N

N

Role de ’antigéne O dans la reconnaissance
d’Escherichia coli par le systeme immunitaire innée et
adaptatif des bovins
Pierre Germon, Mégane Vedrine, Camille Berthault, Cindy Leroux, Maryline
Ferter, Christophe Gitton, Sarah Barbey, Florence Gilbert, Pascal Rainard

» To cite this version:

Pierre Germon, Mégane Vedrine, Camille Berthault, Cindy Leroux, Maryline Ferter, et al.. Role de
Iantigene O dans la reconnaissance d’Escherichia coli par le systéme immunitaire innée et adaptatif
des bovins. 16. Congres national de la SFM-Microbes 2021, Société Francaise de Microbiologie, Sep
2021, Nantes, France. hal-03390208

HAL Id: hal-03390208
https://hal.inrae.fr /hal-03390208
Submitted on 23 Aug 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - NonCommercial - NoDerivatives 4.0
International License


https://hal.inrae.fr/hal-03390208
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr

A
= Société Francaise

7 MICROBES 22-24
4 SrM 3 de Microbiologie  ]6° Congres National de la SFM
'.f:t;,_ X 4k

\M* Aﬁ des Congres de NANTES '

Déclaration de conflit d’intérét

Pour cette présentation, je déclare n’avoir aucun conflit
d’intérét.

INRAZ

Titre de la présentation

Date / information / nom de I'auteur



INRAS

Y Antigene O et reconnaissance d’E. coli par les anticorps
induits par vaccination J5

UMR Infectiologie et Santé Publique
INRAE

Equipe Infections Bactériennes et Immunité des Ruminants

& .
"
i’ IBIR:




> Les mammites - contexte

Des maladies d’origine
bactérienne...

Une prévalence élevée...

Des répercussions sur |'élevage bovin et
des risques pour I'environnement et la

santé humaine

Mammites

zN
"

% Escherichia coli

Streptococcus uberis

Staphylococcus aureus

Mammites cliniques
Un cas de mammites / an pour
~25% des vaches

Mammites subcliniques
20-25% des vaches atteintes

Remy, 2010

Bien-étre et douleur
=V

Impact financier

230 € / cas
Idele

Utilisation
d’antibiotiques
1¢r¢ indication en

élevage laitier
ANSES 2012
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> Mammite = inflammation de la glande mammaire, en général d’origine

bactérienne

CFU

CFU/mL (log10)
5 4 M @ B ot @&
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Antigene O et reconnaissance par les anticorps induits par la

vaccination ?

* Stratégies de lutte contre les mammites
* Amélioration non-spécifique de I'immunité
* Vaccination

* Les stratégies vaccinales actuelles reposent
sur l'utilisation d’une souche « rough » c-a-d
dépourvue d’antigene O

* Hypothese : les anticorps ainsi générés
reconnaitraient des épitopes conservés chez
toutes les souches d’E. coli et
indépendamment de la variabilité de
I'antigene O
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Figure 3. Antibody titers in serum-ELISA IgG titers
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Figure 4, Antibody titers in milk
225,000 -

200,000 [~ 13X Higher
Titers

T

175,000
150,000 [~
125,000 -
100,000
75,000
50,000 |~
25,000 [~

T

T

Milk titers pre-challenge

B T01-Control B TO2-ENVIRACOR J-5

@IS0

p.5



Question : est-ce que ces anticorps sont
effectivement efficaces pour opsoniser les
bactéries et ainsi améliorer I'élimination des

bactéries par les neutrophiles ?

O-antigen
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Core region
Lipide A

OmpA

100 A

LPS rough LPS smooth
(rfal mutant) (032 — 15 subunits) Généré avec UCSF Chimera



> Les anticorps générés par vaccination J5 reconnaissent-ils effectivement
E. coli ? L'antigene O empéche-t-il la reconnaissance ?

