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Abstract - Pathogenicity of Salmonellae: virulence factors and study models. Salmonellae
are potentially pathogenic for humans as well as for numerous animal species. They possess
numerous virulence factors, which allow them to adapt to various environmental conditions and
to host response at each step of the pathogenic process. Key-steps such as the invasion of epithe-
lial cells or survival within macrophages have been extensively studied. These studies have led to
the discovery of an original protein secretion system and have demonstrated the existence of
pathogenicity islands. This considerable progress is due to the development of numerous in vitro
and in vivo models and of new identification strategies for the implicated genes. Recently, many
original and elegant strategies have been recently proposed. &copy; lnra/Elsevier, Paris
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Résumé - Les salmonelles sont potentiellement pathogènes pour l’homme et de nombreuses
espèces animales. Elles possèdent de nombreux facteurs de virulence, leur permettant à chaque
étape de la pathogénie de s’adapter aux conditions de l’environnement et à la réponse de l’hôte.
Des étapes-clés, comme l’invasion des cellules épithéliales et la survie dans les macrophages, ont
été très étudiées, débouchant sur la découverte d’un système de sécrétion protéique original et la
mise en évidence de véritables îlots de pathogénicité. Ces progrès considérables dans la connais-
sance ont été permis par le développement de nombreux modèles d’étude in vitro et in vivo, et de
stratégies d’identification des gènes impliqués. Certaines de ces stratégies, originales et élégantes,
ont été développées récemment. &copy; Inra/Elsevier, Paris
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1. INTRODUCTION

La plupart des sérotypes de satmo-
nelles connus sont pathogènes pour
l’homme, l’animal ou bien les deux
comme Snlmonella Typhimurium (STm)
ou S. Enteritidis (SE). Chez l’homme, S.
Typhi est responsable de fièvres typhoï-
diques. Les sérotypes ubiquistes, tels que
STm et SE déterminent, lorsque la dose
infectante est importante ( 1 0’- 1 ()6 bacté-
ries), des gastro-entérites d’origine ali-
mentaire, avec diarrhées, douleurs abdo-
minales, nausées, vomissements. Chez les
enfants, les vieillards ou les immunodé-
primés des doses plus faibles suffisent à
déclencher la pathologie. Chez les nour-

rissons prématurés et les immunodéfi-
cients. ces infections d’origine digestive
peuvent évoluer vers une septicémie ou
une méningite. Chez l’animal, les salmo-
nelles sont u l’origine de tableaux cli-
niques variés. S. Abortusovis et S.

Abortusequi qui sont respectivement res-
ponsables d’avortements chez la brebis et
la jument, STm et S. Dublin de septicé-
mies néonatales et d’entérites chez les

bovins, S. Pullorum et S. Dublin de diar-
rhée respectivement chez les jeunes pou-
lets et les jeunes veaux. Une immunodé-
pression liée au parasitisme ou à un jeûne
peut augmenter la sensibilité de l’animal
aux infections par salmonelles.



Plusieurs modèles d’étude, in vivo et in
vitro, ont été développés pour aborder les
différentes phases de la pathogénie des
salmonelloses. Ceux-ci ont permis des
progrès considérables ces dernières
années dans la connaissance des méca-
nismes impliqués dans le dialogue hôte-
bactérie au cours d’une infection, et dans
la compréhension des bases moléculaires
de la pathogénicité des salmonelles,
notamment avec la découverte d’un com-

plexe de sécrétion protéique associé à
l’invasion des cellules épithéliales par
Salmonella. Cette évolution rapide des
connaissances s’est appuyée sur la décou-
verte de nombreux gènes impliqués dans
cette pathogénie complexe. Des thèmes
ou des stratégies commun(e)s à différents
organismes pathogènes ont ainsi pu être
soulignés [41 La connaissance fine des
mécanismes utilisés par les microorga-
nismes pour causer infection et maladie

pourrait déboucher sur le développement
de meilleurs moyens de contrôle des
infections microbiennes. En outre, la
similarité des stratégies et des facteurs de
virulence de différents microorganismes
fournit une aide à la connaissance de
l’évolution de la pathogénicité micro-
bienne.

La pathogénie des infections à salmo-
nelles a été particulièrement étudiée, et si
des zones d’ombres subsistent, les

grandes étapes sont désormais assez bien
connues. Nous reviendrons ainsi sur les

étapes majeures de cette pathogénie et
détaillerons les facteurs de virulence

impliqués.

2. PATHOGÉNIE, RÔLE DES FAC-
TEURS DE VIRULENCE

Les facteurs de virulence sont des pro-
duits bactériens nécessaires aux microor-

ganismes pour provoquer une maladie.
Les caractéristiques essentielles de la
pathogénie des salmonelles sont leur
capacité à entrer dans les cellules-hôtes et

à y demeurer comme parasite intracellu-
laire facultatif [40].

2.1. Principales étapes de la pathogénie
des infections à Salmonella

Ces infections sont généralement à
point de départ intestinal. Après une
phase de colonisation, les salmonelles se
multiplient dans le tube digestif. Le
caecum, lieu de multiplication, semble
jouer un rôle important dans l’infection
[291. Dans l’intestin, les bactéries inter-

agissent avec la face apicale des cellules
épithéliales, formant des appendices
appelés invasomes [55] ; elles provo-
quent simultanément une dégénérescence
des microvillosités et de la bordure en

brosse, et induisent des ondulations mem-
branaires des cellules épithéliales [48 j.
Les salmonelles sont alors observées
entre et dans les cellules épithéliales, à
l’intérieur d’une vacuole (Jïgure 1 J.

La bordure en brosse se régénère
ensuite et les bactéries sont observées
dans des vacuoles, dans les phagocytes de
la lamina propria.

La majorité des bactéries s’associent
préférentiellement dans l’intestin aux cel-
lules M des plaques de Peyer [251 , l’in-
ternalisation est rapidement suivie de la
destruction des cellules M [33, 80].

Une période de latence de plusieurs
heures précède la phase de multiplication
intracellulaire intense des salmonelles

[45!. Après 12-24 h de multiplication
intracellulaire, la plupart des cellules pré-
sentent de larges vacuoles remplies de
salmonelles.

