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INTRODUCTION



‘A. Listeria monocytogenes: l1a bactérie pathogéne responsable de
la listériose
1. Une découverte de pres d’un siecle

La bactérie Listeria monocytogenes (Lm) a été décrite pour la premiére fois en 1926 par E.G.D.
Murray, au sein du département de pathologie de I’Université de Cambridge. Isolée a partir de
foies de lapins subitement morts de causes inexpliquées, mais présentant des nécroses du foie
et des leucocytoses, ce sont ces principaux symptomes qui ont valu I’origine du nom de ce
nouveau petit bacille infectieux : Bacterium monocytogenes (Murray et al., 1926). Un an plus
tard, en 1927, la bactérie est de nouveau isolée chez des gerbilles. J.H.H Pirie attribuera a ce
nouveau genre le nom de Listerella, en hommage au pére de la chirurgie antiseptique, Joseph
Lister (Pirie, 1940). Listerella étant déja attribu¢ au groupe des Mycétozoaires, le nom de
Listeria sera suggéré par Pirie et sera finalement définitivement adopté en 1940 (Pirie, 1940).
La premicre infection signalée chez I’homme date de 1929, au Danemark (Nyfeldt, 1937). On
note cependant 1’observation de cas de « septicémies néonatales » et de « pseudotuberculoses »,
s’apparentant a des cas de listériose, en 1891 (Gray & Killinger, 1966), ainsi que 1'isolement
d'un organisme "diphtéroide" a partir du liquide céphalo-rachidien d'un soldat frangais en 1919,
confirmé 20 ans plus tard comme étant Lm (Dumont & Cotoni, 1921 ; Mclauchlin et al., 1986).
A la suite de ces épisodes, quelques cas sporadiques sont signalés chez I”’homme sous la forme,
entre autres, d’infections périnatales ou de méningites, sans pouvoir en retrouver la cause (Gray
& Killinger, 1966). 1l faudra attendre 1981 pour que le lien entre I’ingestion d’aliments

contamings et la listériose soit établi, lors d’une épidémie au Canada, apres ingestion de chou

cru (Schlech et al., 1983).

2. Position taxonomique

Le genre Listeria est regroupé avec le genre Brochontrix dans la famille des Listeriaceae,
I’ordre des Bacillales, classe des Bacilli et phylum des Firmicutes. Depuis 2009, le nombre
d’espéces attribué au genre Listeria a quadruplé, passant de 6 a 27 especes (Carlin et al., 2022).
Les espéces de Listeria sont divisées en 2 clades : « Listeria sensu stricto » (clade 1) et
« Listeria sensu lato » (clade II).

L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii (Liv), L. seeligeri, L. welshimeri, L. marthii, L.

immobilis, L. cossartiae, L. farberi et L. swaminathanii appartiennent au clade I (Murray et al.,



1926 ; Seeliger, 1981 ; Rocourt et al., 1983 ; Graves et al., 2010 ; Carlin et al., 2022). Sur
I’ensemble de ces espéces, seules Lm et Liv sont pathogenes, Liv étant plus fréquemment
pathogeéne pour les animaux et les ruminants et Lm pour 'homme (Seeliger et al., 1984 ;
Alexander et al., 1992 ; Bagatella et al., 2022).

Le clade II regroupe les especes : L. grayi, L. fleischmannii, L. floridensis, L. aquatica, L.
newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L. grandensis, L. riparia, L. weihenstephanensis,
L. booriae, L. goaensis, L. thailandensis, L. costaricensis, L. portnoyi, L. rustica et L. valentina
(Rocourt et al., 1992 ; Leclercq et al., 2010 ; Bertsch et al., 2013 ; Halter et al., 2013 ; den
Bakker et al., 2014 ; Weller et al., 2015 ; Doijad et al., 2018 ; Nunez-Montero et al., 2018 ;
Querada et al., 2020 ; Carlin et al., 2022).

3. Caracteres d’1dentification bactériologique

Listeria monocytogenes (Lm) est un bacille de petite taille (0,5 a 2 pm de longueur et de 0,4 a
0,5 um de diametre) a coloration Gram positive, isolé ou en chainettes, non sporulé et non
capsulé. La bactérie est mobile a 20-25°C par flagellation péritriche, et immobile a 37°C
(ANSES, 2020). Chez I’hote, a une température de 37°C, Lm utilise MogR pour réprimer
I’expression des protéines flagellaires, empéchant donc la production de flagelles. A ’extérieur
de I’hdte ou dans I’environnement, la formation de flagelles est rendue possible par 1’anti-
répresseur GmaR qui inactive MogR. C’est donc un systéme thermo-régulé (Williams et al.,
2005 ; Lebreton et Cossart, 2017).

Lm est anaérobie facultative et micro-aérophile, catalase-positive pour la majorité des souches,
négative pour I’oxydase et capable de fermenter de nombreux glucides sans production de gaz.
Les souches Lm sont toujours D-xylose-négatives et produisent des lécithinases. Elles sont
également B-hémolytiques et L-rhamnose-positives (ANSES, 2020). En termes de conditions
de culture, ce n’est pas un microorganisme trés exigeant et il peut former des colonies
translucides, a reflets bleutés, sur gélose nutritive entre 24 h et 48 h, a 37°C.