[A] Alexa Fluor 647-A [A] Alexa Fluor 647-A [A] Alexa Fluor 647-A
200 Souches
‘B 2007 MGl655 150 P4 O_ (( Rough ))
Pre-immune serum ] ] ) sans antigéne O
15 3 ol 34% 3 35% 3™ 32%
100+
[A] Alexa Fluor 647-A C| C C|

C

* Bonne reconnaissance des souches « rough » dépourvues d’antigenes O
* Reconnaissance réduite des souches « smooth »

Alex

Gate Number %Tot:

swwnwsw ® HyP: marquage lié a 'expression d’une structure exprimée par une
« »» 5 fraction des souches et émergeant de la surface des bactéries: Fimbriae

? Souches
de type 1 « Smooth »
“”"l l ‘ wﬂu ‘ avec antigéne O
0 e e aais s | M 0 e Sl 0
0 10° 104 10° 0 10° 104 10° 0 10° 104 10°
Alexa Fluor 647-A Alexa Fluor 647-A Alexa Fluor 647-A
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> Particularités des fimbriae de type 1

* |Is sont exprimés par une fraction seulement des bactéries

Population OFF

|

. Population ON

INRAZ

Titre de la présentation

Date / information / nom de I'auteur




> Un sérum anti-fimbriae J5 marque-t-il différemment une souche Fim+
et une souche Fim- 7

[A] PE-A

J5

Count

Count

[A] PE-A

P4

"
10 10t 10°
PE-A

[A] Bovine IgG(H+L)

P4
anti-J5

8%

1o 104 100
Bovine IgG(H+L)

[A] PE-A

P4 Afim

[A] Bovine Ig(H+L)

P4 Afim
anti-J5

0.2%
E—d

o 10*
Bovine Ig(H+L)

10°

Serum anti-fimbriae de type 1

Serum anti-J5

» Le serum anti-J5 contient des anticorps anti-fimbriae de type 1 mais
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> Confirmation: marquage de la souche P4 par des anticorps anti-
fimbriae type 1 ou anti-J5 adsorbés avec une souche Fim + ou Fim -

CTL Ads souche Fim- Ads souche Fim+

i F1 fimbriae depleted against DM34 P4 - anti F1 fimbriae depleted against BEN25S08
[A] PE-A [A] PE-A

'd - anti F1 fimbriae
[A] PE-A

Souche P4 « smooth »

Vérification de la déplétion
d’un sérum anti-F1

Sérum anti-J5 déplété

nrae » Perte du marquage si adsorption avec souche Fim+ mais pas Fim -
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* Un sérum anti-J5 reconnatit les souches « rough » dépourvues d’antigene O

* Mais reconnaissance réduite des souches « smooth »
e avec marquage d’une fraction des souches « smooth » avec antigene O

* La fraction des bactéries « smooth » reconnues par le sérum anti-J5 sont
celles qui expriment des fimbriae de type 1

* Le sérum anti-J5 contient des anticorps anti-fimbriae de type 1 mais ne
marque pas une souche Fim-

* Perte du marquage d’'une souche « smooth » si adsorption avec souche Fim+
mais pas Fim —
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> Est-ce que ces anticorps améliorent |'élimination des bactéries ?
Test de phagocytose

- x0T
Bacteries %,

A mP4 ®1303 wKO08 ©B117 R

100 o -

[42]
~ .

80 = , + Neutrophiles l}
c©
= 60
>
3
S 40 - + PCCS = serum pre-colostral (source

(92
. de complément et activation des
20 — .
. 053 o I neutrophiles)
0 i °°. 1
PCCS PCCS D45 DO + D45 +
PCCS PCCS N4 4
+ serum anti-J5 (DO ou D45) >

A

» Les anticorps générés par vaccination anti-J5 (D45) n‘améliorent pas la phagocytose
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e Un sérum anti-J5 reconnatit les souches « rough » dépourvues d’antigene O
* Mais reconnaissance réduite des souches « smooth »

* Les antigénes de surface des souches « rough » reconnus par le sérum anti-
J5 ne sont pas accessibles dans une souche « smooth »

* La fraction des bactéries « smooth » reconnues par le sérum anti-J5 sont
celles qui expriment des fimbriae de type 1

* Les anticorps induits par la vaccination anti-J5 ne permettent de
reconnaitre que les bactéries Fim+ des souches smooth

e Les anticorps induits par la vaccination J5 naméliorent pas la bactéricidie
par les neutrophiles
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> Les antigenes responsables du marquage des souches rough sont-ils
accessibles aux anticorps dans des souches smooth ?

N A A N A A

Serum anti-J5 ?

NA 4

@
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> Les antigenes responsables du marquage des souches rough sont-ils
accessibles aux anticorps dans des souches smooth ?

N A A
A A4

Serum anti-J5 adsorbé avec souche smooth

La déplétion modifi‘e/-velle le marquage d’'une souche rough ?