Les phagocytes recrutés dans la réac-
tion inflammatoire intestinale sont princi-
palement des polynucléaires neutrophiles
(hétérophiles chez les oiseaux) et éosino-
philes, ainsi que des monocytes. Les bac-
téries phagocytées ne sont pas détruites
par les macrophages. Après une bactérié-
mie transitoire, les bactéries sont retrou-



vées dans les noeuds lymphatiques régio-
naux (ou les nodules pariétaux et viscé-
raux des oiseaux) et dans les macro-
phages du foie et de la rate [35, 95],
organes pour lesquels les salmonelles ont

un tropisme particulier. Il s’agit d’un para-
site intracellulaire facultatif. Les salmo-
nelles peuvent se multiplier dans ces
organes avant d’être disséminées par voie

sanguine [39].



Les sérotypes responsables de gas-
troentérites chez l’homme tels que STm et
SE ne pénètrent généralement pas au-delà
de la membrane basale de l’épithélium
intestinal. Chez des individus plus fra-
giles ou immunodéprimés, ces bactéries
peuvent pénétrer le système réticuloendo-
thélial et provoquer une maladie systé-
mique grave.

Lors de gastroentérite, les symptômes
sont liés en partie à la sécrétion d’une
entérotoxine mais surtout à la destruction
des villosités avec perturbation des fonc-
tions d’absorption et à une inflammation
importante augmentant les sécrétions [33,
39]. Lors de maladie septicémique, l’en-
dotoxine libérée par la lyse des bactéries
est responsable du choc toxique [33].

2.2. Rôle des îlots de pathogénicité

De nombreux facteurs de virulence
interviennent dans les principales étapes
de la pathogénie (figure 2). Des étapes

essentielles de cette pathogénie sont sous
la dépendance de facteurs de virulence
codés par des gènes organisés en blocs
sur le chromosome, qualifiés « d’îlots de
pathogénicité » et constituant une des
caractéristiques essentielles de la viru-
lence des salmonelles. Trois îlots ont été
décrits à ce jour chez Salmonella, appelés
SPI pour Salmonella Pathogenicity
Island. La définition d’îlot de pathogéni-
cité repose sur certains critères d’inclu-

sion, définis par Hacker et al. [67] et
repris dans le tableau I. La localisation de
ces îlots de pathogénicité sur le chromo-
some de Salmonella Typhimurium est
schématisée dans la figure 3.

2.2.1. Invasion des cellules-hôtes épithé-
liales

2.2. 1. 1. Les différentes étape.s

Les salmonelles semblent induire des

signaux variés lors de l’invasion de diffé-
rents types cellulaires [50].



Des cellules hôtes viables sont indis-

pensables à l’invasion bactérienne, ce
processus requérant de l’énergie. Une
augmentation de la concentration en cal-
cium intracellulaire est observée précocé-
ment. Il y a participation active des
microfilaments de l’hôte lors de l’interna-
lisation des salmonelles dans les cellules

eucaryotes. En revanche, les microtu-
bules et les filaments intermédiaires ne
sont pas nécessaires à l’internalisation

152]. L’invasion des cellules épithéliales
par les salmonelles induit l’agrégation de
protéines de surface, au niveau des ondu-
lations membranaires (« macropi-
nosomes »). Ces ondulations membra-
naires sont dues à la réorganisation des
filaments d’actine [52].

Après l’invasion, de l’actine polyméri-
sée, ainsi que de la tropomyosine et de la

tubuline, s’accumulent auprès des

vacuoles contenant les bactéries [46]. Les
salmonelles mettent 3-4 h pour pénétrer à
travers la face apicale et rejoindre par
transcytose le milieu de culture présent
juste sous la membrane poreuse.

Cependant il n’existe pas de transport
spécifique dans ces cellules épithéliales :
90 % des bactéries internalisées demeu-

rent dans les cellules tandis que 8,7 %
sortent par la face apicale et seulement
1,3 % par la face basolatérale [421. Les
salmonelles induisent, 4 h après leur
contact avec la surface apicale de cellules

polarisées, une rupture des jonctions ser-
rées qui s’accompagne d’une perte de
résistance électrique et de polarité cellu-
laire [431. !.



2.2.1.2. Les gènes impliqués

L’invasion des cellules épithéliales par
ces bactéries est un phénomène complexe
sous la dépendance d’un nombre impor-
tant de gènes, dont beaucoup sont spéci-
fiques de cette phase de la pathogénie.

Le rôle des flagelles semble indubi-
table puisque le chimiotactisme et la
motilité peuvent jouer un rôle dans la
pathogénie, en favorisant l’entrée des sal-
monelles dans les cellules eucaryotes
III J. Ce processus apparaît indispensable
à l’expression du pouvoir pathogène de S.
typhi [60]. La présence de flagelles fonc-
tionnels ou non chez Salmonella

Typhimurium conditionne la virulence
chez la souris, et participe à la survie
dans les macrophages murins 120, 128].
La perte de la motilité chez STm réduit
les capacités d’invasion et atténue la viru-
lence après inoculation per os pour le
poulet [80!. Toutefois, la présence de fla-
-elles fonctionnels nest pas nécessaire à
l’invasion de cellules HEp-2 [40].

Le core et les chaînes latérales 0 du
LPS interviennent eux aussi dans l’entrée
des salmonelles dans les cellules épithé-
liales [93!. ].
Un certain nombre de loci ont été

identifiés qui sont spécifiquement impli-
qués dans les mécanismes d’invasion. Les
gènes inrlspct, hilA, p!///7A’, orgA,
S,!PBCDA et in tA *, invB* sont situés dans
une même région du chromosome de
STm. Cette région de 40 kb, située entre
60 et 63 min sur le chromosome de STm
et absente de la région correspondante du
chromosome de E. coli K-12, peut être
qualifiée d’îlot de pathogénicité (fïgure
4). Les gènes de ce cluster ont un pour-
centage en bases G et C (GC %) particu-
lièrement bas : 40 à 47 % au lieu de
52 %, et apparaissent comme des gènes
xénologues 157]. Ils sont présents dans
toutes les sous-espèces de Salmonella
enterica [ 13]. Certaines souches isolées
de l’environnement peuvent cependant
présenter naturellement des délétions
importantes dans cet îlot de pathogéni-
cité, contrairement à des souches isolées
de cas cliniques [56!. ].