Lm ala capacité de se multiplier a basse température (0 —45°C), avec une température optimale
de 37°C. Elle peut ¢galement tolérer une large gamme de pH (4,0 — 9,6) et une pression
osmotique importante avec des fortes concentrations en sel (<12%) (Thevenot et al., 2006 ;
Chen et al., 2019 ; ANSES, 2020).

Des milieux de culture spécifiques pour la détection de Listeria existent. Par exemple, on peut
citer les géloses sélectives du genre Listeria telles que PALCAM ou Oxford, ou sélectives de

l'espece Lm avec la gélose ALOA-Agar Listeria ou "Rapid L'mono".



4. Niches écologiques : un pathogéne ubiquitaire

Lm est omniprésente dans l'environnement et posséde une capacité d'adaptation remarquable a
différents écosystemes (Figure 1). Elle utilise 70% de son génome pour s'adapter et engager
une réponse spécifique aux environnements qu'elle rencontre (Glaser et al., 2001). Elle a déja
été isolée dans des environnements naturels tels que les fermes, les sols, les eaux des rivieres et
des lacs, les ensilages, les égouts, les effluents agricoles et les prairies, dans une variété
d'aliments destinés a l'alimentation humaine, ainsi que dans le tractus digestif d'hotes de
diverses especes, incluant I'hnomme (§A.6) (Vivant et al., 2013 ; Quereda et al., 2021).

Sa capacit¢ a tolérer un large éventail de conditions environnementales défavorables
(température et pH) et ses exigences nutritives modérées lui permettent de survivre et de
persister dans diverses niches écologiques, y compris les environnements réfrigérés, salés et
soumis a des traitements désinfectants (Ryan et al., 2008 ; Querada et al., 2021). Ces différentes
aptitudes font de Lm un archétype important de l'approche "One Health" des maladies
infectieuses, qui reconnait l'interconnexion entre la santé humaine, animale et les écosystémes

environnementaux (Figure 1) (Lotoux et al., 2022).

Manipulation incorrecte
Chaine du froid brisée
Contamination croisée

Hygiéne inappropridée
/ Humainsg

Industrie agroalimentaire
[Con!amnalion des sur(aces]

Contamination croisée

Produits alimentaires \

Biofilm
Sol

s PN

'
"
Je

-

\ Environnement .
Iriigation

<
r
e

l
1
Y A
—J

Ensiage N
' Culture
Sol

Contamination croisée (anmaux sauvages,
nsactes, aulres animaux domestiques)




Figure 1 : Sources de contamination de L. monocytogenes (adapté de Quereda et al., 2021).
Scénarios de contaminations/transmissions possibles entre le sol, I’eau, les cultures, ’ensilage, les
produits de consommation destinés a 1’alimentation humaine, I’animal, I’homme et 1’environnement.

Les transmissions potentielles entre les différents acteurs sont indiquées par des fléches.

5. Pathogénicité : la listériose
5.1 La listériose humaine
5.1.1 Données épidémiologiques

La listériose est une maladie rare, principalement sporadique, qui concerne généralement un ou
deux cas isolés (Desai et al., 2019). Plus rarement, elle peut concerner un groupe de personnes,
voire provoquer de véritables épidémies. Malgré sa faible prévalence chez I’homme (5 — 6 cas
par million d’habitants, en France, Santé Publique France, 2022), Lm présente un risque majeur
pour la santé publique, en raison de son taux de mortalité élevé chez les individus fragiles (2™
cause de mortalité d’origine alimentaire en France, Santé publique France, 2022), et 20 - 30 %
de mortalité selon I'Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization, 2018).
Une étude récente a comptabilisé 126 éveénements épidémiques dans 30 pays entre 1996 et
2016, selon les bases de données du programme de surveillance des maladies émergentes
ProMED (Desai et al., 2019). Malgré des cas majoritairement sporadiques, certaines ¢pidémies
ont pris une ampleur importante. En 2017, I’ Afrique du Sud a été marquée par plus de 1060 cas
dont 20 % de déces, avec des produits carnés comme origine de contamination (Rapport du
NICD, Juillet 2018, Kaptchouang Tchatchouang et al., 2020). La derniére épidémie en date et
encore sous surveillance active concerne des glaces a la vanille dans la ville de Fredericksburg,
Ohio en Floride. On enregistre a ce jour 24 hospitalisations et 1 déces (Centers for Disease
Control and Prevention, 2022). En France, 1’épidémie la plus importante date de 1992, avec
279 cas et 28% de mortalité, due en partie & la consommation de langue de porc en gelée
(Rocourt et al., 1993).

Par ailleurs, la demande croissante de produits frais, préts a étre consommés et sans ajout
d'additifs, fait de Lm 1'un des risques microbiens majeurs associés a ces nouvelles pratiques
alimentaires. Ces derniéres années, plusieurs épidémies apparaissent aprés l'ingestion de
légumes ou de fruits crus, fraichement coupés, comme en Europe avec la consommation de
mais doux congelé (2015-2018 ; 53 cas, 10 déces) et aux Etats-Unis apres la consommation de
champignons enoki (2020, 36 cas, 4 déces) (McLauchlin et al., 2021 ; Lotoux et al., 2022 ;

https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/index.htlm).



