 6,35E-07 suhB Inositol-1-monophosphatase

ERGA_CDS_06430 3,62 5,91E-05 unknown band 7 domain of flotillin (reggie) like proteins (HfIK/C)
ERGA _CDS 00860 3,58 8,76E-06 comF Similar to DNA transformation competence protein F
ERGA_CDS_09120 3,39 3,32E-06 map1-3 Map1-related protein

ERGA_CDS_09250 3,31 2,66E-03 S0j Sporulation initiation inhibitor protein soj
ERGA_CDS_05960 3,20 1,95E-04 pstB ATP-binding protein pstB (ABC phosphate transporter)
ERGA_CDS_05090 3,07 7,88E-06 unknown  similar to Haemophilus competence protein comM
ERGA_CDS_08970 3,00 1,16E-04 pcnB Poly(A) polymerase

ERGA _CDS 08450 3,00 2,05E-04 mc Ribonuclease 111

ERGA_CDS_06590 2,88 6,24E-05 purN Phosphoribosylglycinamide formyltransferase
ERGA_CDS_05570 2,88 3,79E-05 unknown GTP-binding protein Era homolog

ERGA_CDS_07160 2,86 1,11E-03 unknown TRAP C4-dicarboxylate transport permease superfamilly
ERGA _CDS 00670 2,82 3,38E-03 GshA Glutamate--cysteine ligase, T. ferrooxidans family
ERGA_CDS_05820 2,76 2,82E-03 unknown  Putative Holliday junction resolvase
ERGA_CDS_09310 2,69 5,60E-06 unknown Belongs to the cinA family; inducible protein cinA
ERGA_CDS_08770 2,69 1,35E-04 egsA Probable glycerol-1-phosphate dehydrogenase [NAD(P)]
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ERGA_CDS_09080 2,67 8,21E-03 mapl-7 Map1-related protein

ERGA_CDS_02580 2,62 2,71E-04 ZnuA High-affinity zinc uptake system protein znuA
ERGA_CDS_08610 2,59 1,23E-04 dacF Penicillin-binding protein dacF precursor
ERGA_CDS_04300 2,55 4,88E-05 fdxB Ferredoxin, 2Fe-2S

ERGA_CDS_01770 2,52 5,40E-05 argH Argininosuccinate lyase

ERGA_CDS_06350 2,50 5,69E-03 SppA Putative Protease IV

ERGA_CDS_05910 2,30 1,36E-02 dnaB Replicative DNA helicase
ERGA_CDS_07310 2,20 1,67E-02 coxW Cytochrome C oxidase assembly protein
ERGA_CDS_08460 2,15 3,02E-03 ctaG Cytochrome C oxidase assembly protein ctaG
ERGA_CDS_09050 2,07 1,20E-03 map1-10 Map1-related protein

ERGA_CDS_09110 1,94 2,27E-04 mapl-4 Map1l-related protein

ERGA_CDS_08080 1,87 2,25E-04 ctaD Probable cytochrome ¢ oxidase polypeptide |
ERGA_CDS_09070 1,33 6,64E-04 mapl-8 Map1l-related protein

ERGA_CDS_07210 1,21 1,21E-02 ligA DNA ligase

ERGA_CDS_05560 1,18 2,57E-03 unknown DnaQ-like exonuclease superfamily
ERGA_CDS 00510 1,11 1,64E-02 glnA Glutamine synthetase |

ERGA_CDS_00970 1,09 1,60E-02 unknown (Ser rich protein)

Tableau 17 : Liste de génes relevants sous-exprimeés par la souche virulente ERGp39 a T3

CDS Foldch  P-value Genes Descriptions

ERGA _CDS 08320 -5,87 3,05E-08 unknown Frameshift version of ERWE_CDS_08430
ERGA_CDS_01830 -5,06 1,51E-05 aroA 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
ERGA _CDS 09440 -4,98 1,87E-05 metK S-adenosylmethionine synthetase
ERGA_CDS_04130 -4,88 2,60E-08 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_09230 -4,67 1,95E-07 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_05680 -4,56 1,86E-06 rme Ribonuclease E

ERGA_CDS_03690 -4,50 1,90E-07 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_09090 -4,37 1,25E-07 mapl-6 Map1-related protein

ERGA _CDS 00310 -4,33 1,60E-06 recG ATP-dependent DNA helicase RecG
ERGA_CDS_05130 -4,20 1,04E-04 dnaQ DNA polymerase I, epsilon chain
ERGA_CDS_04310 -3,74 9,28E-09 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_02820 -3,66 8,04E-06 proP Proline/betaine transporter

ERGA _CDS 00240 -3,50 2,20E-04 XSeA Probable exodeoxyribonuclease V11 large subunit
ERGA_CDS_08260 -3,24 1,01E-02 gatC Putative Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit C
ERGA _CDS 06400 -3,21 3,21E-05 hemH Ferrochelatase

ERGA_CDS_09030 -3,03 7,62E-05 mapl-12 Mapl-related protein

ERGA_CDS_05330 -3,03 3,01E-04 ispH 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase
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ERGA_CDS_01690 -3,00 4,17E-04 unknown Conserved hypothetical protein SNARE
ERGA_CDS_09150 -2,88 2,47E-03 mapl-1 Mapl-related protein

ERGA_CDS_02670 -2,85 1,30E-05 dapA Dihydrodipicolinate synthase

ERGA_CDS_00770 -2,81 1,07E-05 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_07580 -2,78 6,34E-03 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_05210 -2,77 7,63E-05 znuB High-affinity zinc uptake system membrane protein znuB
ERGA_CDS_08240 -2,72 3,97E-03 mrp Mrp protein

ERGA_CDS_08520 -2,59 1,03E-04 ribF Riboflavin biosynthesis protein ribF
ERGA_CDS_03000 -2,57 5,22E-04 unknown Hypothetical protein

ERGA_CDS_07410 -2,44 1,78E-04 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_03720 -2,36 8,92E-04 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_07240 -2,23 3,70E-03 CSpA Putative Cold shock-like protein cspA
ERGA_CDS_06280 -2,12 8,78E-04 rpID 50S ribosomal protein L4

ERGA_CDS_04490 -1,89 7,66E-06 miaA tRNA delta(2)-isopentenylpyrophosphate transferase
ERGA_CDS_00550 -1,88 4,21E-04 secF Protein-export membrane protein SECF pas significatif
ERGA_CDS_02750 -1,87 1,67E-02 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_00460 -1,82 1,58E-02 rpe Ribulose-phosphate 3-epimerase
ERGA_CDS_02860 -1,78 1,12E-02 gatB Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/GIn) amidotransferase
ERGA_CDS_09210 -1,73 8,06E-03 unknown  Hypothetical protein

ERGA_CDS_02710 -1,31 6,05E-03 nadE Probable glutamine-dependent NAD(+) synthetase
ERGA_CDS_00010 -1,30 1,17E-02 nadC Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase
ERGA_CDS_07760 -1,25 1,56E-02 ber Bicyclomycin resistance protein
ERGA_CDS_02920 -1,24 5,54E-03 pdxJ Pyridoxal phosphate biosynthetic protein pdxJ
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Catégories fonctionelles des génes différentiellement exprimés a T3
Transcription

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
General function prediction only

Cell cycle control, cell division and chromosome partitioning
Cell wall membrane and envelope biogenesis

Map1l-related protein

Energy production and conversion

Replication, recombination and repair

Posttranslational modification (protein turnover,

chaperones) L,
B Atténuée
Translation, ribosomal structure and biogenesis

H Virulente
Nucleotide transport and metabolism
Lipid transport and metabolism

Amino acid transport and metabolism
Inorganic ion transport and metabolism
Carbohydrate transport and metabolism

Coenzyme transport and metabolism

Hypothetical

0 5 10 15 20

% de génes par catégories

Figure 24 : Catégorie de genes différentiellement exprimés entre les souches Gardel virulentes

et atténuées d’Ehrlichia ruminantium moment de la lyse des cellules (T3)

3.2.2.7. Genes communs aux différents temps

On compte en tout 19 genes exprimes différentiellement de fagcon significative a deux
moments du cycle d’infection (Tableau 18). On identifie uniquement le CDS_ERGA 4130 de
fonction inconnue, surexprimé a T1 et T3 pour la souche atténuée. Le géne sdhC (Succinate
dehydrogenase) est surexprimé a T1 et sous-exprimé a T2 pour la souche virulente (Tableau
18B). Trois autres génes sont exprimés de fagon inverse entre T2 et T3 suivant les souches

(rne, CDS05820 et CDS 04130). Les genes communs les plus surexprimés pour la souche

123



Analyse du transcriptome de la bactérie Ehrlichia ruminantium

virulente aux temps T2 et T3 sont mgtE (transport de magnésium), 1’hélicase dnaB, dacF qui
code pour une protéine appartenant a la famille des PBPs (penicillin-binding-proteins) qui
permet le maintien de la polymérisation du peptydoglycane a la surface de la membrane de la
cellule bactérienne (Popham et al., 1999; Popham and Young, 2003), le géne fxdB codant

pour la ferrédoxine et les genes map1-10 et map1-8 (Tableau 18B).

