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RESUME

Certains pathogénes capables d’infecter un large
éventail d’organismes produisent des facteurs de
virulence universels nécessaires a la pathogénie quel
que soit I’hdte. Ausubel e al. ’ont trés clairement
démontré pour Pseudomonas aeruginosa, une bacté-
rie pathogéne opportuniste. En conséquence, on peut
utiliser des systémes modéles non-mammiféres, notam-
ment celui du Nématode Caenorhabditis elegans, pour
évaluer le réle de facteurs bactériens dans la viru-

lence. Un nombre significatif de bactéries infectieuses
pour ’Homme sont aussi pathogénes pour C. elegans,
par exemple la bactérie pathogéne opportuniste Ser-
ratia marcescens. Apreés une introduction des avan-
tages pratiques liés a I’utilisation de C. elegans, et un
bref résumé des études antérieures, les résultats d’un
crible pour identifier les facteurs de virulence de
8. marcescens seront présentés.

SUMMARY The nematode Caenorhabditis elegans as a

For certain pathogens capable of infecting a broad
range of organisms, there exist universal virulence
factors, necessary for full pathogenicity regardless of
the host. This has been most clearly demonstrated by
Ausubel and colleagues for the human opportunistic
pathogen Pseudomonas aeruginosa. As a consequence,
one can use non-mammalian model systems, inclu-
ding the nematode worm Caenorhabditis elegans, to

model for the study of host-pathogen interactions

assay for such virulence factors. A significant number
of pathogens of C. elegans, that provoke a range of
diseases, are now known, including the opportunistic
human pathogen Serratia marcescens. After explai-
ning the practical advantages associated with the use
of C. elegans, and briefly reviewing previous studies,
the results of a screen for S. marcescens virulence
factors will be presented.

Caenorhabditis elegans est un nématode libre vivant
dans le sol. Il est étudié au laboratoire depuis plus d’un
demi-siecle, d’abord par Dougherty et al. 4 Berkeley en
Californie, puis par Nigon et Brun en France, avant
d’étre adopté par Brenner comme modéle pour I’étude du
développement d’organismes multicellulaires (revue
dans Ankeny, 2001). Le choix de Brenner était fondé
essentiellement sur le programme de développement
invariant du nématode. Un de ses premiers post-docto-
rants, Sulston, a décrit en détail I’ensemble des divisions
cellulaires comprises entre la fécondation de 1’ceuf et les
959 cellules somatiques de 1’adulte (Sulston & Horvitz,
1977 ; Sulston et al. 1983). Lors de ces études, Sulston
a démontré qu’une centaine de cellules étaient program-
mées pour mourir lors du développement et a isolé le
premier mutant affecté dans la mort cellulaire program-
mée, ou apoptose. Horvitz et ses collégues ont étendu ce
travail et identifié les bases moléculaires des étapes fon-

damentales de I’apoptose. De fagon remarquable, ils ont
montré que ces mécanismes €taient conservés chez les
eucaryotes supérieurs, incluant I'Homme (Hengartner &
Horvitz, 1994). Le trio Brenner, Sulston et Horvitz a regu
le prix Nobel pour ces travaux en 2002,

La conservation des mécanismes moléculaires sous-
jacents aux fonctions cellulaires et au développement de
I’organisme est apparue de plus en plus nette au cours
des dernicres années. On peut citer des exemples allant
du guidage axonal a la détermination sexuelle qui illus-
trent I'utilité¢ du modé¢le C. elegans pour comprendre la
biologie des organismes supérieurs (Riddle et al., 1997).
La validité du modele est encore plus marquante parce
qu’il présente des avantages techniques considérables.
A ce jour, il y a plusieurs raisons de choisir cet hel-
minthe en plus de son anatomie simple. Les adultes peu-
vent étre cultivés au laboratoire sur un tapis bactérien
dans une boite de Petri. Comme leur taille finale est de
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I mm, plusieurs milliers d’individus peuvent étre culti-
vés sur une méme boite. Ils sont transparents, ce qui
rend les observations microscopiques sur les animaux
entiers treés faciles. Des rapporteurs fluorescents peuvent
étre utilisés pour I’étude des domaines d’expression cel-
lulaire et sub-cellulaire de protéines chez des animaux
vivants. Ceci est facilité par le fait que des helminthes
transgéniques peuvent étre obtenus trés facilement, par
injection dans la gonade d’ADN autologue ou hétéro-
logue sous la forme de plasmide, cosmide, YAC, BAC,
phage, ou méme de produit PCR. L’espéce a un cycle de
vie trés rapide : le développement d’un ceuf en adulte
prend 3 jours a 25° C. C. elegans est une espece herma-
phrodite autofécondante, ce qui simplifie énormément la
maintenance des souches et la faisabilité¢ des cribles
génétiques. Mais la possibilité d’obtention de males, peu
fréquents dans la nature, permet toutes les approches de
génétique classique (Riddle er al., 1997). Les individus
peuvent étre congelés, ce qui a permis de créer un centre
de ressources le “Caenorhabditis Genetics Center”
(biosci.umn.eduw/CGC/CGChomepage.htm) qui maintient
et distribue gratuitement une collection de plusieurs mil-
liers de mutants. Les mutants ont été traditionnellement
obtenus par mutageneése chimique a ’'EMS (Ethyl-
Méthane-Sulfonate) ou par irradiation, mais un systéme
récent de mutagenése par transposition hétérologue est de
plus en plus utilisé (Bessereau et al., 2001). Parallele-
ment aux mutations stables, les génes peuvent étre inac-
tivés de fagon transitoire par inactivation par ARN, ou
«RNAi» (Bosher & Labouesse, 2000 ; Bargmann, 2001 ;
Pujol & Ewbank, 2001).

