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Module 5 Réeponse mucosale aux salmonelles,
entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

La volaille est un réservoir:

® Colonisation du tube digestif des oiseaux par S. Enteritidis,
contamination des élevages de volailles.

® Poussins sensibles a l'infection : plus les animaux sont jeunes,
plus le taux de mortalité est important.

® Poulet et adulte : persistance intestinale (caecum) principalement
asymptomatique et excrétion fécale.

® Contaminations horizontale et verticale.

® Contamination de la chaine alimentaire (ceufs, viande). 2



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Moyens de lutte:

® Sélection génétique d’animaux résistants

® Vaccination, amélioration de la protection immune

® Traitements alternatifs aux antibiotiques...

Une nécessité commune : mieux connaitre les facteurs
immuns de résistance des volailles




Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Identifier les facteurs de I’hote impliqués dans la résistance:
recherche de genes différentiellement exprimés chez R/S

Moyens:
Comparaison de lignées de volailles divergentes selon la
colonisation intestinale: expression des genes d’intérét.

® Inoculation orale de S. Enteritidis: 5.10%cfu (poussin), 108 cfu (poule).
® Analyse du portage (numération des bactéries, caecum).

® Analyse de I'expression des genes des facteurs ciblés (dans la zone
lymphoide caecale) par gRT-PCR en temps réel:
TLR4, TLR5,
IL-8, MCP, IL-12, IL-18, IFN-y,
INOsynthase, NRAMP1, défensines.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Analyse comparee de la charge bactérienne des salmonelles
entre deux lignees consanguines

= | chez le jeune poulet chez la poule
=S Charge bactérienne caecale
Blaecum . Line 6 Line 15
2 Log CFU/g Positive Log CFU/g Positive
% W:eiks animals animals

1 4.37 + 0.53 717 5.03+0.50 777
2 0.96 = 0.14 6/6 2252044 gj8

oS = N W » 01 O N O
| | | | | | | |

0/‘1‘2‘3‘4‘5‘6 4 ND 0/8 ND 4/6
Week post-inoculation

® Phénotype divergent entre lignées

® Phénotype fonction de I'age

® Les jeunes sont plus sensibles —— immaturité immunitaire?
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Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Analyse comparée de I’expression du gene de I'lIFN-y entre

poulets des deux lignees -
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® L’IFN-g est « down-régulé » dans le caecum des jeunes

animaux sensibles 6
Sadeyen et al., Microbes & Infection, 2004, 6:1278-1286.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Analyse comparée de I'expression du gene des médiateurs

anti-infectieux des phagocytes e -
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® La production de monoxyde d’azote (NO) et de NRAMP1 sont

elle-méme dérégulées chez les jeunes animaux sensibles . 7
Sadeyen et al., Microbes & Infection, 2004, 6:1278-1286.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

e Chez le jeune poulet, la lignée qui porte le moins de
salmonelles: =

» Accroit progressivement 'expression intestinale des génes de [
cytokines inflammatoires et anti-infectieuses.

c Augmentation des meédiateurs anti-bactériens.

C Meilleure résolution de l'infection.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Analyse comparée de I'expression des genes des

défensines entre poulets des deux lignées -
Gal 1 Gal 2 »
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» Expression intrinseque €levée des défensines aviaires AvBD1 et 2
dans le caecum des animaux les plus sensibles .

C L’héte ne semble pas en tirer profit.

C Probléeéme de maturité. fonctionnalité?



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Analyse comparée de I’expression des genes de récepteur et
de chimiokine entre poules (adultes) des deux lignées

4 TLR4 4 IL-8

Log(nbre de copies d'ADNc)

Log(nbre de copies d"ADNc)

Lignée 6 : R
Lignée 15: S

Témoins 1 2 4
Semaines post-inoculation

® La production d’IL-8 est « up-régulée » chez les jeunes animaux
résistants, en liaison avec une expression accrue du TLR4.

10
Sadeyen et al., Microbes & Infection, 2006, 8:1308-1314.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

¢ Chez la poule, la lignée qui porte le moins de salmonelles:

» Exprime plus de récepteurs qui sondent le LPS.

c Répond par production d’IL-8 qui recrute les phagocytes.
» Exprime plus de cytokines IL-18 et IFN-y.

Répond en stimulant I'activité anti-microbienne des
phagocytes.

11



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Analyse comparée de I'expression des genes des
défensines entre poules des deux lignées

51 AvBD1 Lignée 6 : R
0] (")
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Semaines post-inoculation

e Chez la poule, la lignée qui porte le moins de salmonelles:

» Exprime intrinsequement plus de défensines aviaires AvBD1 et 2.

- :

Apparait efficace pour réduire la charge bactéerienne.