Tableau 18 : Listes de genes relevants communs aux différents temps (T1/T2 et T2/T3). A':
Comparaison T1 et T2. B : Comparaison T2 et T3

A.

CDS Fold ch (T1) Foldch (T2) Genes

ERGA_CDS_01840 5,72 -2,99 sdhC /Succinate dehydrogenase cytochrome B-556
ERGA_CDS_07980 6,38 4,61 hypothetical protein turnover, chaperones
ERGA_CDS_05770 3,15 4,01 Hypothetical protein

B.

CDS Fold ch (T2) Foldch(T3) Genes

ERGA_CDS_04720 5,49 5,75 mgtE

ERGA_CDS_05910 5,13 2,30 dnaB

ERGA_CDS_08610 4,42 2,59 dacF

ERGA_CDS 04130 4,39 -4,88 Hypothetical protein
ERGA_CDS_04300 4,26 2,55 fdxB

ERGA_CDS_05560 4,23 1,18 Conserved hypothetical protein
ERGA_CDS_09050 4,13 2,07 map1-10

ERGA_CDS_05680 4,07 -4,56 rne

ERGA_CDS_01690 3,74 -3,00 SNARE-like protein
ERGA_CDS_09070 3,11 1,33 mapl-8

ERGA_CDS_00240 -3,46 -3,50 xseA

ERGA _CDS 05820 -3,48 2,76 Putative Holliday junction resolvase
ERGA_CDS_09150 -3,67 -2,88 mapl-1

ERGA_CDS_00300 -4,22 -3,13 dfp

ERGA_CDS_02750 -5,78 -1,87 Hypothetical protein
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3.2.3. La famille multigénique map

On identifie plusieurs genes appartenant a la famille multigénique map soit 8 CDS map sur
16, modulés a T3 (Figure 25). Outre map1-10 et map1-8 qui sont surexprimés a T2 et T3 pour
la souche virulente, mapl-3, mapl-7 et mapl-4 sont aussi surexprimés a T3 (Tableau 16).
Inversement, le géne mapl-1 est surexprime par la souche atténuée a T2 et T3 (Tableau 18B)

et mapl1-6, mapl-1 et mapl-12 sont surexprimés uniquement a T3.

6 Map1-related protein

3 A == yvirulente

== atténuée

Nombre de géne

T1 T2 T3

Figure 25 : Nombre de génes de la famille map surexprimés a chaque phase (T1/T2/T3)

3.2.4. Le cluster recB

A T’aide de I’analyse microarrays et des données de séquencage des génomes des souches
Gardel virulente et atténuée, nous avons identifié un ensemble de genes contigus, co-exprimés
avec le géne recB (Figure 26). La majorité de ces genes est surexprimée dans la souche
virulente entre T2 et T3. La plupart de ces génes co-exprimés avec recB sont connus pour leur
implication dans plusieurs processus pathogéniques décrits dans la littérature chez d’autres
bacteéries.

Les CDS_ERGA 06340 (rpsA, ribosomal protein), CDS_ERGA 06350 (sppA, signal peptide
peptidase), CDS_ERGA 06390 (protéine de membrane hypothétique), CDS_ERGA 06420
(Hypothétique), CDS_ERGA 06430 (flotillin/HfIK), CDS_ERGA 06440 (Ankyrin repeats
protein), CDS_ERGA 06470 (recB), sont tous surexprimés par la souche virulente (Tableau
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12, 14 et 16). Seul le géne CDS_ERGA 06400 a T3 (ferrochélatase) est surexprimé et détecté
uniquement chez la souche atténuée (Tableau 17). Il est intéressant de remarquer qu’en
analysant de facon comparative les séquences nucléotidiques de ces différents CDS entre la
souche atténuée et la souche virulente, on détecte une mutation dans les génes recB et (HfIK)
CDS_ERGA 06430 pour la souche atténuée (Figure 26).

hypothetical protein

(hypotl hemH hypothetical protein)
mk ihf8  nypowneucar pror hypothetical protein, hypothetical protein
putative ATPase n2B hypothetical protein rect

AON)O0 Q04K 00 Q06000 100800 1 0100 14000 6000
= O | —

TR

CDS6340 CDS6350 CDS6390 CDS6400 CDS6420 CDS6430 CDS6440  CDS6470
Ribosomal peptidase Membrane Ferrochelatase Flotilin  Ankyrin Recombination
protein protein

s> SUrEXprimé par la souche virulente
m===)> Surexprime par la souche atténuee
X Mutation chez la souche atténuée

Figure 26 : Représentation schématique du cluster recB

3.2.5. Transcriptome d’E. ruminantium a partir des transcrits SCOTS Ox a T3
Pour les échantillons SCOTS 0x, 43% (766/1772) des CDS présents sur la lame sont détectés
contrairement a ce qui est observé avec SCOTS2x (>75%). En effet, seulement 77 génes ont
été identifies comme différentiellement exprimeés entre ERGp39 et ERGp243 avec des ratios
inférieurs a 3 et superieur a -3 pour la surexpression et la sous-expression des génes pour la

souche virulente. 50% (38/77) des génes différentiellement exprimés sont surexprimés par la
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souche virulente et 50% (39/77) sous exprimés. Seuls 14 génes détectés sont communs avec
I’analyse SCOTS 2x a T3.

3.3. Validation des CDS d’intéréts par qRTPCR

La validation du différentiel d’expression des génes par PCR quantitative a été faite dans un
premier temps sur les génes les plus surexprimés par la souche virulente aux différents temps
et/ou dont la fonction peut étre associée a des mécanismes de pathogenese. Au temps T1, nous
avons choisi de tester I’expression de 5 CDS : CDS00440, 08000, 05660, 07980 et 05400. Au
temps T2, nous avons testé 6 CDS, les CDS 06470, 03770, 06440, 02360, 05360, 04720 et au
temps T3 8 CDS, les CDS 06420, 02740, 08780, 04720, 07330, 09900, 09080 et 06790
(annexe 1).

Afin de faire une mesure relative d’expression de génes, 1’ensemble des PCR ciblant ces
genes ont été testés et validés en mesurant 1’efficacité de la PCR pour chaque couple
d’amorces a partir des dilutions sériées d’ADN génomique d’E. ruminantium. L’efficacité
obtenue était comprise entre 90 et 100% selon les amorces utilisées. Les échantillons de
cDNA ont été testés sans capture par gRTPCR avec comme genes normalisateurs les 3 genes
déja établis comme étant des génes d’expression relativement stable : pCS20, recA et 16S
(voir chapitre I1). L’efficacité des PCR ciblant les 3 génes endogénes est équivalente a celle
des génes cibles nous permettant d’utiliser la méthode des AACT. Quelque soit le géne
normalisateur utilisé et quelque soit I’échantillon testé (replicat biologique ou échantillon
utilisé en paralléle pour la capture SCOTS et ’analyse microarrays), nous avons obtenu une
surexpression systématique des génes pour la souche atténuée par rapport a la souche
virulente ce qui est I’inverse des résultats obtenus par microarrays.

La stabilit¢ de ’expression de ces genes sur la souche atténuée a été évaluée sur deux
réplicats biologiques ERGp241 et 243 en utilisant la methode décrite au chapitre Il. Le
nombre de transcrits de pCS20, recA et 16S a été mesuré et une normalisation par le nombre
de bactéries pour chaque échantillon a été faite. Le rapport R (nombre de copies ADN
(mapl)/nombre de copies CADNS) est représenté dans le tableau 19. Les résultats obtenus
montrent que I’expression des 3 genes choisis est instable pour la souche atténuée au cours du

temps. Les rapports sont plus faibles pour la souche virulente que pour la souche atténuée ce
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qui traduit un niveau d’expression des génes beaucoup plus important pour la souche

virulente par rapport a la souche atténuée.

La recherche de genes candidats stables au cours du temps chez les deux souches est en cours.

Par conséquent, 10 génes ne variant pas au cours du temps d’aprés les données de

microarrays ont été choisis en comparant I’ensemble des résultats SCOTS2x et SCOTSOx

pour pouvoir trouver le ou les candidats idéaux dans le but de valider les résultats microarrays

(Tableau 20). En paralléle des CDS normalement surexprimés par la souche atténuée au cours

du temps ont été également choisis pour vérification par gRTPCR (annexe 2).