5.1.2 Transmission, manifestations cliniques et traitements

La transmission de la listériose se fait principalement par voie digestive aprés l'ingestion
d'aliments contaminés. Des travaux suggérent d'autres cas de transmissions beaucoup plus rares
tels que des transmissions verticales entre la femme enceinte et le foetus in utero, aprés
accouchement par contamination vaginale ou des transmissions par contact responsables
d'infections cutanées ou de conjonctivites (Betriu et al., 2001 ; Lamont et al., 2011 ; Bajor et
al., 2016 ; Rees et al., 2017 ; Lamond et al., 2018 ; Pdgelow et al., 2018).

Chez les sujets immunocompétents, Lm peut entrainer une listériose non-invasive, caractérisée
par une gastro-entérite fébrile et des symptomes qui disparaissent au bout de quelques jours,
sans traitement (Figure 2) (Donovan et al., 2015).

La listériose invasive, beaucoup plus grave et plus rare, concerne principalement des sujets
présentant divers facteurs a risque comme un age avancé, une déficience immunitaire, une
tumeur maligne, une infection au VIH, une cirrhose, du diabéte, de I'alcoolisme ou un traitement
immunosuppresseur. Elle est classée en 3 formes : septicémie, neurolistériose et infection
materno-foetale ou néonatale (chez les femmes enceintes) (Charlier et al., 2017), en lien avec la
capacité de Lm a franchir la barriere intestinale, la barriére hémato-encéphalique et la barricre

feeto-placentaire (Lecuit et al., 2001).

Chez la femme enceinte, les risques de développer la listériose sont augmentés d’un facteur 18
et les cas d’infections materno-feetales représentaient 13% des cas de listériose en France entre
2009 et 2013, selon I’é¢tude MONALISA (Multicentric Observational National Analysis of
LiISteriosis and ListeriA) (Charlier et al.,, 2017). L’infection chez la mére se manifeste
principalement de maniére asymptomatique ou par des symptomes pseudo-grippaux légers.
Pourtant, la listériose peut €tre grave pour le foetus (mort intra-utérine, naissance prématurée ou
infection néonatale) dans 80% des cas de listériose materno-feetale (Figure 2). Le diagnostic
de la listériose materno-feetale repose sur la présence de bactéries dans les prélévements
génitaux, placentaires, le sang maternel ou du nouveau-né, apres culture sur gélose. Or, dans
50% des cas, I'némoculture a partir du sang maternel reste négative (Charlier et al., 2017).

De plus, la durée d’incubation moyenne de la listériose peut étre longue, jusqu’a 3 mois entre
l'ingestion de I'aliment contaming et la déclaration des premiers symptomes ce qui suggere une
phase asymptomatique chez I'hdte. La Partie A.6 de ce manuscrit est consacrée au portage
asymptomatique de Lm chez 'homme et les animaux. Les mécanismes associés a ce portage ne

sont toujours pas compris. Plusieurs hypothéses sont présentées dans notre revue, en particulier



la persistance intracellulaire du pathogéne dans les tissus qui peut adopter un état indétectable
par les tests de détection classiques notamment 1'état viable but not cultivable (VBNC) (§C.5)
(Lotoux et al., 2022). En conséquence de ces longues périodes d'incubation, il peut y avoir des
prises en charge tardives et des mauvais diagnostics pouvant conduire a des fausses-couches,
et des difficultés pour I’identification de I’origine de 1’aliment contaminé, pouvant générer
d'autres infections (Allerger & Wagner, 2010, Goulet et al., 2013).

Le traitement antibiotique le plus souvent préconisé lors de la listériose combine en général
I’ampicilline et la gentamicine pour les personnes immunodéprimées ou atteintes de méningite.
Le triméthoprime-sulfaméthoxazole est une alternative pour les patients intolérants a la
gentamicine ou a ’ampicilline. La durée recommandée du traitement est de 10 a 14 jours pour

une infection sanguine et de 14 a 21 jours pour une méningite (Donovan et al., 2015).
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Figure 2 : Schéma de l'infection par L. monocytogenes chez I'homme. Suite a I’ingestion d’aliment
contaminé, Lm peut traverser la barriére intestinale puis circuler dans I’organisme via la circulation
sanguine et cibler certains organes tels que le foie et la rate. Chez les individus les plus fragiles, elle peut
¢galement traverser la barriere hémato-encéphalique et la barrieére foeto-placentaire pour coloniser le
cerveau et le feetus, chez les femmes enceintes. Finalement, elle peut étre responsable de symptomes

légers chez les individus immunocompétents mais peut étre létale chez les individus immunodéprimés.