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

e Différence majeure entre jeune poulet et poule pondeuse:

La lignée 6 exprimant dix fois plus les
défensines aviaires AvBD1 et 2

Q,m
&
Pas de lien avec la protection Forte corrélation avec le contrdle
contre la colonisation intestinale de la colonisation intestinale des
des salmonelles chez le jeune. salmonelles chez 'adulte.

Cellules productrices de défensines aviaires?

—>

Mode d’action? Efficacité contre les salmonelles?
13




Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

® Les défensines aviaires: questions posées

e Expression d’AvBD1 et AvBD2 par d’autres cellules que les
héterophiles™ (=neutrophiles des oiseaux) dans l'intestin?

« Comme chez les mammiferes, épithelium intestinal = source
de p-défensines?

e Activité des AvBD1 et 2 contre S. Enteritidis?

14
* Harwig et al., 1994, FEBS Lett., 342:281-285; Evans et al., 1994, J. Leukoc. Biol., 56:661-665



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

® Les granulocytes hétérophiles de I'intestin sont les
seules cellules source d’AvBD1 and 2 ?
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» Linfiltration précoce des granulocytes dans le caecum des
oiseaux infectés n'est pas corrélée a I'expression des genes

d’AvBD1 et 2.

15



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

® Les cellules épithéliales intestinales des oiseaux
sont elles source d’AvBD1 and 2 ?

Intestins d’'embryons de poulets:
Isolement d’explants avec
entérocytes embryonnaires en
monocouche cellulaire
» Culture primaire: |
marqueurs épitheliaux - ARSI

" Villine

AvBD1 AvBD2 e el 2
» Cellules épithéliales

s capables d’exprimer les
genes AvBD1 et AvBD2
e selon la lignée dont elles
sont issues

L] 1
L6 L15I Le L15I 16

Derache C, et al. 2009, Dev Comp Immunol, 33:959.

5
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:

AvBD mRNA copy number
8

AvBD mRNA copy number




Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

® Les AvBD1 and 2 sont-elles actives contre Salmonella?

Préparation des défensines a partir de la moelle osseuse de poulet:
(site actif de la granulopoiése, tissu exprimant fortement les
genes des AvBDs)

| - Extraction des peptides en acide
l l : acétique 10%
I - Chromatographie d’exclusion de taille

M (Biogel P10, Biorad) puis RP-HPLC

fol - Analyse des fractions par

‘.‘ i RN ‘h\_‘, spectrométrie de masse

— hbadrbance (280 rmlL
™\,

i AN, l

Purification d’AvBD2 (C) et d’AvBD1
(B, amidation W en C-terminal) 1
Purification d’une nouvelle AvBD7 (A).



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

® Les AvBD1, 2 et 7 sont-elles actives contre Salmonella?

Préparation des défensines a partir de la moelle osseuse de poulet:
defensines matures? Identiques a celles des neutrophiles?

AvBD2

s Analyse ICM-MS AvBD1, AvBD2 et AvBD7

d’hétérophiles péritonéaux. . . R
| iIdentiques en masse a celles
de la moelle osseuse.

| !

AvBD1 |
: e Produites sous forme mature
’ p dans la moelle osseuse.

*AN T
Artius
” | ......
s
e |

1 o | b Utilisables en test de diffulg,ion
ML RS TETE T EE . radiale en gélose




Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:

le portage intestinal chez les oiseaux.

® Les AvBD1, 2 et 7 sont-elles actives contre Salmonella?

Gram+

Gram-

Bacterial strains MIC in uM

MS194 AvBD1 AvBD2 AvBD7
B. subtilis 0.73 0.19 0.28 0.21
B. cereus 0.32 0.21 0.47 0.20
S. aureus 0.34 0.08 042 0.11
L. monocytogenes 041 0.26 0.22 0.31
S. Enteritidis 14026 0.32 0.17 0.80 0.16
S. Enteritidis LAS 0.31 0.16 6.05 0.21
S. Typhimurium 0.37 0.15 2.39 0.21
E. coli 0.59 0.27 0.72 0.28
K. pneumoniae 0.26 0.10 0.71 0.32

19



Réponse mucosale aux entérobactéries pathogenes

Exemple particulier de relation hote-Salmonella:
le portage intestinal chez les oiseaux.

Etude des défensines aviaires - Perspectives

Activité sur bactéries multirésistantes aux antibiotiques
Synergie d’activité antimicrobienne entre défensines
Robustesse: résistance a la degradation par les protéases

Autres fonctions: activité chimiotactique,
immunostimulante

Intérét thérapeutique AvBD1, 2 et 7: essais in vivo sur
modeles infectieux

20
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