Tableau 19 : Stabilité de I’expression des geénes (R) chez ERGp243 au cours du temps

120
R 24 hpi 48 hpi 72 hpi 96 hpi hpi
Gp38  Gp243 Gp241 Gp38 Gp243 Gp241 Gp38  Gp243  Gp38 Gp243 Gp241  Gp38
recAl 21 8 79 10 278 471 4 102 7 26 57 25 252
pCS20 9 23 12 893 7 482 9 117 72
16S1 19 12 73 17 157 128 16 17 13 5 5 7 25
Tableau 20 : Liste des genes choisis pour la validation de génes de ménages sur la base des
résultats microarrays
sondes genes/fonctions M T1 scot2x M T2 scot2x M T3 scot2x M T3 scotOx
ERGA_CDS_01640_b 50S ribosomal protein L7/L12 -0,87 -0,73 -0,16 -0,72
ERGA_CDS _01640_a -0,36 0,79 0,12 0,70
ERGA_CDS _02130_b -0,27 -0,50 0,58 0,40
3-oxoacyl- synthase Il
ERGA_CDS _02130_a 0,20 0,15 0,34 0,42
ERGA_CDS_07690_a . . -0,26 -0,37 0,41 0,00
Hypothetical protein
ERGA_CDS_07690_b -0,85 -0,69 -0,73 0,21
ERGA_CDS_07610_a  hypothetical protein -0,11 0,48 0,27 -0,25
ERGA_CDS 06070 _a 30S ribosomal protein S11 0,81 -0,18 -0,06 -0,87
ERGA _CDS 06070 b 0,99 0,17 0,27 0,46
ERGA _CDS 06170 a 50S ribosomal protein L5 -0,79 -1,03 0,25 -0,57
ERGA _CDS 06170 b 0,78 0,14 0,07 -0,44
ERGA _CDS 07140 a 30S ribosomal protein S6 0,81 0,13 -0,48 -0,49
ERGA _CDS 07140 b 1,01 0,25 -0,85 1,42
ERGA _CDS 04390 a . . 0,57 -0,76 -0,87 -0,34
Hypothetical protein
ERGA_CDS_04390_b 0,58 -1,02 -0,79 0,69
ERGA_CDS_07660_a  Hypothetical protein -0,67 -0,32 -0,45 0,81

128



CHAPITRE IV.

Discussion géneérale

129



Discussion générale

Dans cette étude, nous avons voulu mieux comprendre la pathogenése de la bactérie E.
ruminantium et notamment identifier les génes reliés aux mécanismes de survie, a I’adaptation
au milieu intracellulaire mammalien et surtout & la virulence. Pour ce faire, notre modéle
expérimental et notre analyse reposaient essentiellement sur la comparaison in vitro du niveau
d’expression des genes, entre deux souches Gardel virulente et atténuée, aux génomes quasi
identiques, mais ayant deux comportements différents in vivo vis-a-vis de 1’animal infecté
conduisant a la mort de I’animal infecté par la souche virulente et a sa survie en cas
d’infection par la souche atténuée. Ces souches posseédent toutes les deux un cycle de
développement in vitro identique et complexe comportant différents stades évolutifs mais
avec une lyse cellulaire plus rapide pour la souche atténuée par rapport a la virulente. Nous
avons déterminé le profil transcriptomique comparé des deux souches au cours des différentes
phases du cycle d’infection in vitro. Cette analyse transcriptomique a pu étre conduite par
’utilisation de la méthode SCOTS permettant de contourner le probléme, caractéristique des
pathogenes intracellulaires obligatoires, de faible quantit¢é d’ARN bactérien récolté parmi
I’ARN eucaryote en particulier aux stades précoces de développement (Graham and Clark-
Curtiss, 1999; Hinton et al., 2004).

Pour la réalisation de ce travail, plusieurs cinétiques (répétitions biologiques) ont été générées
pour la souche virulente et pour la souche atténuée en gardant toujours des passages similaires
dans les cellules endothéliales afin que la variation genétique observée au cours des passages
cellulaires successifs n’affecte pas le comportement de la bactérie entre 2 réplicats
biologiques. Les souches ERGp39 (virulente) et ERGp243 (atténuée) ont été utilisées pour
I’application de la méthode SCOTS suivie de I’hybridation des échantillons (cDNA
SCOTS2x) sur les puces a ADN couvrant I’ensemble des séquences codantes d’E.
ruminantium. L’hybridation des ADNs génomiques des deux souches Gardel virulente et
atténuée démontre une trés forte colinéarité (R?> = 0,98) des génomes. Les différences
attendues en utilisant 1’analyse microarrays pour la comparaison des deux souches relevent
donc plus du niveau d’expression différentiel des genes, plutdt que des différences au niveau
du génome.

L’analyse globale du transcriptome des deux souches in vitro a révélé de nombreux génes

différentiellement exprimés aux différents stades de développement avec une majorité au
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stade infectieux. L’identification de la fonction des génes modulés est un indicateur de leur
role dans I’invasion, le développement de la bactérie, le détournement de la machinerie
cellulaire de 1’hote, 1’échappement a la réponse de 1’hote.  Les nombreux genes identifiés
permettent d’obtenir un schéma global des différents mécanismes développé par la bactérie au

cours de I’infection in vitro (figure 27).

1. Expression des genes impliqués dans les fonctions métaboliques

Au cours de I’infection des cellules endothéliales, les deux souches vont pénétrer dans la
cellule héte par un moyen qui est encore mal connu pour la virulente et non étudié chez
I’atténuée. E. ruminantium va devoir trés rapidement s’adapter au milieu intracellulaire et va
donc devoir synthétiser durant les différentes phases du cycle de développement, de houveaux
composants impliqués dans son métabolisme notamment des cofacteurs, des enzymes

nécessaires a la production d’énergie et a 1’acquisition de nutriments :

1.1. Biogénese des ribosomes et la traduction

L’analyse globale révele 29 genes différentiellement exprimés qui sont reconnus pour leurs
implications dans la traduction, la structure et la biogénéese des ribosomes, Au cours de la
phase précoce de croissance de la bactérie qui correspond au 1% jour du cycle de
développement pour les deux souches d’E. ruminantium (24 hpi), on retrouve 15 genes
impliqués dans la traduction dont 11 sont surexprimes par la souche virulente. La
surexpression de ces genes impliqués dans la traduction et la biogénéese des ribosomes est
probablement significative de la différence de comportement qu’il y a entre la souche
virulente et la souche atténuée. La capacité que posséde la souche virulente a surexprimer des
genes intervenant dans la synthese de protéines lui confére un avantage sélectif important
dans la préparation aux autres phases de developpement au cours desquelles la bactérie est
dans une vacuole intracytoplasmique puis libre sous forme de corps élémentaire. On peut
supposer que (i) beaucoup plus de protéines seront sécrétées pour pouvoir acquérir des
nutriments nécessaires a la phase de croissance (ii) la synthése d’enzymes permettant la
production d’énergie sera également plus conséquente. La souche virulente surexprime le
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géne infC qui code le facteur de démarrage de la traduction IF3 qui se fixe a la petite sous
unité 30S du ribosome qui contréle la fidélité de la traduction des ARNm en protéines. Des
genes codant pour les protéines constitutives de la petite sous-unité du ribosome (30S),
impliquée dans la lecture de 'ARNmM font également parti des plus surexprimés par la souche
virulente en particulier un régulateur majeur de la traduction et de 1’élongation chez les
bactéries Gram négative rpsA (Sengupta et al., 2001). La mutation de ce géne chez E. coli
induit une réduction progressive mais drastique de la croissance bactérienne. La protéine
ribosomique S1 codée par rpsA est un composant essentiel du ribosome 30S et est par
conséquent une cible de choix pour beaucoup d’antibiotiques (Herring and Blattner, 2004).
Les genes rpmF, rplIR, rpIM, rpIT, rpmA, rplU, rplQ codant pour des protéines (sous unités
constitutives) de la grande sous unité du ribosome (50S) qui est le catalyseur direct dans la
synthese protéique sont significativement surexprimés par la souche virulente. La souche
virulente surexprime tres fortement le gene codant pour une peptide deformylase (def ou
PDF) durant cette phase de latence. La fonction de I’enzyme PDF dans la maturation des
protéines est essentielle et son inhibition est létale chez les bactéries. Pour cette raison, cette
enzyme présente uniquement chez les procaryotes est une cible thérapeutique de choix pour la
conception de nouveaux antibiotiques, et est tres étudiée pour tenter de répondre par exemple
au probleme de multi-résistance des bactéries pathogenes aux antibiotiques classiquement
utilisés (Mamelli et al., 2009). En phase exponentielle de croissance, 1’expression des génes
impliqués dans la synthese protéique diminue, avec 6 CDS détectés dont 3 sont surexprimés
par la souche virulente et 3 surexprimés par la souche atténuée. En revanche au moment de la
lyse cellulaire, la souche atténuée surexprime 6 genes impliqués dans la synthése protéique
alors que la souche virulente n’en surexprime que 2. Les résultats obtenus in vitro suggerent
que la phase critique nécessitant une grande synthése protéique et permettant d’amorcer le
cycle pathogénique est la phase de latence des bactéries. Si les observations realisées in vitro
montrent que la souche atténuée semble avoir un cycle de développement similaire a celui de
la souche virulente, une différence de niveau d’expression des geénes impliqués dans la
traduction et la biogenese des ribosomes pourrait se traduire in vivo par une baisse du niveau

de la traduction des protéines réduisant ainsi la capacité de la bactérie atténuée a se multiplier.
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1.2. La production d’énergie