5.1.3 Incidence a I’échelle nationale et internationale

La listériose entraine le plus grand nombre d'hospitalisations et le plus haut taux de létalité
parmi toutes les zoonoses d'origine alimentaire en Europe (Europe Food Safety et al., 2021),
ainsi qu'aux Etats-Unis (Scallan et al., 2011). En France, la listériose est une maladie a
déclaration obligatoire depuis 1999. Le Centre National de Référence (CNR) de I’Institut
Pasteur centralise et caractérise toutes les souches isolées dans des cas cliniques et dans les
laboratoires de microbiologie, a 1’échelle du territoire. La déclaration obligatoire permet aux
médecins de la Direction Départementale des Affaires Sanitaires et Sociales (DDASS) de
recueillir des informations sur les patients touchés et sur les aliments ingérés, ce qui permet de
suivre I’évolution des contaminations. Ces informations ont d’ailleurs permis les travaux dans
le cadre du projet MONALISA, qui a établi un mode¢le de prédiction du pronostic vital des
patients a partir des caractéristiques cliniques de la listériose une fois déclarée (Charlier et al.,
2017).

En 2020, la listériose était la cinquiéme zoonose la plus fréquemment signalée (1876 cas),
touchant principalement les personnes agées de plus de 64 ans, avec une incidence croissante
(Rapport EFSA/ECDC 2020). En effet, si l'incidence a diminué a la fin du XXéme siccle,
notamment a la suite des campagnes de sensibilisation pour les femmes enceintes, elle
augmente depuis ces derniéres années et se stabilise désormais autour des 400 cas par an, en
France (Rapport d'activité du CNR Listeria de 2019). Cette augmentation s'explique notamment
par une hausse de la consommation des plats préts a consommer (Ready-To-Eat foo, RTE),
exposés a de multiples contacts avec Lm, par les surfaces, les préparateurs et les matiéres
premicres, et seulement réfrigérés a des températures de multiplication permissives pour Lm
(Tabit, 2017). En raison du manque de connaissance de la dose infectieuse exacte responsable
des cas de listériose, 'agence américaine Food Safety Inspection Service a établi une politique
de "tolérance 0" concernant la présence de Lm dans les aliments, en particulier les produits
RTE, depuis 1989 (0 bactérie dans les échantillons 5 x 25g). Cette politique est toujours
appliquée aujourd'hui (Archer, 2018).

5.1.4 Mécanisme d’infection de 'organisme
a. Pénétration par vore digestive et traversée de la barricre intestinale
Aprées ingestion d’un aliment contaminé, Lm peut franchir la barriére intestinale notamment
grace a sa capacité a induire son internalisation dans des cellules non-phagocytaires (InlA-

dépendant) (Figure 3). Il est important de constater que l'invasion par Lm dépend de la lignée



cellulaire étudiée mais également de I'état d'immortalisation cellulaire. En effet, Lm rentre
jusqu'a 100 fois plus dans des lignées intestinales comme Caco-2, comparées a des cellules
primaires dérivées d'un iléon porcin (Velge et al., 1994).

Dans les cellules non-phagocytaires, Lm interagit principalement avec le récepteur E-cadhérine
(E-cad) des cellules épithéliales, majoritairement peu accessible dans la lumiére intestinale car
impliqué dans des jonctions adhérentes situées sous les jonctions serrées. Lm ne perturbe pas
activement les jonctions serrées mais trouve la E-cad accessible dans certains sites d’irrégularité
de I’épithélium tels que les sites d'extrusion cellulaire a I’apex des villosités, aux jonctions entre
les cellules caliciformes (sécrétrices de mucus) et les entérocytes adjacents ou dans les replis
des villosités, ce qui lui permet d'entrer dans les cellules (Pentecost et al., 2006, 2010 ; Nikitas
et al., 2011). Dans les cellules caliciformes, la bactérie est ensuite retrouvée dans une vacuole
transférée au pole basal par un mécanisme de type transcytose puis relarguée dans la lamina
propria (Lecuit et al., 2001 ; Nikitas et al., 2011 ; Ribet et al., 2015 ; Kim et al., 2021) (§B.3.2.1,
Figure 3.B).

Lm est également capable d’induire un dysfonctionnement de la barriére intestinale pour
faciliter sa translocation via la voie LAP (Listeria Adhesion Protein). Aprés engagement de son
récepteur de surface Heat Shock Protein 60 (Hsp60), LAP active la signalisation canonique
nuclear factor kB (NF-kB), qui facilite I’ouverture de la barriere épithéliale en redistribuant les
protéines de jonction claudine-1, occludine et E-cad (Drolia et al., 2018). Enfin, Lm peut
traverser via un mécanisme non spécifique (InlA-indépendant) et une efficacité moindre, via
les cellules M au niveau des plaques de Peyer (PP) (Jensen et al., 1998 ; Chiba et al., 2011). Il
a été démontré que cette invasion déclenche la réponse de I'hote et conduit a une augmentation
de la prolifération des entérocytes et une diminution de la maturation des cellules caliciformes,

réduisant ainsi l'accessibilité a I'E-cad (Disson et al., 2018).
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Figure 3 : Schéma de la traversée de la barriére intestinale par L. monocytogenes (d’apreés
Radoshevich & Cossart, 2018 et Kim et al., 2021). A. Une fois dans la lumiére intestinale, Lm (violet)
lutte contre les systémes de défense de I’intestin tels que la sécrétion de mucus et de peptides
antimicrobiens, et contre les bactéries du microbiote intestinal. En parall¢le, Lm peut traverser les
villosités intestinales via la E-cad exposée a la surface des entérocytes dans la région des cellules
apoptotiques ou a la jonction avec les cellules caliciformes (rose et B). Elle peut également traverser
I’épithélium par translocation dans les cellules M (orange) des plaques de Peyer. B. Traversée par

transcytose de Lm (vert) dans les cellules caliciformes proposée dans un modéle ex vivo intestinal.