C. elegans a été le premier organisme multicellulaire
séquencé. Le génome fait 100 Mb et contient environ
20000 genes. Pres de 40 % des geénes prédits ont des
homologues dans le génome humain, incluant un nombre
important de genes liés a une pathologie (Fraser er al.,
2000). La quasi-totalité des informations moléculaires,
phénotypiques et bibliographiques concernant C. elegans
est en acces libre dans la base de données communau-
taire Wormbase (www.wormbase.org).

Curieusement, en dépit des nombreux avantages pra-
tiques de C. elegans, il n’a été utilis¢ que récemment
pour I'étude des interactions hotes-organismes patho-
geénes. Des études moléculaires des 10 derniéres années
ont révélé un parallélisme remarquable entre les défenses
antibactériennes de la mouche Drosophila melanogaster
et certains aspects de I'immunité innée chez les Vertébrés
(Hoffmann & Reichhart, 2002). La premiére démons-
tration que I’helminthe a des défenses inductibles a été
publiée récemment (Mallo ef al., 2002). Ces résultats et
d’autres impliquant une voie MAPK dans son immunité
innée (Kim er al., 2002) sont décrits dans une revue
récente (Kurz & Ewbank, 2003). Ces données sont en
dehors du champ de cette présentation consacrée a |’uti-
lisation de I’helminthe dans I’étude de la pathogenése de
I'infection bactérienne.

Ausubel er al. ont initié ces études sur la bactérie
opportuniste humaine Pseudomonas aeruginosa. Suivant
la souche ou les conditions de culture, cette bactérie est
capable de tuer C. elegans par des mécanismes différents

(revue dans Tan & Ausubel, 2000). La souche PA 14 cul-
tivée dans un milieu de faible osmolarité établit une
infection intestinale conduisant a la mort des vers en
quelques jours. Un crible a été exécuté pour identifier des
mutants PA14 montrant une virulence réduite. Sur les
8 mutants isolés, seulement 3 correspondent a des génes
précédemment identifiés comme étant importants dans la
virulence de P. aeruginosa (Tableau I). Mais de fagon
remarquable, la majorité des 5 autres mutants se sont
avérés nécessaires pour la virulence compléte de PA14
dans différents modeles d’infection (Tableau I (Mahajan-
Miklos et al., 2000)). En réalisant un crible dans le
modele simple et peu colteux du ver, I’équipe d’Ausu-
bel a identifié des facteurs de virulence universels, néces-
saires pour l’infection par PA14 d’une large variété
d’héte. Le fait que la grande majorité des geénes isolés
dans le crible contribue a la capacité d’infection de PA14
dans un modele murin suggere que C. elegans peut étre
utilisé pour I’identification de genes bactériens impor-
tants lors des infections chez I'Homme.

Dans les conditions de laboratoire standard, les vers se
nourrissent d’une bactérie non-pathogéne, la souche
E. coli OP50. On peut donc facilement établir si une
souche donnée est pathogene, simplement en remplagant
OP50 par une autre bactérie et en mesurant la durée de
vie des vers. Certains pathogénes ne provoquent pas de
signes évidents de maladie, mais réduisent la longévité
des vers (Couillault & Ewbank, 2002). D’autres provo-
quent des lyses cellulaires ou rendent les vers stériles

TABLEAU I. — Facteurs de virulence universels
de Pseudomonas aeruginosa'

Atténuation
de la virulence chez

Géne Produit du géne Nématode Insecte*  Souris®

gacA* Régulateur d’un systéme Oui Oui Oui
a deux composants

gacS* Régulateur d’un systéme Oui 2 Oui
a deux composants

lasR*  Régulateur d’un systéme de Oui Oui Oui
Quorum-sensing

aef4  Protéine de membrane Oui Non Non

mtrR  Régulateur d’un transporteur ~ Oui Non Oui
d’antibiotiques

ptsP - Régulateur des opérons Oui Oui Oui
RpoN-dépendant

X inconnu Oui Oui Oui

X inconnu Oui Non Non

' Adapté de (Tan & Ausubel, 2000) et (Jander et al., 2000).