La production d’énergie est essentielle chez la bactérie pour 1’élaboration des nombreux
processus nécessaires au cycle de développement, qu’elle soit virulente ou atténuée. En phase
de latence on observe chez la souche virulente, une surexpression significative de deux génes
clés intervenant dans le cycle des acides tricarboxyliques, sucC codant pour la chaine beta de
la succinyl-CoA synthetase responsable clivage de la succinyl-CoA en succinate avec
production d’ATP et la succinate déshydrogénase (sdhC) qui catalyse 1’oxydation du
succinate en fumarate. A T2, sdhC est surexprimé mais par la souche atténuée de méme que le
géne atpH codant pour la chaine delta de I’ATP synthétase. Des études récentes menées chez
la souche SR-11 de Salmonella enterica serovar Typhimurium ont révélé qu’une mutation de
sucCD ou de sdhCDA rendait la bactérie modérément atténuée pour la premiére mutation et
fortement atténuée pour la seconde (Mercado-Lubo et al., 2008). A la vue de cette étude, il est
possible que ces deux génes jouent un réle important dans la virulence d’E. ruminantium. La
bactérie E. ruminantium posséde I’ensemble des éléments constituants ces deux groupes
géniques. A T3, une énorme production d’énergie semble étre induite par la souche virulente
par la surexpression du gene atpB codant pour la chaine alpha de I’ATP synthéthase, qui

synthétise I’ATP lors de la phosphorylation oxydative.

1.3. Réparation et réplication de ’ADN

En pénétrant dans la cellule héte, les bactéries peuvent étre endommagées ce qui nécessite des
mécanismes de réparation de réorganisation et de réplication de I’ADN. Dans notre modgle,
des genes impliqués dans ces mécanismes de réparation et de réplication sont plus fortement
induits chez la souche virulente (11/17) au cours du cycle de développement, en particulier
aprés ’entrée dans la cellule et a la lyse cellulaire. On peut supposer qu’au moment de la lyse
des cellules hotes, la bactérie virulente maintienne ’intégrité de son matériel génétique, d’ou
I’importance de 1’expression de ces genes. La souche virulente surexprime ihfA qui code pour
le facteur IHF, faisant partie de la famille des protéines de type Histone. ihfA est impliqué
dans I’expression des SST3 de Salmonella typhimurium. L’absence d’IHF, protéine

hétérodimérique composée de sous-unités codées par ihfA et ihfB, conduit a la diminution de
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I’expression des geénes codant les protéines intervenant aux différentes étapes de la
biosynthese des trois SST3 (Mangan et al., 2006). Des profils globaux de transcription ont été
réalisés chez typhimurium afin de comparer la souche de référence et des mutants dépourvus
d’IHF (Mangan et al., 2006). De profonds changements de la transcription ont été observés
suite a ’absence d’IHF, les génes affectés étant notamment impliqués dans la transition entre
les phases exponentielles et stationnaires, mais aussi dans la virulence et I’invasion des
cellules épithéliales (Mangan et al., 2006). Méme si dans notre modéle, aucun SST3 n’a été
identifié, il est possible qu’ihfA joue un réle important dans la pathogeneése.

Des genes impliqués dans la réplication et la réparation de I’ADN sont aussi surexprimés tels
que les génes codant pour des gyrases (gyrB) et de ssb qui maintiennent tout deux I’ADN
dans une conformation stable afin de faciliter la transcription immédiate des génes. En
parallele, la bactérie doit continuer a se multiplier et lutter pour maintenir I’intégrité de son
ADN lors de la phase exponentielle et stationnaire. Les hélicases recB et dnaB et 6 autres
génes, dnaQ (exonucléase), xthA (Exodeoxyribonuclease I11), le_CDS_ 01880, le CDS_05820
(Holliday junction resolvase), ligA (DNA ligase), participant a la réparation et/ou la
réplication de I’ADN sont surexprimées par la souche virulente durant la phase exponentielle.
Cette fonction semble étre aussi importante pour la souche atténuée qui surexprime 6 genes de

cette catégorie mais avec des différentiels d’expression qui sont relativement faibles.

2. Expression des génes impliqués dans la survie intracellulaire : échappement aux

systémes de défense de I’héte.

2.1. Les stress oxydatifs, thermiques et osmotiques

Dans la phase précoce du cycle de développement, un gene étroitement li¢ a 1I’échappement de
la réponse a la cellule héte codant pour la thioredoxine (trx ; (ERGA_CDS_07850) et qui
permet de lutter contre la poussée respiratoire est fortement surexprimé chez la souche
virulente. Son expression pourrait expliquer qu’in vivo lors de I’infection, la souche virulente
échappe a la premiére réponse des monocytes et macrophages, tandis que la souche atténuee
pourrait avoir perdu cette capacité. A I’intérieur de la vacuole intracytoplasmique la bactérie
doit lutter contre des modifications éventuelles de température, de pH et le stress oxydatif.

Dans ce contexte, sa capacité a répondre a ces différents stress pourrait étre corrélée a son
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niveau de virulence. Nous avons mis en évidence des génes surexprimés chez la souche
virulente a T2 et impliqués dans la régulation du stress thermique et oxydatif: dnakK
CDS_ERGA 07670 et le CDS_ERGA 01020 (Domaine SoxR/HspR). Au moment de la lyse
cellulaire, une modification brusque de I’osmolarit¢ du milieu externe peut engendrer des
dommages déléteres et irréversibles pour la bactérie. Par conséquent, celle-ci posséde des
systémes de transport d’osmoprotectants qui semblent etre activés pour limiter [’effet
inhibiteur de 1’hyperosmolarité. Ainsi, un des 4 CDS du gene proP codant un systeme de
transport d’osmoprotectants tels que la proline et la bétaine (Csonka, 1989) fait partie des 5
genes les plus surexprimés (FC= 5,63) par la souche virulente par rapport a 1’atténuée. Il
semble qu’il participe au maintien de I’homéostasie et de I’intégrité cellulaire chez la bactérie.
La souche atténuée surexprime également un autre géne proP (CDS_ERGA 02820) en
réponse au stress osmotique et cspA en réponse au stress thermique, au moment de la lyse

avec un plus faible différentiel d’expression (FC= -3,65 et -2,23 respectivement).

2.2. Acquisition de fer, magnésium et autres éléments

Entre la phase exponentielle et stationnaire, la souche virulente induit tres fortement des
systémes d’acquisitions et de transport du fer (fdxB, ferredoxine) et du magnésium (mgtE) qui
sont tous deux essentiels pour le pouvoir pathogéne et des transporteurs périplasmiques de la
famille TRAP, assurant le transport d’acides aminés, peptides, sucres, vitamines et ions
inorganiques. La souche atténuée exprime également a ces stades de développement des
¢léments d’acquisition du fer notamment une ferrochélatase, hemH et les genes ccmA et ccmB

qui participent respectivement a la séquestration du fer et au transport de 1’héme.

2.3. Transporteurs ABC: SST1

Quatre éléments appartenant a différents groupes de SST1 ou transporteurs ABC, dont 3 sont

bien connus, sont surexprimes a la phase exponentielle et a la lyse cellulaire. Les genes pstA/B

appartenant au systeme Pst (importateur) sont surexprimes par la souche virulente permettant

probablement une meilleure acquisition du phosphate par rapport a I’atténuée. L’inactivation

ou la mutaion de cet importateur semble entrainer une sensibilité accrue a plusieurs
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xénobiotiques chez Mycobacterium smegmatis et diminue la pathogénicité des E. coli associés
a des pathologies évoluant vers une septicémie chez les porcs (Daigle et al., 1995; Banerjee et
al., 2000). Le gene lolC du systtme ABC est également surexprimé. Ce systeme
particulierement bien connu chez les bactéries notamment chez E. coli est indispensable pour
la croissance bactérienne et I’exportation des lipoprotéines de la membrane interne vers la
membrane externe. Le 4°™ systéme transporteur ABC identifié, le CDA_ERGA_01410,
appartient a cette grande famille de transporteurs mais 1’annotation n’a pas permis de révéler

quel type d’¢élément était exporté ou importe.

2.4. Inhibition de la fusion phagolysosomiale

Le profil d’expression des geénes de la bactérie obtenu a la phase exponentielle et a la lyse
cellulaire apporte des éléments importants pour la compréhension des meécanismes de
virulence. Au cours de ces deux phases, la bactérie va se multiplier de fagcon exponentielle au
sein d’une vacuole intracytoplasmique, la morula, jusqua la lyse des cellules hotes. A
I’intérieur de cette niche de survie et de prolifération, les bactéries doivent mettre en place
différentes stratégies pour éviter la maturation de la vacuole en phagolysosomes qui leur serait
délétere. Ainsi, nous avons identifié un gene codant pour une protéine SNARE connue pour
son rdle dans I’inhibition de la fusion phagolysosomiale (Paumet et al., 2009) et qui est
surexprimé en phase exponentielle et sous exprimé en phase de lyse pour la souche virulente.
La faible expression de ce géne chez la souche atténuée au moment ou elle en a le plus besoin
(phase intracellulaire) pourrait induire une reconnaissance précoce du pathogene par les
SNARE de la cellule héte provoguant une lyse anticipée des cellules. Ce faible niveau
d’expression pourrait expliquer nos observations concernant la lyse plus précoce des cellules
par la souche atténuée in vitro. Ainsi, I’inhibition de la fusion phagolysosomiale dans la

cellule est fortement corrélée a la virulence des souches.