b. Dissémination dans ['organisme
Une fois dans la lamina propria, Lm dissémine dans 1’organisme via la circulation lymphatique
puis sanguine vers le foie et la rate (Figure 2) (Melton-Witt et al., 2012). La dissémination vers
le foie est possible par deux voies : directement a travers la veine porte hépatique depuis
I’intestin ou de facon indirecte depuis la rate ou les ganglions mésentériques (Melton-Witt et
al., 2012). La bactérie atteint la moelle osseuse, le foie et la rate, ou la majorité des bactéries
sont phagocytées par les macrophages. Dans le foie, Lm se réplique rapidement dans les
macrophages résidents et envahit les hépatocytes. La maladie a ce stade est souvent controlée
chez les sujets immunocompétents qui feront une infection a minima, souvent asymptomatique.
Cependant, si I'inoculum est important ou en cas de réponse immunitaire défaillante, I'infection
n'est plus contrdlée et la bactérie se retrouve dans le sang, ou elle peut disséminer vers d’autres
organes cibles tels que le cerveau ou le placenta, chez les individus immunodéprimés et les

femmes enceintes.



C. Infection du Systéme Nerveux Central (SNC)
Chez l'adulte, l'infection du systéme nerveux central se manifeste principalement par une
méningo-encéphalite (infection des méninges et du cerveau). Des travaux récents montrent que
la neuroinvasion est principalement médiée par I’Internaline B (InlB) (§B.2.1), qui protége les
monocytes infectés de la mort cellulaire, ce qui favorise le transfert des Lm des monocytes vers

le cerveau (Maudet et al., 2022).

d. Passage transplacentaire

Le placenta est un organe spécifique de la grossesse et transitoire, puisqu'il est expulsé lors de
l'accouchement. Il assure beaucoup de fonctions dont la sécrétion d'hormones nécessaires au
développement du feetus, 1'apport d'énergie par divers mécanismes, I'évacuation des déchets et
le maintien d'une balance immunitaire entre la protection et le non-rejet du feetus (Maltepe &
Fisher, 2015). Au cceur de ses fonctions, on retrouve les cellules trophoblastiques, des cellules
épithéliales dérivées de la couche externe du blastocyste (trophectoderme ou chorion) qui jouent
un rdle clé dans 'ancrage du blastocyste dans le tissu utérin maternel. Divers sous-types de
trophoblastes se spécialisent dans des fonctions distinctes : le syncytiotrophoblaste (SYN) est
un syncytium formé a partir des cytotrophoblastes sous-jacents (CTB), qui couvre une partie
des villosités choriales et baigne dans le sang maternel pour permettre les échanges de
nutriments. Les trophoblastes extra-villeux (TEV) sont situés a l'extrémité des villosités
placentaires permettant l'ancrage dans I'endométre. Enfin, les trophoblastes endovasculaires,
qui sont des TEV différenciés, alimentent le placenta en sang maternel via le tissu décidual
provenant de I'endométre et maximisent la surface d'échange (Figure 4) (Johnson et al., 2021).
Les mécanismes spécifiques de la transmission transplacentaire restent peu compris. Plusieurs
¢tudes exposent quelques arguments sur le role coopératif de InlA et InlB, et de la contribution
de LLO, ActA et InlP (Vasquez-Boland et al., 2017 ; Charlier et al, 2020).

Ainsi, Lm a la capacité de traverser diverses barrieres protectrices comme la barriere intestinale,
la barriere hémato-encéphalique et la barriere feeto-placentaire, ce qui en fait un pathogeéne

redoutable (Radoshevich and Cossart, 2018).
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Figure 4 : Passage de la barriére feeto-placentaire par Listeria monocytogenes (d’aprés Lamond &
Freitag, 2018). Lm (batonnet vert) peut envahir le placenta directement par les syncytiotrophoblastes
(SYN), (A) ou apres colonisation de la decidua ou au sein des leucocytes maternels vers les

cytotrophoblastes (CTB) extravilleux (B).

5.2 La Listériose animale
L'espéce monocytogenes est non seulement pathogéne pour 'homme mais aussi pour les
animaux (zoonose), tandis que L. ivanovii a également été identifiée comme pathogeéne, mais
majoritairement chez les ruminants (Liu, 2008). Lm a été retrouvée chez plus de 40 especes
d'animaux, domestiques et sauvages incluant certains oiseaux et poissons (Fenlon, 1985 ;
Karunasagar, 2000). La contamination semble principalement d'origine végétale, en lien avec
la saisonnalité des contaminations bovines, caprines et ovines, observée dans I'hémisphére nord,
qui coincide avec l'alimentation de type ensilage (décembre - mai) (Pauly et al., 2003 ; Queiroz
et al., 2018). On observe également une hausse de l'infection durant la période hivernale qui
correspond a la mise en stabulation des animaux (Nightingale et al., 2005). Les fourrages mal
conservés humides ou trop grossiers peuvent favoriser les contaminations animales (Driehuis,

2018).