Oui : les antigenes k A 4 o k A 4 Non : les

étaient accessibles a antigenes
la surface de la A 4 n’étaient pas
souche smooth o accessibles ala
( } ( } surface de la
INRAZ souche smooth
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> Les antigenes responsables du marquage des souches rough sont-ils
accessibles aux anticorps dans des souches smooth ?

. J5 / anti-15 depleted against 15

1,67 [] 35/ anti-J5 depleted against DM34
[ 15/ anti-15 { 7

- Vert : adsorption avec souche smooth

%Gated

- Rouge : CTL sans adsorption (rouge) X

- Bleu: CTL Adsorption avec souche rough

0 107 10° "I
Alexa Fluor 647-A

» Les antigenes de surface des souches rough reconnus par le serum anti-J5 ne sont pas

accessibles dans une souche smooth
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> Le serum anti-J5 contient-il des anticorps anti-F1 ?

A~
80
o] BEN2908 DM34 _ Pre-immune serum
[ 804
. 30 . . .
5 5 “  Anti-J5 immune serum
O 204 =
104 ]
04 0~
0 1’ 10 1w 0 10° 10* 10°
Alexa Fluor 647-A Alexa Fluor 647-A

» 0ui, le serum anti-J5 contient des anticorps anti-fimbriae de type 1
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> Confirmation: marquage de la souche P4 par des anticorps anti-J5 ou
anti-fimbriae type 1 adsorbés avec une souche Fim + ou Fim -

NALALA NA A4

Adsorption anti J5 >
avec souche « smooth » Fim+

Y .

Marquage souche « rough » et « smooth »

A
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> Bilan des analyses des génomes complets des souches d’Escherichia

coli de mammites

@ PLOS one
@PLO ONE

Genomic Comparative Study of Bovine
Mastitis Escherichia coli

Florent Kempt', Cindy Slugocki’?, Shlomo E. Blum®, Gabriel Leitner*, Plerre Germon®*
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No evidence for a bovine mastitis ~
Escherichia coli pathotype

Andreas Leimbach'* (3, Anja Poehlein”(®, John Vollmers(, Dennis Gérich”, Rolf Daniel*® and Ulrich Dobrindt'*

Abstract

Background: Fschenchio coli bovine mastitis is a disease of significant economic importance in the dairy industry.
Moalecular characterization of mastitis-associated E coli IMAEC did not result in the identification of common trait
Mevertheless, a mammary pathogenic £ colf (MPEC) pathotype has been proposed suggesting virulence traits that
differentiate MABC from commensal £ coli The present study was designed to investigate the MPEC pathotype
hypothesis by comparing the genomes of MAEC and commensal bovine E. coli,
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> Les souches d’Escherichia coli de mammites

Infections extra-
intestinales

- Pas de profil de genes de virulence associé aux
souches de mammites
- Majoritairement des phylogroupes A et B1

AN
55989

Tenaillon et al. 2010
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Concentration (mg/ml)

Species Ig Colostrum Mature milk Serum
Cattle IgG1 46.4 0.8 11.2
[gG2 2.87 0.05 0.2
IgGa NA MNA NA
IgA 5.36 0.1 0.37
IgM 6.77 0.09 3.1
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> Les antigenes responsables du marquage des souches rough sont-ils
accessibles aux anticorps dans des souches smooth ?

N A 4
N A A4 N A A4

@

Adsorption avec souche J5 rough

N A A4

Marquage de la souche Smooth
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> Impact sur la phagocytose par les neutrophiles

Bactéries + anticorps + PMN + PCCS
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100 o
g 3 . K
80 I T S
©
2 60 3
5 85
o\o 40 o
20 4
“: 853 :’ I Les antlcorps generes par vaccination
0 °7
PCCS PCCS DO D45 DO + D45 + i 4 Al
ce DO+ D45 ¢ anti-J5 (D45) n‘améliorent pas la
p = 0.0014 (Friedman) p h agocytose
B C 150 p = 0.812 (Wilcoxon)
150~ EE——
1257 A B117 1257 m Py
— i A = i ——P4 0O-
T 100{ ees  W1303 . _g 1004 emea¥ . Ko
751 v K08 4 S 751 v 1303
2] 7]
S 504 S 501 p = 0.375 (Wilcoxon)
251 v 257 Smear Vo
A
04— —at— 5 om 0— . . .
&@\ 006 00@ OO@ & O(,;o &\o\ 2o > <
¢ ¢ & o ® o ©
e H O © N
INRAZ

Titre de la présentation @ @@ p. 28
Date / information / nom de I'auteur