2.5. Resistance aux antibiotiques

La souche virulente surexprime de facon significative a la phase exponentielle et a la lyse

cellulaire, le géne dacF qui code pour une béta-lactamase appartenant a la famille des PBPs
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(penicillin-binding-proteins) et qui permet le maintien de la polymérisation du peptidoglycane
a la surface de la membrane de la cellule bactérienne. Or, la synthése du peptidoglycane est
essentielle pour la survie et la virulence de la bactérie (Popham et al., 1999; Popham and
Young, 2003). En revanche la souche atténuee surexprime a la lyse cellulaire le gene bcr
codant pour une protéine de résistance a la bicyclomycine qui bloque la protéine rho ATPase

au niveau du transcrit.

3. La famille multigénique map

La famille protéique MAP a été étudiée de part ses propriétés polymorphes et de protéines
membranaires qui font de ces protéines des candidats vaccinaux de choix. Huit protéines de la
famille MAP appartenant a la membrane externe sont exprimées de fagon différentielle.
Certaines, codées par mapl-6, mapl-1 et mapl-12, sont exclusivement surexprimées par la
souche atténuée a la phase exponentielle et a la lyse cellulaire. Les 5 autres génes, mapl-3,
mapl-7, mapl-10, mapl-4 et mapl-8, sont surexprimés uniquement par la souche virulente.
Un essai vaccinal réalisé au laboratoire avec un vaccin recombinant contenant quatre
protéines de la famille MAP (MAP1+1, MAP1-6, MAP1-2 et MAP1-14), a €té réalisé. 1l a
permis de protéger 50 % des animaux contre une infection létale réalisée en conditions
contr6lées. Une amélioration de la production et de la purification des protéines est en cours
avant un nouvel essai vaccinal. Les MAP identifiées au cours de 1’analyse du transcriptome
devraient étre intégrées aux nouveaux essais vaccinaux. Si 1’on considére que certaines MAP
ont un fort pouvoir immunogeéne, celles qui sont surexprimées de facon spécifique par la
souche atténuée pourraient participer éventuellement a la reconnaissance de cette souche par

le systeme de défense de 1’hote induisant son élimination comme observé in vivo.

4. Le cluster recB

Le géne recB semble étre impliqué dans divers processus en particulier la réponse au stress
oxydatif, la réparation de I’ADN et la colonisation de 1’hdte mammalien chez Helicobacter
pylori. Il a été montré que la mutation de ce gene entraine une diminution importante de la
survie dans différentes conditions et peut entrainer la mort de la bactérie (Wang and Maier,

2009). Un ensemble de génes contigus ou proches, semble étre co-régulé entre T1 et T3, les
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CDS_ERGA 06340 (rpsA), CDS_ERGA 06350 (sppA), CDS_ERGA 06390 (protéine de
membrane hypothétique), CDS_ERGA 06420 (Hypothétique), CDS_ERGA_06430 (Band7)
et CDS_ERGA 06440 (Ankyrine). Quatre des 6 génes co-exprimés avec recB sont connus
pour leurs implications dans plusieurs processus pathogéniques décrit dans la littérature chez
les bactéries. CDS_ERGA 06440 code pour une protéine contenant des répétitions de motifs
de type Ankyrine. Ces protéines, qui sont des médiateurs de nombreuses interactions protéine-
protéine chez les eucaryotes, sont transloquées dans le cytoplasme de la cellule héte par le
SST4 chez les bactéries intracellulaires Legionella pneumophila, Coxiella burnetii,
Anaplasma phagocytophylum et E. chaffeensis (Pan et al., 2008; Rikihisa and Lin, 2010).
Méme si la translocation de ces protéines par le SST4 n’a pas encore été identifiée chez E.
ruminantium, des études dans le genre Ehrlichia et Anaplasma montrent qu’elles sont toutes
des substrats du SST4 chez ces bactéries (Rikihisa and Lin, 2010). Fait encore plus marquant,
I’analyse microarrays révele qu’a la phase exponentielle, le géne codant pour une protéine a
motifs ankyrine est surexprimé chez la souche virulente simultanément avec deux génes
codant pour les protéines VirB10 et VirB6 appartenant au STT4 d’E. ruminantium. Un autre
gene co-exprimé avec recB et codant la protéase IV (sppA) correspond a un facteur de
virulence majeur chez les bactéries qui sert aux clivages de peptide signaux des protéines
exportées (Poquet et al., 2001). Cette protéase semble participer a de nombreuses fonctions
extracytoplasmiques (i) la nutrition azotée et la croissance, par la fourniture de peptides et
d’acides aminés assimilables, (ii) le renouvellement et le recyclage des protéines exportées et
(iii) la fonction « de ménage » dans I’enveloppe, qui permet de se débarrasser des protéines
exportées anormales ou mal repliées. Un autre géne surexprimé chez la souche virulente, le
CDS_ERGA 06430 qui code pour une proteine appartenant a la famille Band7 qui compte
des domaines comme la stomatine, la flotilline et HfIC/K qui sont impliqués dans la virulence
bactérienne. Lors de la lyse, ce géne pourrait participer a la lyse des cellules infectées ou a la
réorganisation du cytosquelette des cellules adjacentes pour y pénétrer afin d’initier un
nouveau cycle infectieux. Chez les procaryotes, les homologues des protéines stomatine sont
généralement organisés en opéron avec une protéine de membrane et une protéase, élément

que I’on retrouve dans ce groupe génique.
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5. Virulence bactérienne

Nous avons identifié un gene ayant des motifs protéiques similaires a DsbA et fortement
surexprimé pour la souche virulente lors de la phase exponenentielle. Or, DsbA fait partie des
protéines Dsb, responsables de la formation et de 1’isomérisation des ponts disulfures au sein
des protéines en maturation dans le périplasme. De nombreux homologues sont retrouvés chez
les bactéries gram negatifs et ils sont importants pour 1’exportation de nombreux facteurs de
virulence. Chez la souche uropathogénique Escherichia coli CFT073, il existe deux systéemes
Dsb impliqués dans la virulence et constitués de plusieurs protéines (Totsika et al., 2009).
Chez Ehrlichia, I’annotation du génome n’a permis d’identifier que dsbA, E et D. L’activité
de dsbA est nécessaire pour la formation d’un pili de type IV ou fimbriae qui sert a
I’adhérence a la surface des cellules hotes chez Neisseria meningitidis et Vibrio cholerae
(Peek and Taylor, 1992; Tinsley et al., 2004). Beaucoup de mutants pour le gene dsbA ne
peuvent pas (i) produire ou sécréter des toxines, (ii) produire les composants constituant les
STT, notamment SST3, chez Pseudomonas spp., Shigella flexneri et Salmonella enterica
serovar Typhimurium et (iii) ont une diminution drastique de la survie (Rosadini et al., 2008).
Au cours de la phase exponentielle, la souche virulente co-exprime avec dsbA 2 CDS de
fonction inconnue mais qui possede une faible homologie avec une hémolysine et la protéine
RhoGEF. Ces deux protéines sont impliquées dans des mécanismes de virulence. En effet,
I’hémolysine est une toxine qui se fixe a des cellules cibles et provoque la formation de
canaux membranaires laissant passer les ions aboutissant a la destruction de la cellule cible.
Certaines toxines secrétées par les bactéries telles que 1’hémolysine alpha sont bien connues
pour détériorer les cellules endothéliales. Le facteur RhoGEF est quand a lui un activateur des
protéines RhoGTPases et joue un rdle important dans la réorganisation du cytosquelette, la
lyse et I’invasion cellulaire en interagissant avec 1’actine (Boquet and Lemichez, 2003). Lors
de la phase de latence, 2 génes importants dans la pathogenese sont surexprimés par la souche
atténuée tels que les clpB, qui servent a désagréger les protéines agrégées, instables ou mal
repliées, secB, le constituant cytoplasmique essentiel a la translocation de protéines via les
systémes de sécrétions sec dépendant. Les genes dsbE et virB11 sont egalement surexprimés

par la souche atténuée en phase exponentielle. La surexpression par la souche atténuée de ces
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génes importants pour la sécrétion et/ou I’exportation d’effecteurs intervenants dans la

pathogenése ne doit pas étre négligée pour la formulation de nos hypotheses.