11



Les formes cliniques de la listériose animale sont, comme chez I'homme, principalement
subcliniques avec des symptomes légers comme des perturbations respiratoires, des mammites,
des fiévres, des gastro-entérites et des ophtalmies (Dhama et al., 2015). Néanmoins, on peut
observer des formes séveres telles que des avortements spontanés, des entérites, des
septicémies, des encéphalites (méningoencéphalite ou "cercling disease") (Rawool et al., 2007 ;
Ryseur & Marth, 2007 ; Dhama et al., 2015). L'infection du systéme nerveux peut également
adopter des formes de paralysies ipsilatérales de la face, perte de reflexes et présence de
nystagmus (mouvement involontaire des yeux) (Nightingale et al., 2004 ; Dill & Rissi, 2014).

Les aliments issus des animaux contaminés sont des sources de contaminations potentielles
pour 'homme, en particulier le lait, les produits issus de lait cru ou la viande crue ou mal cuite
(Oliver et al., 2005 ; Ricchi et al., 2019). Il existe également une forme inhabituelle de listériose
cutanée, une éruption pyogranulomateuse observée chez les agriculteurs ou les vétérinaires,
contractée par exposition directe a des lochies infectées (écoulements utérins post-
accouchement), a du placenta ou des feetus avortés provenant de cas materno-feetaux chez les

ruminants (McLauchlin et al., 1994 ; Koopmans et al., 2022).

6. Portage asymptomatique chez 'homme et les animaux

Lm est un contaminant courant des denrées alimentaires et les individus semblent fréquemment
exposés (plusieurs fois par an dans les pays occidentaux) (Ricci et al., 2018). La listériose a
touché 1876 individus recensés en Europe en 2020 et représente la zoonose avec le taux de
mortalité le plus élevé en Europe (10%) (Shoder et al., 2022). Pourtant, l'incidence de la
listériose invasive est extrémement faible avec 0.28 et 0.6 cas pour 100 000 individus aux Etats-
Unis et en France, respectivement (Scallan et al., 2011 ; Pohl et al., 2019). S'il est connu que la
listériose se déclare principalement chez les individus immunodéprimés, ces données suggerent
l'existence d'un portage ou d'une colonisation intestinale silencieuse, sans déclaration de
symptomes chez une partie de la population (Bierne et al., 2018 ; Lotoux et al., 2022).

La plupart des études ont recherché Lm chez les individus malades, pourtant d'autres travaux
démontrent 1'existence d'un portage fécal asymptomatique chez 'homme et les animaux sains,
qui pourraient constituer un réservoir important du pathogéne et contribuer a sa dispersion dans
l'environnement par le biais des excrétions fécales (Schuchat et al., 1991 ; Grif et al., 2001 ;
Sauders et al., 2005 ; Zundel et al., 2006 ; Hafner et al., 2021). Chez les animaux, la prévalence
peut parfois atteindre 30 a 40%, particuliérement dans la matic¢re fécale de bovins sains (Weber

et al., 1995 ; Hurtado et al., 2017). Dées les années 1960, Gray et Killinger (1966) ont cité 37
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especes de mammiféres chez lesquelles ce pathogeéne a été isolé dans les féces (Gray &
Killinger, 1966). Lm est également présente chez de nombreuses espéces de mammiféres
sauvages (rats, licvres, hérissons, blaireaux, cerfs entre autres), aquatiques (dauphin) et
domestiques (chiens, chats, moutons, chévres, porcs, lapins entre autres) (Lotoux et al., 2022).
Une revue récente discute plus en détail du portage asymptomatique de Lm chez les animaux
domestiques et sauvages (Schoder et al., 2022).

Chez I'homme, les travaux récents de Hafner et coll., ont mentionné que Lm pouvait étre
détectée dans 10% d'échantillons de féces humains, parmi une cohorte indépendante de 900
donneurs asymptomatiques (Hafner et al., 2021). Cette détection est basée sur une méthode
Polymerase Chain Reaction (PCR), plus sensible que les méthodes de culture classiques
généralement utilisées, mais qui ne discrimine pas les cellules vivantes des mortes. De maniére
intéressante, Lm est la plus fréquemment retrouvée dans les échantillons fécaux, associée a une
signature spécifique du microbiote de I'hdte "infecté", suggérant un lien entre la pathogénicité
et le portage asymptomatique (Hafner et al.,, 2021). Des études antérieures utilisant des
méthodes de détection de Lm basées sur la culture ont mis en évidence entre 0,2% et 3,6% de
selles positives pour Lm chez des volontaires sains (Grif et al., 2001). Une étude récente a
¢galement mis en évidence la contribution d'InlB dans un mécanisme qui permet de prolonger
la durée de vie des cellules infectées par Lm, qui se traduit par une propagation accrue de Lm
dans les tissus de 1'hote, dont le cerveau (Maudet et al., 2022). Cette propriété contribue
¢galement a une excrétion plus importante de Lm dans la lumiére intestinale ainsi que dans les

feces favorisant ainsi son passage et sa présence dans I'environnement (Maudet et al., 2022).