Rôle du système de sécrétion protéique
de type III

Le cluster de 40 kb code pour un sys-
tème de sécrétion de type III, et des pro-
téines : InvJ et les Ssps (Salmonella
.secreted proteins) ou Sips (Salmonella
invasion proteins) qui sont impliquées
dans le dialogue avec les cellules-hôtes
[27, 132]. Les protéines Sips sont expor-
tées à l’intérieur même de la cellule-hôte

[28]. De nombreux gènes inv/spa ont été
identifiés dans cette région du chromo-
some de STm où Galàn et Curtiss [49]
ont découvert initialement trois loci

impliqués dans l’invasion. Cet ensemble
de gènes présente des homologies avec
des gènes de virulence caractérisés dans
d’autres genres bactériens, pathogènes
pour l’homme et l’animal ou phytopatho-
gènes [54] et a reçu la dénomination
SPI1. Ces systèmes sont conservés sur le
plan fonctionnel chez Yersinia,
Salmonella et Shigella [ 113]. Ce même
système a été récemment mis en évidence
chez des Escherichia coli entéropatho-
gènes (EPEC) dans une région de 35 kb
du chromosome [76], appelée LEE (locus
of enterocyte effacement). Behlau et
Miller [9] ont isolé le gène prgH,
(PhoP/Q repr-essed gene) qui est néces-
saire à l’invasion. Les gènes prgIJK font
partie du système de sécrétion de type III
[ 101] intervenant dans le processus d’in-
vasion.

Les gènes invABC semblent jouer un
rôle dans la virulence de STm pour le pou-
let après inoculation orale ainsi que dans la
colonisation intestinale, mais non pas dans
la virulence après inoculation intrapérito-
néale [ 106]. Des mutants inv conservent
en outre leur aptitude à envahir les cellules
M des plaques de Peyer [26).

Rôle des autre.s gène.s de l’îlot de patho-
génicité SPII J

Le locus hil (hyper-invasive locus), lié
à prgH, est situé dans cette même région
chromosomique [90]. HilA est nécessaire

à la transcription optimale de plusieurs
gènes d’invasion et se trouve sous le
contrôle de facteurs environnementaux et
d’autres facteurs régulateurs [3]. Le gène
iagA homologue de hilA est présent chez
S. typhi [92]. Le gène orgA (oxygen-
regulated gene) caractérisé par Jones et
Falkow [77] est exprimé dans des condi-
tions limitantes en oxygène [90].
Elsinghorst et al. [36] ont identifié une
région de 33 kb située à 58 min sur le
chromosome de S. typhi avec quatre loci
(inv*ABCD), distincts des loci inv décrits
par Galàn chez STm, qui confère la capa-
cité d’invasion à une souche de E. coli.
Ces loci sont en partie présents à 58 min
sur le chromosome de STm [90] et

d’autres salmonelles de sérotypes patho-
gènes [37].
Un système de sécrétion protéique

analogue, impliqué dans l’invasion, a été
décrit chez Salmonella Dublin [130].
Stone et al. Il 16] ont identifié par muta-
genèse trois loci sinABC (Salmonella
inva.sion) chez des mutants de SE défi-
cients pour l’entrée dans les cellules épi-
théliales.

Un second îlot de pathogénicité de
40 kb, situé à 31 min sur le chromosome
de STm et appelé SPI2, a été identifié
(figure 3), qui code aussi pour un système
de sécrétion protéique de type III [ 1 14].
Cet îlot de pathogénicité semble interve-
nir dans l’invasion et la survie intracellu-
laire des salmonelles (tublearc Il) et est
nécessaire à leur virulence pour la souris

[97!. Plusieurs gènes ont été identifiés
(spiABR, ssal/V) et une interaction entre
les deux systèmes de sécrétion de type III
de SPI et SPI2 a été récemment mise en
évidence [74].

2.2.2. Survie dans les macrophages

2.2.2.1. Carnetéristiques de la survie

intramacrophagigue
Les salmonelles, pour la plupart, se

comportent comme parasite intracellu-



laire et sont véhiculées dans l’organisme
par les macrophages circulants, puis sont
retrouvées dans les macrophages splé-
niques et hépatiques. Elles résident à l’in-
térieur de vacuoles qualifiées de phago-
somes spacieux. Les salmonelles
n’inhibent pas la fusion phagosome-lyso-
some qui survient rapidement [99] ou est
retardée [16]. Cette apparente contradic-
tion pourrait être éclairée par le fait qu’il
semble coexister deux populations de sal-
monelles dans les macrophages [17]. De
plus les salmonelles atténuent l’acidifica-
tion et survivent dans des phagolyso-
somes acidifiés dans les macrophages
[99]. Les phagolysosomes dans lesquels
survivent les salmonelles différent des

lysosomes classiques, et contiennent de
grandes quantités de glycoprotéines de
membrane lysosomale (lgp), qui forment
des structures filamenteuses dans les cel-
lules épithéliales sous le contrôle d’un
gène de Salmonella (.sfiA) [115]. Ces pha-
gosomes contenant les salmonelles ne
suivent ainsi pas la voie de dégradation
classique dans le macrophage [109].

Les salmonelles sont en outre toxiques
pour les macrophages, l’étape d’invasion
induisant la mort par apoptose, sous la

dépendance de gènes de SPI [1 1 1]. Ce
mécanisme de virulence de STm suggère
que la mort des macrophages, suivie par
la fuite des salmonelles, constituent aussi
des étapes importantes de la pathogénie
[851.

2.2.2.2. Gènes impliqué.s

De nombreux loci sont nécessaires à la
survie de Salmonella dans les macro-

phages. La réponse à l’ingestion par les
macrophages est complexe et l’expression
d’au moins 40 gènes est modifiée [1].
Deux fonctions contribuent de manière

importante à la survie dans les macro-
phages : la résistance aux formes réac-
tives de l’oxygène et la résistance aux
défensines, peptides antimicrobiens.