6. Les genes de fonction inconnue

L’annotation du génome de Gardel avait révélé que le génome comportait plus de 30% de
CDS de fonctions inconnus. L’analyse transcriptomique a permis de détecter 76 CDS
différentiellement exprimés entre la souche virulente et la souche atténuée qui sont de
fonction inconnue, soit 32% des CDS détectés. Parmi ces genes, se trouvent autant de pistes a
explorer dans I’optique de I’analyse fonctionnelle pour pouvoir identifier des génes
éventuellement impliqués dans 1’atténuation ou dans la virulence d’E. ruminantium. Des
fonctions nouvelles pourraient étre mises en évidence et permettront de mieux comprendre la
pathogenese des deux souches.

Comparativement aux études transcriptomiques précédentes notamment chez Rickettsia
conorii, des éléments et systemes communs ou similaires ont été identifiés et correspondent
pour la plupart a des genes exprimés en phase exponentielle et surtout au moment de la lyse
cellulaire. On retrouve notamment les thiorédoxines, les transporteurs proline/betaine, les
transporteurs ABC, recB et les hélicases, les virB 4-11-10 (La et al., 2007; Renesto et al.,
2008). En paralléle, des travaux de protéomique réalisés par Marcelino et collaborateurs sur le
stade corps élémentaire pour la souche virulente, révélent la présence de protéines
correspondant a 20% de celles détectées en microarrays comme étant surexprimeées.
L’adéquation entre I’analyse du transcriptome et les données du protéome est essentielle pour
valider I’importance des genes modulés dans les mécanismes de virulence (données en cours

de soumission).
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Figure 27 : Schéma global de la biologie d’Ehrlichia ruminantium
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Conclusions et perspectives

L’adaptation de SCOTS a notre modele E. ruminantium et 1’utilisation des microarrays nous
ont permis d’avoir une meilleure vision sur le pouvoir pathogéne de la bactérie et les
différences de comportements observées entre souches. Les résultats obtenus permettent de
mettre en évidence les différences d’expressions existant entre la souche virulente et la souche
atténuée de Gardel au cours de la cinétique in vitro, mais ne permettent pas d’extrapoler a ce
qui se passe in vivo. lls nous permettent de formuler des hypothéses pour expliquer la
différence dans le pouvoir pathogene observeé in vivo entre les deux souches. En effet, seul des
analyses complémentaires permettant de valider chaque CDS détecté et considéré comme
étant important pour la pathogenése pourront nous apporter des certitudes dans 1’interprétation
des résultats.

Parmi toutes les hypotheéses que nous pouvons formuler, I’'une d’entre elles consiste a
considérer que certains des génes surexprimés chez la souche atténuée permettraient d’induire
une réponse immunitaire précoce et/ou favorable & son élimination in vivo. La modulation de
I’expression des genes peut étre la résultante d’une adaptation a la culture in vitro aprés de
nombreux passages et d’une spécialisation a un environnement donné mais défavorable a son
développement in vivo. De plus, trés peu de facteurs reliés a la virulence sont surexprimeés au
cours du développement de la souche atténuée alors qu’elle surexprime un nombre
considérable de génes intervenant dans le métabolisme ou la réparation et la réplication de
I’ADN. Ceci pourrait signifier que la bactérie atténuée cherche d’abord a assurer son
métabolisme de base. On pourrait par conséquent émettre I’hypothése que la souche virulente
bien qu’étant dans des conditions in vitro «milieu artificiel », mime les conditions
d’infections in vivo puisque de tres nombreux génes intervenant dans la virulence sont
retrouvés aux différents stades du cycle de développement contrairement a la souche atténuée.
De fagon tres générale, on constate que la souche virulente surexprime un tres grand nombre
de génes lui permettant d’améliorer son développement optimal et sa survie dans un
environnement intracellulaire qui lui est hostile. Par ailleurs on peut supposer que les
systémes de reconnaissance de la bactérie mis en place par la cellule hote sont plus efficaces
en cas d’une infection par la souche atténuée. Dans les conditions d’infection in vitro, la
surexpression de la protéine SNARE par la souche virulente, protéine qui empéche la fusion
phagolysosomiale est un élément important allant dans le sens de notre hypothese. Il serait

intéressant d’évaluer le niveau d’expression de ce géne in vivo pour verifier si la fusion
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phagolysosomiale n’est pas restaurée dans le cas d’une infection par la souche atténuée. La
mise en évidence des génes impliqués dans les systemes de sécrétion (SST1 et STT4) dans
I’échappement a la réponse de 1’hote, SNARE et le transport du fer nous ouvre des
perspectives d’études fonctionnelles intéressantes.

La premiere étape doit consister a valider ces résultats en utilisant la méthode
gRTPCR. Cette validation a représenté une partie importante de ce travail de thése. La
stabilité des genes de ménages choisis pour la normalisation a été vérifiée au cours de la
cinétique d’infection de la souche virulente uniquement, 1’expression des genes pCS20, recA
et surtout 16S ne variaient pas au cours du temps. Cependant nous avons détecté a posteriori
une forte variabilité dans I’expression de ces geénes au cours de la cinétique de la souche
atténuée. Par conséquent, les ratios obtenus étaient incohérents (inversés) par rapport a ceux
observés suite a 1’analyse microarrays. De nombreux geénes candidats pour la normalisation
ont été choisis pour la validation de nos résultats sur la base de leur stabilité lors de 1’analyse
microarrays.

Méme si la mutagenese dirigée reste encore compliquée chez ces bactéries
intracellulaires obligatoires, des travaux se développent sur ces méthodes (O. Driskell et al
2009, Binet et Maurelli 2009), ce qui nous offre des possibilités de validation fonctionnelle de
nos genes d’intéréts. Les facteurs qui contribuent a la virulence choisis sur les bases de nos
résultats peuvent étre validés par des approches de complémentation dans un hoéte hétérologue
tel que Bartonella henselae. Le modéle semble bien adapté pour tester la fonctionnalité de
certains génes conservés d’E. ruminantium. Beaucoup de génes de fonction inconnue sont
surexprimes par les souches virulentes et atténuées. La recherche de I’impact de ces génes
dans le développement et la pathogenése de la bactérie, par mutagenése dirigée semble étre
nécessaire. L’organisation et I’expression du groupe de génes liés a recB est particulierement
intéressante. A I’aide de la mutagenese, nous pourrions vérifier s’il s’agit de génes co-régulés.
L’analyse des séquences sur le génome de la souche atténuée effectuée sur ce groupe de genes
a permis d’identifier 2 mutations pour le géne recB et le CDS_ERGA _06430 (hflK/flotilline).
Ces mutations pourraient étre a 1’origine de la sous-expression de ce groupe de gene chez la
souche atténuée s’ils sont co-régulés. Le seéquencgage récent de la souche atténuée nous
permettra d’effectuer 1’analyse en génomique comparative pour I’ensemble des génes

différentiellement exprimé que ce soit pour la souche virulente ou la souche atténuée.
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La réponse aux différents stress intracellulaires (osmotique, thermique, oxydatif)
semble étre importante tout au long du cycle pathogénique. Les genes permettant une réponse
efficace semblent surexprimés dans des conditions d’infection in vitro pour la souche
virulente par rapport a la souche atténuée. Des essais in vitro utilisant des monocytes purifiés
infectés avec la souche virulente et atténuée permettraient de mettre en évidence les
différences de comportement des souches vis-a-vis de la poussée respiratoire. D’autre part,
des différences d’expression de génes in vivo sur animaux infectés par les deux souches sont
maintenant réalisables permettant de valider la modulation de I’expression de génes. Des
expériences peuvent étre également faites en soumettant les cellules infectées a un stress
thermique dans des conditions contrdlées, pour analyser la réponse de 1’héte et de la bactérie.

Les transporteurs et systémes d’acquisition de métabolites semblent étre importants
pour E. ruminantium surtout pour la souche virulente qui surexprime une large gamme de
transporteurs. Des expériences (effets doses) d’inhibition des éléments transportés tels que le
fer, le magneésium et le phosphate peuvent étre réalisées pour confirmer leur importance dans
la survie et la virulence intracellulaire a partir du stade morula en utilisant par exemple des
chélateurs qui réquisitionneraient les éléments disponibles dans le cytoplasme de la cellule
hote, in vitro. L’utilisation d’anticorps bloquant spécifiquement certaines fonctions dans des
tests in vitro devrait étre realisable.

Les données de microarrays vont aussi étre exploitées temps par temps pour une
souche donnée afin d’identifier les génes nécessaires a 1’établissement de chaque stade de
développement physiologique de la bactérie. La validation fonctionnelle permettrait de mettre
en évidence des genes « stades spécifiques » et nécessaires a chaque stade de développement.
L’analyse du protéome complet de la souche Gardel semble nécessaire pour évaluer la
proportion de génes dont les protéines sont synthétisées au cours d’une cinétique d’infection
et pour définir si les différentiels d’expression observés pour les génes sont corrélés aux

quantités de protéines synthétisées entre souches virulentes et atténuées.