Outre des portages fécaux, suggérant un passage transitoire le long du systéme digestif, Lm a
déja été retrouvée dans le lait de vaches et de chévres en bonne santé¢ (Bourry et al., 1997 ;
Conly & Johnston, 2008 ; Pang et al., 2018). Ces observations suggerent qu'il existe non
seulement un portage asymptomatique fécal mais également d'autres types de niches que le
tractus intestinal comme ici les glandes mammaires chez les bovins (Pang et al., 2018). La phase
asymptomatique de la listériose invasive (i.e. la période d'incubation), en particulier lorsqu'elle
est associée a une grossesse, peut aussi durer jusqu'a 3 mois selon les travaux de Goulet et al.,
(2013) et Angelo et al., (2016). Durant cette phase, dans la majorité¢ des cas de listériose
materno-feetale, les femmes ne présentent peu ou pas de symptomes (Charlier et al., 2020) et
I'hémoculture reste négative dans environ la moiti¢ des cas testés (Charlier et al., 2017). On

peut donc s'interroger sur la pertinence et la sensibilité des méthodes de détection des bactéries
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impliquées dans cette phase asymptomatique, et sur 1'existence d'une niche "cachée" dans I'hote
durant la période d'incubation. Ce probléme de dépistage est particulierement critique puisque
la détection se fait généralement lors du troisiéme trimestre (Charlier et al., 2020), lorsqu'il est
déja trop tard et que l'infection peut conduire a un avortement. La détection de Lm chez la
femme enceinte plus tot lors de la grossesse pourrait prévenir certaines fausses-couches.

Cependant, les mécanismes associés a cette phase asymptomatique restent mal compris.
Certains auteurs montrent que les souches de Lm qui portent les formes tronquées de I'InlA
peuvent étre plus fréquemment associées au portage asymptomatique (Maury et al., 2016 ;
Schoder et al., 2022). Nos travaux proposent plusieurs hypothéses sur les formes de persistance
de Lm lors de la phase asymptomatique, notamment 1'existence de bactéries dans un état dit
viable but not culturable (VBNC) et d'une niche de persistance chez I'hote (LisCV) (§B.3.2).
Ces hypothéeses sont présentées dans notre revue "The Viable But Non-Culturable State of

Listeria monocytogenes in the One-Health continuum" présentée en Annexe I.
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‘B. Listeria monocytogenes : un pathogene intracellulaire facultatif

1. Processus d’infection itracellulaire de Listeria monocytogenes

Lm est une bactérie intracellulaire facultative qui dispose d’un arsenal de facteurs de virulence
lui permettant d'infecter son hote. Les nombreux travaux sur I’invasion et la réplication de Lm
dans différents types cellulaires ont révélé 1’extraordinaire adaptation de ce pathogéne pour
déjouer les mécanismes de défense de 1’hdte, assurer sa survie intracellulaire et se multiplier en
se propageant dans les tissus de 1'hote (Hamon, Bierne & Cossart, 2006). Lm peut survivre dans
les cellules phagocytaires comme les macrophages et les cellules dendritiques, et également
envahir et se multiplier dans les cellules non-phagocytaires comme les cellules épithéliales,
endothéliales, les hépatocytes et les fibroblastes (Pizarro-Cerda & Cossart, 2018 ; Descoeudres
et al., 2021). Suite a une étape initiale d'adhésion a la surface de la cellule hote puis
d'internalisation, Lm peut s’échapper de sa vacuole primaire d’entrée via la sécrétion d’une
toxine créant des pores dans la membrane (Figure 5). Une fois dans le cytosol, elle peut se
multiplier et utiliser le cytosquelette d’actine de I’hdte afin de se mouvoir dans la cellule, puis
de disséminer de cellule a cellule en générant des protrusions membranaires. Dans la cellule
adjacente, elle se retrouve dans une vacuole secondaire a double membrane dont elle s'échappe
de nouveau puis initie un nouveau cycle d’infection (Portnoy et al., 2002 ; Lebreton, Bierne &

Cossart, 2012).
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Figure S : Représentation schématique du cycle intracellulaire de L. monocytogenes et images de
microscopie électronique représentant chaque étape du cycle (d’apreés Cossart, 2011). Lm induit
son internalisation dans les cellules épithéliales par un processus dépendant des Internalines A et B
(InlA, InIB). Les bactéries sont internalisées dans une vacuole, d’ou elles peuvent s’échapper en
sécrétant deux phospholipases (PI-PLC) et une toxine formant des pores dans la membrane, la
Listériolysine O (LLO). Lm est libérée dans le cytoplasme ou elle se multiplie et polymérise 1’actine
grice a sa protéine de surface ActA. La polymérisation d'actine qui a lieu a un pdle de la bactérie va
propulser celle-ci dans le cytosol. Lorsque Lm atteint la membrane cellulaire, elle forme une protrusion
membranaire lui permettant d'atteindre la cellule voisine. Le cycle se répéte dans les cellules voisines
apres la sortie de la vacuole a double membrane. La polymérisation d'actine est aisément observée grace

a la présence de queues d'actine caractéristiques.