De nombreux gènes sont exprimés en
réponse à un stress oxydatif tels que les
gènes oxy, katG (hydroperoxydase 1),
katE (HPII), et sodA (superoxyde dismu-



tase) [121 Des mutants pour ces gènes
sont moins aptes que les souches sau-

vages à survivre dans les macrophages.

Rôle du système de ,sécrétion protéique
de type III

Le locus régulateur phoPlphoQ
contrôle l’expression de gènes importants
pour la résistance aux défensines [59J et
participe à la régulation des modifications
du lipide A [66]. La désignation ambiguë
de ce locus est liée au contrôle par cet

opéron de l’expression d’une phosphatase
acide, PhoN, et de gènes induits par la
carence en phosphate, p.siD. Des gènes
contrôlés par phoPlphoQ ont été identi-
fiés et rangés en deux groupes : les gènes
pag (phoPQ-activated genes) activés par
ce locus, et les gènes prg (phoPQ-repres-
sed genes) réprimés par ce même locus
[89]. Les gènes pcrgC et pagD intervien-
nent dans la survie dans les macrophages
et dans la virulence pour la souris [65].
prgH contribue à l’invasion des macro-
phages [91, les gènes prgIJK faisant par-
tie du système de sécrétion de type III
[ l01 Les hrgs sont importants pour la
phase d’invasion, et les pags activés dans
le phagosome acidifié interviennent dans
la survie dans les macrophages : l’envi-
ronnement dans le macrophage stimule-
rait une commutation (switch) de

l’expression des prg,s vers celle des pags
[89].

L’îlot de pathogénicité SPI2 semble lui
aussi impliqué dans la survie des salmo-
nelles dans les macrophages [97], tout
comme un troisième îlot de pathogénicité
de 17 kb, SPI3 (figure 3 ; tableaux I et
II), décrit tout récemment [12]. Ce der-
nier a été découvert en étudiant la région
du chromosome de STm homologue du
locus selC de E. coli, espèce dans
laquelle des îlots de pathogénicité peu-
vent être présents et responsables du
caractère uropathogène ou entéropatho-

gène des souches. Le contrôle de l’ex-
pression de gènes de SPI3 par
phoPlphoQ peut être souligné.

La survie dans les macrophages semble
être une étape-clé et au niveau de laquelle
pourrait être recherché le mécanisme de la
spécificité d’hôte, la survie intracellulaire
étant dépendante de l’hôte [75 1.

La présence de trois îlots de pathogé-
nicité distincts sur le chromosome de

Salmonella, probablement acquis par
transfert horizontal [58], n’apparaît pas
surprenante puisqu’il a été estimé que ce
chromosome pouvait héberger au moins
cinq îlots de pathogénicité [41 !. Leur pré-
sence apparaît capitale puisque les fonc-
tions codées par ces îlots sont des
fonctions-clés de la pathogénie des infec-
tions à salmonelles.

Des gènes spécifiquement induits in
vivo ont été identifiés récemment, simi-
laires à des adhésines et invasines, et qui
constituent un opéron dans une région du
génome de Salmonelln à bas pourcentage
en GC situé à 9 min sur le chromosome

[71]. Cet opéron pourrait constituer un
quatrième îlot de pathogénicité.

En plus de ces îlots, Groisman et
Ochman [58 ! ont qualifié de petits îlots
de pathogénicité (« islets ») des régions
de taille inférieure aux îlots SPI1-SPI3
mais qui présentent des caractéristiques
communes comme un pourcentage en
G+C différent de celui du chromosome
de Salmonella (sauf les opérons codant
les fimbriae) et donc susceptibles d’avoir
été eux aussi acquis par transfert horizon-
tal (tableau 1).

L’absence de SPI2 des souches de
Salmonella bongori vient appuyer les
hypothèses phylogéniques actuelles [72],
cet îlot de pathogénicité ayant vraisem-
blablement été acquis par transfert hori-
zontal par S. enterica après la divergence
entre les deux espèces.



2.3. Autres fonctions mises en jeu dans
les principales étapes de la patho-
génie (figure 2)

2.3.1. Adhésion aux cellules-hôtes épi-
théliales

L’adhésion des salmonelles aux cel-
lules épithéliales se décompose en deux
phases, dont la première est réversible.
L’interaction bactérie-cellule hôte induit

pendant la première phase la synthèse
d’ARN et de protéines bactériennes,
indispensables à l’adhésion irréversible et
à l’invasion [44t. ] .

Les fimbriae contribuent essentielle-
ment à la première phase de l’adhésion
des bactéries à la surface des cellules épi-
théliales de l’hôte. Ce sont des appendices
flexibles ou rigides (figur-e 2), également
appelés pili, exprimés à la surface de
nombreuses espèces bactériennes, géné-
ralement composés par polymérisation
d’une sous-unité protéique majeure (fim-
brilline ou piline) et de sous-unités
mineures liées par des forces non cova-
lentes. Une même bactérie peut exprimer
simultanément plusieurs types de fim-
briae [7].

Le rôle des fimbriae dans l’infection
est controversé. Un certain nombre
d’études in vitro ont montré que les fim-
briae interviennent dans l’adhésion des
salmonelles à un grand nombre de lignées
cellulaires aviaires ou de mammifères et
contribuent à l’invasion de ces cellules

[30[. L’adhésion de certains fimbriae à
des protéines de la matrice tissulaire a été
également décrite !79]. Cependant l’adhé-
sion par des fimbriae à des lignées cellu-
laires in vitro ne reflète pas forcément
l’infectivité in vivo chez la souris.

Peu d’études ont été entreprises in vivo
pour élucider le rôle de ces organelles.
Des travaux préliminaires de Duguid et
al. en 1976 [34] ont décrit des différences
d’infectivité, d’excrétion fécale et de

pathogénicité pour la souris, liées aux
fimbriae de type 1 de STm. La présence
de fimbriae lpf semble indispensable à
l’expression de la typhoïde murine [8].
Une implication des fimbriae de type 1,
et peut-être de type 3, de SE dans l’adhé-
sion et la pathogénie chez la souris a été
suggérée [2]. En revanche, les SEF14 ne
jouent pas un rôle déterminant dans la
virulence pour la souris 11201 alors même
que des anticorps dirigés contre les
SEF14 de SE ont apporté une protection
partielle de la souris contre l’infection par
SE 102!. Le rôle joué dans la colonisa-
tion et la persistance par SefA, la sous-
unité majeure de ces fimbriae, dépend des
souches [98].