L’annotation du génome et I’étude du transcriptome des souches Sénégal virulente et
atténuée sont en cours. L’analyse transcriptomique de ces deux souches nous apportera des
éléments de réponse notamment sur les mécanismes de pathogenése et d’atténuation qui

peuvent étre différents de ce qui est observé pour la souche Gardel. L hybridation de ’ADN

145



Conclusions et perspectives

génomique de Gardel et Sénégal sur les puces a révéle une grande différence genomique, avec
une faible colinéarité entre Gardel et Sénégal (virulente/atténuée). Par conséquent, d’autres
génes « souches spécifiques » pourraient étre identifiés.

Gréace au travail réalisé sur le transcriptome des souches Gardel, d’autres souches pourront

étre analysées sur ce méme modeéle en optimisant de nouvelles lames d’E. ruminantium.
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Annexe 1. Génes d’intéréts surexprimés par la souche virulente ERGp39 T1/T2/T3

Amorce pour validation microarrays SCOTS2x T1/T2/T3

ERGA_CDS_07980
ERGA_CDS_07980F2: TCTTTCGCATCAAAAAACTCTTGT
ERGA_CDS_07980R2: GAATGGGATGTTTTAAAGCCAGAA

ERGA_CDS_04720
ERGA_CDS_04720F2: ATTCTAATTCACTTAGTACCAGATTTGCG
ERGA_CDS_04720R2: TAAGTCTTCAATTATGACTACTATGTCTTCAGTGT

ERGA_CDS_05910
ERGA_CDS_05910F1: CCCATTGCATCGTCGTATCTTT
ERGA_CDS_05910R1: CTCCTCCGGATTCAGTCAGTG

ERGA_CDS_08610
ERGA_CDS_08610F1: AGCATGGCAACAAGGTGGAC
ERGA_CDS_08610R1: TTCTGCAAGTGTGATAGATGCATC

ERGA_CDS_04300
ERGA_CDS_04300F2: TGAAGCTTATGATGGAGAAACTCTATTAA
ERGA_CDS_04300R2: CCAACTTGGATCAATTATCACGTG

ERGA_CDS_00440
ERGA_CDS_00440F1: CAAGCCAGCCTTGAGCTTTT
ERGA_CDS_00440R1: CAAGAAGGATGCTTATCTGTACCAGAT

ERGA_CDS_05660
ERGA_CDS_05660F1: CAACTTTTATCCACCCTGGCA
ERGA_CDS_05660R1: CGTAGCGATGTGATGATAGTTGCT

ERGA_CDS_07850F1: AACCTCAATTAGAAAAGTTAGCCAATCA
ERGA_CDS_07850R1: AGTATAGTGGGTACTGCACTAACACCA

ERGA_CDS_05400
ERGA_CDS_05400F2: ATACAGGAGCAAGAGATACTGGATCTT
ERGA_CDS_05400R2: GATGGATCTCATGCAGCAATATTT

ERGA_CDS_08000
ERGA_CDS_08000F2: GTTTTAGCATCCTTCCATTACTGACC

148



ERGA_CDS_08000R2:

ERGA_CDS_06470
ERGA_CDS_06470F1:
ERGA_CDS_06470R1:

ERGA_CDS_06440
ERGA_CDS_06440F1:
ERGA_CDS_06440R1:
ERGA_CDS_06440F2:
ERGA_CDS_06440R2:

ERGA_CDS_03770
ERGA_CDS_03770F1:
ERGA_CDS_03770R1:

ERGA_CDS_00150
ERGA_CDS_00150F1:
ERGA_CDS_00150R1:

ERGA_CDS_05360
ERGA_CDS_05360F2:
ERGA_CDS_05360R2:

ERGA_CDS_07330

ERGA_CDS_07330F1:
ERGA_CDS_07330R1:
ERGA_CDS_07330F2:

ERGA_CDS_06420
ERGA_CDS_06420F1:
ERGA_CDS_06420R1:

ERGA_CDS_08780
ERGA_CDS_08780F2:
ERGA_CDS_08780R2:

ERGA_CDS_02740
ERGA_CDS_02740F1:
ERGA_CDS_02740 R1

CCTGAGGATAAAGGAGG AGAGGTTA

GCAAAACAGCGCACCATAAGT
TATCTCGTTCTAGTGTTGGAATGTTAAGTT

TCCATATCTTACAGCATAAGTTAACAAAGTATC

ATGTTTCTGGTTTACGTGTTTTGATT
AGTTGGCAACATTAGAATCAACACC
AACTAGATATTGGTTTGCCTGTTGTATC

AAGGTGATATGCAAGACTTGCGT
ACCTGTACCATGAGAATCAGTCAAAA

CTGATGCTCCTTGTCTTCCTAGTTC
AATGCCAGCCCAGGAAAAA

TAATCGTTTCATTTGGTTCAGGATC
TGTGAAATGATTTCTGGAGTTCAAGA

TTGCACCAATCCAGCAATAAGT
TGAAGTACAATCTGAAAGGGAGAAAATT
TTTTTGCACCAATCCAGCAATA

CAAACAGTAACAAAATCCTCTGAGTAATC
GGAAGGCAGTAATACTTCAAGCAATT

CACCAAGGAACTCATTTCCTTCATA
CGAGTCGTATTGATAGGCTTACAGG

ACGTACTTTGCAAGGATTATCTTTTG

: CAGCTGCACCTCCAAGTATCG
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ERGA_CDS_00790
ERGA_CDS_00790F2: CTGGATCTTGACAGGCAGCTT
ERGA_CDS_00790R2: TTTTTTTGATACCTTACCCTCCATCT

ERGA_CDS_06430
ERGA_CDS_06430F1: ACTTTCCAGACAATTACAGCAGCTATT
ERGA _CDS_06430R1: TTCCATTTGTGCGTATGAGAACA

Annexe 2. Génes d’intéréts surexprimés par la souche atténuée ERGp243 T1/T2/T3
A

Amorce pour validation microarrays SCOTS2x T1
F1: GCTGAGCTGATTAACGGTTCT
R1: TCTGTAGATCAAAGCTTAGAAGATG
F1: GCACCACCCATAATTGCAAACTGGA
R1: GGGTGGGGATTTTGCCCCAGAA
F1: CTCCTATCTCGATTTTTAGCTGCAT
R1: CGCAGCGTTATATTACGGATAGGT
F1: GGACATGGTGAAGGTGTGATGTTA
R1: CTTGTGATATTGCAGCTCTTCCTTT
F1: AATTACCAAATTTAGGGTCATCTTC
R1: ATCACGCTTAACATCAGAACAAA
R1: TAACACTCCTGCTCCAGCAATG
F1: CAAACAATGAAACTGGTGCTATTCA
F1: TCGTTTTGCCCAACACCTTGT
R1: TGTTACTAGTGGCTGCTCCAAG

ERGA_CDS_00640

ERGA_CDS_05930

ERGA_CDS_06620

ERGA _CDS_08410

ERGA_CDS_02560

ERGA_CDS_04240

ERGA_CDS_07740

Amorce pour validation microarrays SCOTS 2x T2

F1: TACAAAGGCCCACAATGAGA
R1: ATCGTGCGTTTAAATGCGTA
F1: CCGTTCCTGATGTTTCAAGT
R1: CATGCTCTTCTTGGCATGTT
F1: CCCACGAATTAATAGCAGCA
R1: GATGTGTGAAAGGCTCATCG
F1: GCACTGGGTTTATGTTGGAA
R1: AAGCCAATGCATGACCTACA
F1: ACCCTAGTAGCCATAGCAGT
R1: AAAATGATGCAGGTTCAATG

ERGA_CDS_00140  F1:GCCATCATTGGTGTATCAGC

150

ERGA_CDS_08340

ERGA_CDS_07180

ERGA_CDS_07320

ERGA_CDS_0340

ERGA_CDS_05820




R1 : CAAAGGAGGGCAAGGTAGAG

Amorce pour validation microarrays SCOTS 2x T3

F1: ACGATCTCCCAATACAAACC
R1: AGTCGATGATGGATTCCAAG
F1:CCCCCATTAATTGCACATAC
R1: GGAAGAAGTTTCCTGGAGTG
F1: AAGGGTTGTCTTTTGCAGGT
R1: CCAACAGCACCACCAAGTAT
F1: TCCTCCTCTGGCAATAATGA
R1: GGTGCTGCTATCAACGACAT
F1: TCTAGACGGCAAATCCCCTA
R1: TGTTGGATGGCTGAAAATGT
F1: TTCGAGGTTAATTGCTGAGA
R1: TCTCAACGGTTGGTAGATGA