? Galleria mellonella; considérée atténuée quand la LDy, était > 5X
celle de PA14.

¥ Considérée atténuée quand la mortalité murine était < 60 % a celle
observée avec PA14.

* Génes précédemment identifiés comme étant importants dans la
virulence.
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TABLEAU II. — Liste non-exhaustive des pathogénes bactériens de C. elegans’

Espéces Référence

Aeromonas hydrophila

Couillault & Ewbank. 2002

Référence

Photorhabdus luminescens Couillault & Ewbank, 2002

Agrobacterium tumefaciens

Couillault & Ewbank, 2002

Pseudomonas aeruginosa Tan & Ausubel, 2000

Bacillus megaterium Andrew & Nicholas, 1976

Pseudomonas fluorescens Darby et al., 1999

Bacillus thuringiensis Leyns et al., 1995 ;

Marroquin er al., 2000

Aballay er al., 2000;
Labrousse et al., 2000

Salmonella typhimurium

Burkholderia cepacia O’Quinn et al., 2001

Burkholderia pseudomallei O’Quinn et al., 2001

Kurz & Ewbank, 2000 ;
Pujol et al., 2001

Serratia marcescens

Shewanella massalia Couillault & Ewbank, 2002

Burkholderia thailandensi O’Quinn et al., 2001

Shewanella frigidimarina Couillault & Ewbank, 2002

Erwinia christamthemi

Couillault & Ewbank, 2002

Erwinia carotovora caratovora

Couillault & Ewbank, 2002

Xenorhabdus nematophila Couillault & Ewbank, 2002

‘ersinia spp. Darby et al., 2002

Microbacterium nematophilum Hodgkin et al., 2000

! Adapté de (Ewbank, 2002).

(revue dans (Ewbank, 2002)). Certaines bactéries sont
capables d’adhérer spécifiquement a la cuticule du ver,
comme Xenorhabdus nematophilum (Couillault & Ewbank,
2002) ou Yersinia spp. (Darby et al., 2002) qui adhére au
niveau de la téte du ver. Concernant Y. pseudotubercu-
losis, ou Y. pestis, une couche dense de bactéries se
forme sur la bouche empéchant le ver de se nourrir, et il
meurt de faim. Les bactéries s’attachent a la bouche en
formant un biofilm adhésif. Cette formation dépend du
locus himsHFRS (Darby et al., 2002) qui joue aussi un
role dans le blocage du tractus digestif de la puce. Ces
observations soulignent a nouveau la conservation au
niveau moléculaire des interactions entre un pathogene et
ses différents hotes.

Plusieurs autres bactéries, a Gram négatif ou positif,
ont été caractérisées comme pathogeénes de C. elegans
(Tableau II). Dans notre équipe, nous travaillons princi-
palement sur les interactions entre le nématode et Ser-
ratia marcescens. Comme P. aeruginosa, cette bactérie
est un pathogéne humain opportuniste présentant un
large tropisme d’héte. Elle est capable d’établir une
infection intestinale persistante qui conduit a la mort pré-
coce des vers. Nous avons criblé une banque de 2000
mutants de S. marcescens, générée par transposition,
pour des mutants ayant une virulence réduite chez le ver
(Kurz et al., 2003). Une totale de 23 mutants contenant
un seul transposon a été isolé. Pres de la moitié de ces
mutants sont aussi atténués lors de I'infection chez Dro-
sophila melanogaster, ce qui suggere que les genes tou-
chés jouent un réle dans I’infection indépendamment de
I’hote. Le site d’insertion du transposon a été identifié
dans 21 de ces mutants. Le seul mutant correspondant a
un locus déja identifié chez S. marcescens contient une
insertion dans 1’opéron si/BA qui code une activité cyto-
lytique nécessaire pour la virulence lors de I’infection

urinaire chez le rat (Marre et al., 1989). Notre mutant
est également avirulent dans un modéle d’infection pul-
monaire chez la souris (Kurz et al., 2003). Ceci démontre
clairement la relevance du couple C. elegans-S. marces-
cens pour I’identification des facteurs importants lors de
I’infection des vertébrés. 1l faut attendre les résultats des
tests futurs pour savoir si les autres genes identifiés dans
ce crible sont des facteurs de virulence universels, néces-
saires pour la pathogenese quel que soit I'hote.

En conclusion, le nématode C. elegans est un systéme
modele simple, bien adapté aux cribles a grande échelle,
et il peut permettre d’identifier efficacement et rapidement
de nouvelles cibles thérapeutiques pour le développement
de nouveaux agents antimicrobiens (Ausubel ez al., 1998).
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