2.3.2. Survie dans le sérum

Les chaînes polysaccharidiques por-
tant l’antigène 0 contribuent à la résis-
tance au pouvoir bactéricide du sérum dû
à l’activité du complément. Une protéine
de membrane externe, Rck (rcsistcrnce to

complement killing) codée par un gène
plasmidique du plasmide sérotype-spéci-
fique ou SSP, est également impliquée
[70!. Rck, qui joue aussi un rôle dans l’in-
vasion des cellules eucaryotes [241, pré-
sente des homologies génétiques et fonc-
tionnelles avec Ail, une invasine de
Yersinia, et avec PagC 169B.

2.3.3. Rôle du plasmide de virulence

Les souches de S. Dublin, S.

Choleraesuis, S. Gallinarum-Pullorum et
S. Abortusovis, STm, SE hébergent de
grands plasmides spécifiques de sérotype
(50 à 90 kb). La perte du plasmide (SSP)
réduit la capacité de la bactérie à provo-
quer une infection systémique chez la
souris. Une région de 8 kb est suffisante
pour restaurer la capacité de souches de
STm, SE, S. Dublin et S. Choleraesuis à

provoquer une telle infection. Cette

région retrouvée dans tous les SSPs 1641
contient cinq gènes : .rpnR et l’opéron



spvABCD. spvR est un gène régulateur,
contrôlé lui-même par RpoS, facteur
sigma alternatif situé sur le chromosome.
spvR régule l’expression de .spvABCD
[22]. La fonction des gènes spvABCD
nest pour le moment pas élucidée. Le

plasmide na aucun effet sur l’invasion de
cellules en culture et il nest pas néces-
saire à l’invasion des organes profonds.
En revanche, il augmente le taux de
croissance des salmonelles dans le foie et
la rate [63]. Notons que RpoS est un fac-
teur de transcription nécessaire à l’expres-
sion d’un grand nombre de gènes induits
en phase stationnaire, et constitue égale-
ment un facteur de virulence chez STm,
certaines souches de STm se révélant avi-
rulentes en raison d’un gène rpoS défectif
[117j.
Une corrélation entre présence du SSP

chez des souches de STm et bactériémie
chez l’homme a été relevée [38]. Les
plasmides de S. Dublin et de S.
Choleraesuis jouent un rôle dans les
formes septicémiques chez les veaux et
les porcelets, respectivement [31, 126].
Les gènes spv du SSP de S. Dublin sont
indispensables au développement d’une
entérite sévère ou d’une forme septicé-
mique chez l’hôte naturel bovin [81!.
Chez les volailles, le plasmide SSP pré-
sent chez S. Gallinarum et chez son
variant S. Pullorum joue un rôle dans la
virulence pour le poulet [4].

En revanche, les SSPs de STm et SE
ne jouent aucun rôle dans la virulence de
ces deux sérotypes pour le poulet, une
augmentation paradoxale du pouvoir
pathogène après inoculation orale à des
poussins étant même observée avec STm
ou SE curée de son plasmide [68]. La
présence de SSPs dans d’autres sérotypes
na pas été non plus corrélée avec la viru-
lence pour le poulet [105].

2.3.4. Système de captation du fer

Certaines salmonelles sont capables de
synthétiser l’entérochéline, ou entérobac-

tine, un sidérophore de la famille des
phénolates sécrété dans des conditions
limitantes en fer, telles que celles rencon-
trées dans l’organisme hôte. La corréla-
tion entre la capacité à produire l’entéro-
chéline et la pathogénicité des

salmonelles a été peu étudiée. Toutefois
le système entérochéline semble jouer un
rôle dans la fièvre typhoïde [47] et un
mutant de STm défectif pour la synthèse
de l’entérochéline a présenté une viru-
lence diminuée chez la souris après injec-
tion intrapéritonéale [1311. Benjamin et
al. [10] ont montré que ce sidérophore
favorise la croissance dans le sérum

murin mais nest pas indispensable à la
virulence pour la souris. La localisation
intracellulaire de Salmonella permettrait
à la bactérie de conserver sa virulence en
l’absence de sidérophore.

Le système entérochéline est contrôlé
par le régulon Fur (furie uptake
regulator) répondant à la carence en fer,
lequel contrôle au moins 14 gènes chez
STm [122]. Certains de ces gènes sont
impliqués dans la réponse adaptative à
l’acide ou ATR (acid tolerance response),
laquelle joue un rôle dans la virulence
[511. ].

2.3.5. Rôle des toxines

Différents produits de la bactérie dont les
toxines sont responsables de lésions ou
symptômes observés chez l’hôte.

Endotoxine (lipide A du LPS)
Le LPS est constitué par le lipide A, le

core oligosaccharidique et des chaînes
latérales O. La toxicité du LPS est portée
par le lipide A, ancré dans la membrane
externe. Ses effets sont liés à l’activation
de phénomènes inflammatoires impor-
tants [33]. L’endotoxine est ainsi respon-
sable de la plupart des symptômes de la
fièvre typhoïde et du choc septicémique
consécutif à une bactériémie [33 J.



Entérotoxines

Les entérotoxines jouent probablement
un rôle dans les diarrhées des formes gas-
tro-entéritiques [39].
Une entérotoxine de Salmonella

Typhimurium, de 29 kDa [21], reliée sur
les plans immunologique et génétique à
la toxine cholérique (CT-like), thermola-
bile de type II, est active sur des anses
iléales ligaturées de lapin [107]. Elle est
codée par .stn localisé sur le chromosome

[23J. Une autre entérotoxine, de 100 kDa,
thermolabile et non CT-like, active sur
cellules CHO et sur anses iléales ligatu-
rées de lapin a été décrite chez STm par
Rahman et al. [108]. ].