ERGA_CDS_08320

ERGA_CDS_05130

ERGA_CDS_02820

ERGA_CDS_0240

ERGA_CDS_06400

ERGA_CDS_07240
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Transcriptomic analysis of Ehrlichia ruminantium by micro-arrays
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Introduction
Ric Etvriichia (ERD, fhe agert of heartwaisr, Is an oblgate Riracelldar pafhopen (1), This charactersiic sxplains that [kte Is known about the:
penesc determinants and maolecsiar mes of ER Recenily a of sefective caplure of ranscripts s=quences [(3COTA) (1) was sucossshaly

adaptes to ER. This step was essential for any Ssture franscriplomic sludy on obligate infracelular pathager. The anncéation of 2 genomes of Gandel and Welgevonden
strains revealss Mat 30% of the COS hac unknowr funchions [3). The abjectives of this shucly was io do Righ throughpet gens sxpressicr analysis through e developmers
of ER microamays and then idensity genes involved In the pathogenssts and atteruation of ER strains and comprehension of these mechanisms. An i wiirs model using
both winuient and aterualed Gardel simins ik bovine endothelal cois aliowed us b comoarne for e first ime ER gene sxpression . In this study, we reported a st of penes
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The adaptaton of SCOTE method to our &y wiro meded, alowed to ooiain a large amount of ER transcripts and do ferther Fanscriplomic study. For the first tme, ER micra-

arays was valdated by hybridization of ER gONA and cOMA. 3COTS method allowed he deiection of ihe lowest expressed genes such as rpoD or recd. There was a
shrong increase of detecfion of iarscripts afler SCOTE both demaonsiraizsd by @ RTPCR and micrc-aray analysls. We demonstrated that SCOTE mednhod was crucial for
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Adaptation of SCOTS method for Ehrlichia ruminantium:
Innovative approach for transcriptomic analysis of obligatory intracellular pathogen
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Introduction

The Ricketisly Efvichia nnminantiom ER |5 the causative agent of hearfwaler, which afects wiki and domestc numinants and [s ransmitied by ticks of the genus
Ampipomma. Recently, the genomic crganisation of this microorganism was revealed by the s=gquencing of two sirains: Gardel and Welpevonden [1]. Genes
rnived In virukence, host ceil pensiration or Invasion and intacelsfar growdh process. ane sill unidenSifed. Transcriotomic anafysis wsing high throupst microarray
analysls and @ RTFCA will ke done Ik order fo kdentty the genes involved In the stienuation and e ER pathogenis. A large amcasnt of RMA from viulent anid
attenuated Gandel stralns car b= obtalned using am & w0 model (bovire =ndotelal oelis)
Due o the obligste Intracelular properies of ER, the main cbsiacks to do accurads ranscoriplomic study Is the preduction of purified ER transcripts without host cell
contaminant. Sefective capture of franscrised sequerces (200T32) was originaly developed by Sraham and Clark-Cuertiss In 1253 for the ron obligaiory Intracedular
pathogen Mpcobacerium fubermwess (2}, and was furter used for franscriptomic microarray analysis (3} In this study, we neport for S frst ime the seccesstul
adaptation of the 3C0TE method io an obligats nimceliar bacierium.

NkpNI PCR after SCOTS

Afier each caplure, a8 FCR using MKPKI peimer
was perfomed o condrm fhe eficlency of the
cONA Fybricization o gDNA and then the saiecttve
caplures. Figure 1 shows amplcons after MEFN1
PCR cbisimed for Gardel passage 35 at S€ and
120 hpl. Thers Is a dimirudion of the size of the
ampitied  Tanscribed  s=gquences  afler  each
caplure
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Enrichment of ER cDNA after SCOTS

Zoulhern blols wers done on CDMAS before and
afler =ach captere for =ach Hme of Infection for
winderd Gardel Figure 2 shows soufhem blots
oblained using cOMA at SE mpl anc 120 mol as
probes on ER gDMA . DEG-rONA 233+33 and 155
are wsed i reveal the bands comesponding b ER
oA Jane 1) We obsere @ decrease of
contaminant rRKA after the second and Sird
capture. After successive capiure, there 5 a2
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Results

e

- Detection of ER transcripts
by RTPCR after SCOTS

i D=i=ction of transcrpts of § ER gEnes

L o wene done Scdowing successive caphurs

SCOTS method for production

of cDMA samples from ER

Endethelial cells infected with
nmmmwml
at 24, TZ, 96 and 120 bgi

o aszess the Increase n ER specHc
Fransoripts {Figure * and Taok 1}

-ther= was no def=cHon of ER franscrpts
bedore capture for all genes

-ihers was an Increase of the amount of
cOMA for =ach larget genss afler =ach
caphae
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Detection of ER 165
by RTPCR after SCOTS

Deteclion of ER 158 by RTPCR fo assess
the d=crease In contarirant franscripts:
There was a signifcant diminetion of 152
contaminart foliowing suCcesshe capture
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Discusgsion & Perspectives

tracelidar parasites (4.5.6) was adapied fo our ER model #%or further

transcripfomic analysls. Hybrldzafon bermperabsne and hybridizafion beler which condEiored an efliclent hybodizaSion In sringent condfiors wene modifi=d. The
diminution of the skre of transcripts for NKPH1 PCR following successhee captures of ER was observed as previously for S3almonslia (£). We chssrved by Soufhem bt
a progressive snrichment of ER cONA betasen 1rst and third capture. There was aiso a ciminubon of ribosomal contaminant aser capture as shoan by QRTPCR
targeting 155 ranscoripls. Increased amounts of S differ=nt ER tanscoripts were cbserved by RTFCR foliowing successhve caphore. Furthermorne, Sis shudy highightes
the difzrential expression of magi, RecA, fh, pCE20, rpel sikce variable nember of caplanes wene necsssary o defedt specHic ransorbed. Mapi was strongly
expressed whereas pCE20 was the lowest expressed gene independendly of the fime of indeciion.
Hoth RTFCR results and soulhem biot validated the successtsl adaptation of 3C0T2 method to ER and showld enable us io perform transcrptom ic shudy on atiEnuated
and vindent Sardel strains. This should l=ad fo the identfication of rew virul=noe faciors.
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Résumé

La bactérie intracellulaire obligatoire Ehrlichia ruminantium (ER) est 1’agent pathogeéne
responsable de la cowdriose ou heartwater chez les ruminants domestiques et sauvages. Pour
élucider la pathogenese de la bactérie dans les cellules endothéliales, 1’analyse du
transcriptome a été¢ entreprise en comparant le niveau d’expression des souches Gardel
virulente et atténuée dont les génomes ont été sequences. La sélection des transcrits bactériens
a été réalisé grace a I’adaptation de la méthode SCOTS a notre modéle. Les cDNA obtenus
par SCOTS ont été hybridés sur des puces a ADN pangénomique d’ER spécifiques des
souches Gardel et Welgevonden.Cette étude a révélé 239 geénes différentiellement exprimés
entre souche virulente et atténuée dans les cellules infectées aux 3 stades évolutifs étudiés.
116 génes ont éte détectés au temps le plus tardif de I’infection (corps élémentaires libres).
Parmi les genes surexprimés par la souche virulente, certains sont connus chez d’autres
bactéries intracellulaires (R conorii.) pour leurs implications dans 1’échappement a la réponse
de I’hote: réparation de I’ADN (helicase, ligase), échappement au stress oxydatif et
osmotique (thioredoxine), ainsi que dans 1’inhibition de la fusion des endosomes (SNARE) et
dans le ralentissement de 1’apoptose (Ank A). Parmi les genes surexprimes chez la souche
atténuée, certains peuvent induire une réponse immunitaire protectrice. En combinant les
données génomiques des groupes de genes potentiellement co-régulés ont été identifiés
notamment le «cluster » recB. La validation des résultats par qRTPCR et I’analyse du
protéome d’ER sont en cours, ce qui nous offre une perspective d’analyse fonctionnelle.

Mots clés : E. ruminantium, intracellulaire, diversité génétique, SCOTS, transcriptome, vaccin
Summary

The obligatory intracellular bacterium Ehrlichia ruminantium (ER) is a pathogen responsible
for heartwater which affects in wild and domestic ruminants. To elucidate the pathogenesis of
ER in endothelial cells, a high throughput analysis of its transcriptome was done. A
comparison of gene expression between two sequenced strains was done: Gardel virulent and
attenuated. Selective capture of ER transcribed sequences was done using the SCOTS method
which has been adapted to our model. The cDNA were hybridized on pangenomic ER
microarrays specific of both Gardel and Welgevonden strains. 239 genes were identified to be
differentially expressed between virulent and attenuated Gardel strains in host cells within the
three developmental stages studied. 116 genes were detected at the late stage corresponding to
free elementary bodies. Among over-expressed genes identified for virulent strain, some
genes have been described previously in other intracellular bacteria (R. conorii) to be
involved in the host cell immune response escape. They were mainly involved in DNA repair
(helicase, ligase), diminution of the oxidatif (thioredoxine) and osmotic stress, the inhibition
of endosome fusion (SNARE) and diminution of apoptosis (Ank A). Some interesting genes
over-expressed for attenuated strain could induce a protective immune response. Genomic and
transcriptomic comparison of data from both strains allowed identification of several cluster
of genes potentially co-regulated such as the cluster recB. The gRTPCR validation of
differential gene expression identified by microarrays is currently done. In parallel, ER
proteomic analysis paves the way for further functional analysis.

Key words: E. ruminantium, intracellular, genetic diversity, SCOTS, transcriptome, vaccine
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