Autres toxines

Une cytotoxine de 26 kDa codée par
cyx [83] isolée de STm s’est révélée
toxique pour de nombreuses lignées cel-
lulaires. Une autre cytotoxine de 32 kDa
[78 active sur des macrophages a été iso-
lée d’une souche de STm. Une cytolysine
de STm codée par slyA (salmolysine
[82]) favorise la survie dans les macro-
phages murins péritonéaux et est impli-
quée dans la virulence pour la souris.
C’est une toxine de la famille RTX, cyto-
lysines des bactéries Gram négatives pro-
voquant la formation de pores dans la
membrane plasmique. Récemment, son
rôle dans la destruction des cellules M et la
survie intracellulaire a été démontré [32].

2.4. Gènes de l’hôte affectant la sensibi-
lité à l’infection

La résistance génétique aux infections
à salmonelles a été décrite et particulière-
ment étudiée chez la souris. Plusieurs loci
ont été caractérisés. L’un d’entre eux, ity
(ou bcg ou lsh ; [ 125]), accroît la résis-
tance aux infections par des parasites
intracellulaires tels que Mycobacterium,
Leishmania et Salmonella. Deux autres

loci, lps et xid, sont exprimés comme ity
dans des cellules immunitaires. La résis-

tance génétique a été également explorée
chez différentes lignées de volailles [18,
61]. Elle est liée probablement à la pré-
sence d’un gène autosomal dominant de
résistance ity-like [18].

3. MODÈLES D’ÉTUDE
DE LA PATHOGÉNICITÉ
DES SALMONELLES

Les modèles d’étude de la pathogéni-
cité des bactéries permettent d’analyser,
finement ou globalement, l’évolution de
l’infection chez un hôte ou un aspect du

processus infectieux.

Les connaissances acquises à partir
d’études sur l’animal ou sur cellules sont

précieuses pour mieux comprendre la
pathogénie, et peuvent ensuite déboucher
sur des stratégies de lutte contre ces
infections, dont la vaccination. De nom-
breux travaux en cours s’intéressent au

parasitisme intracellulaire de Salmonella
et mettent en évidence de nombreux

gènes impliqués dans ce mécanisme.

L’analyse des interactions hôte-patho-
gène est en général focalisée sur un
aspect particulier de la pathogénie. Or, la
pathogénie de ces infections à Salmonella
apparaît complexe, avec de nombreux
gènes impliqués et de nombreuses fonc-
tions intervenant dans la virulence.
L’identification de ces gènes/fonctions
peut reposer sur plusieurs stratégies, avec
validation de leur rôle dans des modèles
d’étude développés in vivo et in vitro.

3.1. Identification de gènes impliqués
dans la virulence

3.1.1. Stratégies utilisées

Plusieurs stratégies ont été dévelop-
pées pour identifier des gènes impliqués
dans la virulence, appliquant une version
moléculaire du postulat de Koch [62].



1. Il existe une relation entre un phé-
notype, ou une fonction, et la pathogéni-
cité.

2. Une mutation doit être construite
dans le gène codant la fonction, avec
obtention d’un mutant isogénique ne pos-
sédant plus la fonction.

3. Le mutant isogénique doit être atté-
nué pour la virulence dans un modèle

approprié.
4. La mutation doit être complémentée

en trans par l’allèle sauvage.

Une stratégie couramment utilisée
consiste à obtenir des mutants de manière

aléatoire, puis à identifier par un test adé-
quat les mutants dont la virulence est
modifiée. L’obtention de mutants repose
en général sur l’utilisation de transposons.
Pour faciliter leur utilisation, certains
transposons disposent d’éléments de cri-
blage (gène /!!4 ou résistance à un anti-
biotique). Une mutation par moyens chi-
miques ou physiques (UV) peut être
envisagée [96]. Un gène d’intérêt peut
être également recherché par mise en évi-
dence de sa fonction après constitution
d’une banque génomique [83j ou par
recherche dans un organisme non patho-
gène d’une fonction portée par un plas-
mide (résistance au sérum 1 10]). ).

Le criblage peut être réalisé par inocu-
lation à des animaux [91, ou bien sur cul-
ture de cellules [ i5], ou encore par des
tests phénotypiques appropriés [59!. Il est
donc essentiel de disposer d’un modèle
suffisamment puissant pour déceler l’ab-
sence ou la présence d’une fonction asso-
ciée à la virulence, chez un grand nombre
de mutants. Après identification de tels
gènes, leur fonction peut être précisée par
des tests de complémentation avec un
plasmide sur un organisme non patho-
gène tel que E. coli HB 101 [36, 83, 1 10]
ou sur des mutants détectas pour la fonc-
tion étudiée [49, 116J, ou bien par la
création de mutations plus précises par
échange alléliquc I 21 ].

On peut envisager de rechercher par
hybridation ou PCR des gènes connus
pour être impliqués dans la virulence
dans des genres différents, et d’analyser
ensuite la fonction sur cellules et le rôle
dans la virulence pour les animaux [107].

Récemment, la recherche de gènes
insérés dans un site cible commun avec
une espèce voisine, en loccurrence le
locus selC d’E. coli, a permis la décou-
verte de l’îlot SP13 [ 1 2 ] .

3.1.2. Recherche de gènes exprimés
in vivo

La première méthode décrite a été la
technique IVET, (Irr Vivo Expression
Technology) 1861. Elle consiste à recher-
cher des gènes exprimés spécifiquement
in vivo par fusion du chromosome bacté-
rien avec un vecteur suicide contenant les

gènes purA et lacZ fonctionnels mais
sans promoteur : elle permet la recherche
de promoteurs induits sélectivement in
vivo et non induits in vitro. Le gène purA
est indispensable à la survie de la bactérie
dans l’hôte : si la fusion s’est effectuée

près d’un gène induit spécifiquement in
vivo, la salmonelle pourra se développer
et sera retrouvée dans la rate. Pour les

bactéries retrouvées dans la rate, le pro-
duit du gène lcrcZ est recherché in vitro :
son absence caractérise la spécificité de
l’induction in vivo, le promoteur pouvant
contrôler un gène de virulence.

Des techniques dérivées ont été
ensuite proposées, reprenant ce principe,
avec un vecteur de fusion transcription-
nelle cat-lncZY sans promoteur et des
souris traitées au chloramphénicol : l’ex-
pression de cat est indispensable in vivo
et l’absence d’induction de 1(i(-ZY in vitro
est ensuite recherchée 1871. Une

démarche voisine a été proposée par
Camilli et Mekalanos en 1995 1191 : le

gène 1er est placé entre des séquences
résolvase sur le chromosome ; le vecteur
suicide porte le gène de la recombinase et



lacZY, fonctionnels mais sans promoteur.
Les bactéries inoculées à l’animal doivent
avoir une insertion de l’ensemble recom-
binase-IacZY en aval d’un promoteur
inactif uniquement in vitro ; dans ces
conditions, le gène tet demeure présent
sur le chromosome et les souches sont
Lac- TetR. Lors du passage in vivo, si le
promoteur est induit, le système recombi-
nase-résolvase entraîne l’excision de tet.
Des souches TetS sont alors recherchées

parmi celles isolées chez l’animal.
Une technique voisine de la technique

IVET a été récemment développée : elle
permet la mise en évidence de gènes
exprimés spécifiquement in vitro dans
certains tissus. Cette méthode d’induction
différentielle de la fluorescence (ou DFI
pour D!fferential Fluorescence Induction)
permet comme IVET la recherche de pro-
moteurs avec la protéine GFP : des bac-
téries exprimant la GFP dans les macro-
phages mais non à l’extérieur des cellules
hôtes ont permis d’identifier des gènes
appelés mig (pour rnacrophage-induced
gene.s) [1241. Quatre d’entre eux codaient
pour des facteurs de virulence, dont l’un
était partie intégrante de SPI2.

Une autre technique élégante de
recherche de gènes spécifiquement expri-
més in vivo, par «sélection négative», a
été décrite : il s’agit de mutagenèse inser-
tionnelle avec des transposons portant des

séquences uniques d’ADN («DNA-tags»
ou étiquettes d’ADN) sur un vecteur sui-
cide [73]. Les étiquettes d’une population
de mutants, représentant l’inoculum bac-
térien ou les bactéries récupérées dans
l’hôte infecté, sont détectés par amplifica-
tion, marquage radioactif et hybridation.
Les colonies hybridant avec le produit
d’amplification de l’inoculum mais non
avec celui des bactéries récupérées dans
l’hôte représentent des mutants avec une
virulence atténuée.

L’analyse en temps réel de la progres-
sion d’une infection de souris a été décrite
avec des salmonelles hébergeant un plas-

mide exprimant constitutivement la luci-
férase [29].

3.2. Modèles d’étude in vivo

Les modèles animaux sont onéreux et
malaisés à utiliser. Cependant leur utilisa-
tion est indispensable pour rechercher les
organes cibles, pour tester le rôle d’un
facteur de virulence pour l’espèce ani-
male considérée, ou pour mettre au point
des stratégies vaccinales efficaces. Dans
le cas particulier de l’espèce humaine, ils
sont un préalable indispensable au déve-
loppement de vaccins. Ainsi les connais-
sances acquises dans le modèle de la

typhoïde murine à STm, mimant la
typhoïde humaine à S. typhi, autorisent
des extrapolations à l’homme. Ces

modèles sont également indispensables à
la validation d’études effectuées in vitro.

Modèle .souri.s

Le modèle d’étude de la typhoïde
humaine est la typhoïde murine à STm.
Largement utilisé, il a permis de montrer
l’importance des gènes de virulence plas-
midiques spv [63], et des gènes chromo-
somiques inv intervenant dans l’invasion
[49] ou du gène pagC favorisant la survie
en macrophages [65!. Il a été également
utilisé pour l’étude de la spécificité d’hôte
[ 100].

Modèles volaille

Différents modèles ont été développés
pour étudier la virulence de souches de
salmonelles pour le poulet [ 18, 53], la
poule pondeuse [6, 84] ou le canard [ 14].

Ces études ont permis de préciser la
pathogénie de l’infection des volailles par
les salmonelles [6], de comparer la viru-
lence de différentes souches de salmo-
nelles [53, 104], d’étudier la spécificité
d’hôte [5] et la résistance génétique aux
salmonelles chez les volailles [61, 84]. ] .



Autres modèles

Les études sur l’évolution de l’infection

par Salmonella ont été initiées par
Takeuchi dés 1967 sur anses intestinales
de cochons d’Inde anesthésiés [ 1 18]. Les
observations en microscopie électronique
ont été confirmées depuis par de nom-
breuses études menées sur modèles cellu-
laires polarisés.

Chez les volailles, des études en
microscopie électronique avec SE dans
l’intestin de poussins anesthésiés [123]
ont donné des résultats équivalents à ceux
de l’étude de Takeuchi. Un modèle voisin
a permis d’étudier l’invasion de la lamina
propria chez le poulet par SE et S.
Thompson [ 103].

Le même modèle a été utilisé chez le
veau [127], la souris [80], conduisant aux
mêmes observations.

Le modèle RILT (rabbit ileal loops
test) a été employé pour mettre en évi-
dence l’activité d’une entérotoxine [ 107].

L’adhésion de souches de salmonelles
a été étudiée sur muqueuse intestinale de

poulet [30]. Un modèle complexe a été
développé pour étudier l’invasion de cel-
lules hépatiques par STm et S.
Choleraesuis chez le rat 1951. ] .

3.3. Modèles d’étude in vitro

Différents tests in vitro ont été déve-

loppés comme méthodes alternatives
pour l’étude de facteurs de virulence de
souches bactériennes. Ces méthodes sont

plus souples d’utilisation et autorisent une
relative standardisation.

3.3.1. Monocouches semi-conf luentes de
cellules épithéliales

Le modèle in vitro le plus répandu
d’étude de bactéries entéropathogènes uti-
lise des monocouches semi-confluentes
de cellules épithéliales. L’invasion bacté-
rienne est quantifiée par un test à la gen-

tamicine, qui élimine les bactéries extra-
cellulaires. Les bactéries intracellulaires
viables sont ensuite dénombrées pour
déterminer l’efficacité de l’invasion,
souvent exprimée en pourcentage de
l’inoculum bactérien initial [119]. De
nombreuses lignées cellulaires ont été
employées : cellules HeLa, HEp-2,
Henle407, A431, Vero.

Dans une méthode quantitative origi-
nale décrite par Niesel et al. [94], des cel-
lules HeLa en monocouche sont recou-
vertes d’agarose, mais cette technique
nécessite l’ajustement du rapport bacté-
ries infectantes/cellules au pouvoir inva-
sif de la souche de salmonelles ou de shi-

gelles.
Les tests d’invasion peuvent permettre

l’exploration fine de mécanismes impli-
qués : la fonction du cytosquelette [46,
52, 91] ou l’induction des voies de com-
munication de la cellule hôte [80, 119].

3.3.2. Monocouches épithéliales polari-
sées

Quelques lignées cellulaires épithé-
liales peuvent être cultivées sur des mem-
branes poreuses formant alors des mono-
couches épithéliales polarisées.
L’avantage de tels systèmes est de dispo-
ser de structures de bordure en brosse.

La lignée Madin-Darby canine kidney
(MDCK) et trois lignées cellulaires
humaines adénocarcinomateuses, Caco-2,
HT-29 et T84 ont été utilisées dans un tel

système [ 119]. Les monocouches ont des
jonctions serrées fonctionnelles et sont
imperméables aux ions. La mesure de la
résistance électrique transépithéliale per-
met d’évaluer l’intégrité de l’épithélium
[43].

L’adhésion des bactéries aux surfaces

apicale et basolatérale, l’invasion, et la
pénétration au travers de la monocouche
peuvent être mesurées, par exemple avec
des bactéries marquées par un radioiso-
tope [45].



La pénétration des bactéries au travers
de la monocouche, appelée transcytose,
peut être quantifiée, en prélevant à diffé-
rents moments des échantillons du milieu

opposé à celui où les bactéries ont été
ajoutées [43J. Là aussi des microorga-
nismes marqués peuvent être utilisés,
avec mesure de la radioactivité présente
dans les deux milieux (apical et basolaté-
ral), ainsi que dans la monocouche épi-
théliale [42].

Les modèles cellulaires polarisés sont
relativement proches des surfaces épithé-
liales avec lesquelles les bactéries inter-
agissent chez l’hôte. Ces modèles ont
ainsi permis de montrer que la présence
de structures glycoprotéiques à la surface
des cellules épithéliales est nécessaire à
l’induction de fonctions bactériennes spé-
cifiques, indispensables au processus
d’invasion [42]. Des observations de
telles structures ont été effectuées en

microscopie électronique [52, 91].
L’addition de cellules motiles immuni-

taires (comme les PMN : polynucléaires)
à de tels systèmes permet de mimer
encore mieux des conditions physiolo-
giques rencontrées in vivo. Ceci permet
par exemple l’analyse des signaux bacté-
riens responsables de la transmigration
des PMN avec STm [88].

3.3.3. Macrophages en culture

L’étude des gènes contribuant à la survie
et à la croissance dans un environnement
intracellulaire peut utiliser des cultures de

macrophages. Des macrophages de souris,
isolés de la moelle osseuse, de la rate ou
d’un liquide d’ascite [15, 112] ont été utili-
sés ainsi que plusieurs lignées de macro-
phages murines et/ou aviaires comme
J774, U937 et C3H/HeJ [ 1, 48, 78].

Le rôle potentiel de l’acidification
endosomale dans les macrophages peut
être recherché en utilisant des ionophores
cationiques, des agents lysosomotropes
ou des lignées cellulaires CHO (chinese

ham.rter ovary) mutantes pour inhiber
l’acidification endosomale des cellules
cultivées.

La survie ou la multiplication intracel-
lulaire dans les macrophages peuvent être
évaluées dans un modèle d’invasion

proche de celui décrit pour les cellules
épithéliales. Le taux de croissance bacté-
rienne intracellulaire dans les macro-

phages est variable, mais STm peut se
multiplier dans des macrophages d’ori-
gines très différentes [15].

Enfin des modèles particuliers ont été
adaptés par exemple à l’étude de l’induc-
tion de la réponse immunitaire spécifique
avec utilisation d’hybridomes T [129], ou
bien à la recherche de toxines : recherche
de la toxicité pour cellules CHO, A431,
HeLa, MDCK [83], et mesure de la
concentration de l’AMPc [21 ].

4. CONCLUSION

L’arsenal de facteurs de virulence dont

dispose Salmonella apparaît remarquable,
et permet d’expliquer en partie son adap-
tation à de nombreuses situations, et pour
Salmonella Typhimurium, à de nombreux
hôtes. Le système de sécrétion protéique
de type III découvert chez Salmonella et
d’autres espèces bactériennes pathogènes
pour les plantes ou les animaux, a proba-
blement évolué à partir de systèmes d’as-
semblage flagellaire. Il apparaît impliqué
dans deux étapes clés de la pathogénie :
l’invasion des cellules épithéliales et la
survie dans les macrophages. À ce jour,
deux systèmes au moins ont été identi-
fiés, présents dans des zones déterminées
du chromosome et constituant des îlots de

pathogénicité. L’acquisition de tels îlots
de pathogénicité semble avoir eu lieu par
transfert horizontal, à partir d’autres bac-
téries. Il semble en outre probable que le
chromosome de Salmonella en héberge
d’autres.



Le contrôle de l’expression des gènes
intervenant dans la virulence est très

complexe, avec activation en cascade, en
réponse aux conditions environnemen-
tales. La vie d’un pathogène adapté peut
alors être visualisé comme une série

d’étapes d’activation de gènes en réponse
à un ensemble complexe de conditions
environnementales simultanées [41 j.

Le second îlot de pathogénicité a été
découvert récemment au moyen de tech-

niques classiques, exploitant les transpo-
sons. De nouvelles approches, comme la
technologie IVET, la méthode DFI ou
la technique de sélection négative, ont
également permis l’identification de fac-
teurs de virulence et ouvrent des perspec-
tives pour la découverte spécifique de
gènes impliqués dans la virulence in vivo.
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