2. Déterminants bactériens impliqués dans la vie intracellulaire de Listeria
monocytogenes

Le processus d’infection de Lm et les facteurs bactériens impliqués sont bien caractérisés, du
fait de I’essor des techniques de biologie moléculaire, des progrés en matiére de séquencage et
de T’utilisation de modeles d’études innovants (modéle murin humanisé, par exemple).
L’ensemble de ces progrés techniques a permis I’identification de plus de 50 facteurs de
virulence. Cependant, certains restent encore a ¢lucider (Glaser et al., 2001 ; Toledo-Arana et
al., 2009 ; Jason David et al., 2018 ; Gouin et al., 2019 ; Meza-Torres et al., 2021). Une synthese
de ces différents facteurs est disponible sur le site VFDB (Virulence factors database,

http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cgi?Genus=Listeria), le site BIGSdb-Pasteur

(https://bigsdb.pasteur.fr/) (Moura et al., 2016) et dans des revues récentes (Camejo et al., 2011
; Radoshevich & Cossart, 2018). Dans la suite du manuscrit, je me consacrerais aux principaux
genes de virulence situés sur deux régions distinctes du chromosome bactérien : 1’ilot de

pathogénicité « Listeria Pathogenicity-1 (LIPI-1) » (Figure 6) et le locus inlAB (Portnoy et al.,
1992). PAA
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Figure 6 : Organisation de I’ilot de pathogénicité (LIPI-1) de L. monocytogenes régulé par

I'activateur transcriptionnel PrfA (d'aprés Scortti et al., 2007). Les boites PrfA sont indiquées par

les carrés noirs et les promoteurs connus par « P ».
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2.1 Les protéines d’mvasion du locus m/AB
Lm est capable d’induire son internalisation dans les cellules non-phagocytaires par un
mécanisme dit « zipper », ¢’est-a-dire par I’interaction entre un ligand bactérien et un récepteur
eucaryote, qui conduit a une réorganisation du cytosquelette et a la formation d’une vacuole
d’internalisation. L’entrée de Lm dépend de deux protéines de surface : InlA et InIB, dont
I’opéron a été découvert apres criblage d’une banque de mutants pour leur capacité a entrer
dans le modele de cellules épithéliales Caco-2 (cellules de carcinome colique humain) (Gaillard
et al.,, 1991). InlA et InIB sont les paradigmes d’une famille de protéines structurellement
apparentées : les internalines. Elles sont caractérisées par la présence d’un peptide-signal dans
le domaine N-terminal contenant des motifs répétés riches en leucine (LRR). InlA et InlB
possédent également une région conservée semblable a celle d’'une immunoglobuline (région
inter-répétitions (IR)) (Bierne & Cossart, 2007). Parmi les 27 internalines existantes chez la
souche Lm EGD-e de référence, seules InlA et InIB ont ét¢ démontrées comme étant impliquées

dans le processus d’internalisation (Figure 7).

internalin

C s — 0
EEEE N B

[l cap I LRR domain [l IR domain
BLexTc [ GW repeat domain

Paroi cellulaire

C InlA/E-cadherin InIB/Met

Membrane /¢’

InlA InIB

Figure 7 : Les protéines de surface InlA et InlB chez L. monocytogenes (adapté de Bierne &
Cossart, 2007 ; Ireton et al., 2021) A. Ancrage par liaison covalente au peptidoglycane apres clivage
par la sortase A (SrtA) du motif LPXTG de InlA, et par liaison non covalente entre le motif GW de InlB
et les acides lipotéichoiques de la paroi cellulaire. B. Domaines protéiques de InlA et InlB. C. Structure
tridimensionnelle des protéines en interaction avec les récepteurs de 1’hote (E-cadhérine et Met,
respectivement). Les domaines des protéines internalines sont colorés comme dans le schéma B et les

récepteurs en gris.
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InlA est codée par le geéne in/4. C’est une protéine de surface de 80 kDa (800 aa), contenant 15
répétitions riches en leucine (LRR) de 22 acides aminés (aa) et un motif LPXTG (Leucine-
Proline-X-Thréonine-Glycine) a l'extrémité C-terminale, une signature d'ancrage au
peptidoglycane bactérien de manic¢re covalente par la sortase A (Bierne et al., 2007). Le
récepteur eucaryote de InlA est la E-cadhérine (E-cad), une glycoprotéine d’adhésion
intercellulaire permettant notamment [’étanchéité et 1’intégrité de différentes barricres
¢pithéliales telles que la barriére intestinale et la barriére feeto-placentaire (Mengaud et al.,
1996). L’interaction InlA-E-cad se fait principalement par les domaines LRR et IR d’InlA
(Pizarro-Cerda et al., 2012) et est spécifique de 1’espece (Lecuit et al., 1999). Une simple proline
en position 16 de la E-cad humaine est nécessaire pour I’interaction. Cette interaction est perdue
chez la souris et le rat, qui présentent un acide glutamique a la méme position. Cette observation
a contribué¢ au développement de nouveaux modeles pour 1’étude du role d’InlA in vivo, avec
des souris « humanisées » exprimant la E-cad humaine (Lecuit et al., 2001 ; Disson et al., 2008)
et des Lm « murinisées » qui expriment une InlA capable d’interagir avec la E-cad murine
(Wollert et al., 2007 ; Bergmann et al., 2013). A la suite de I’interaction entre InlA et E-cad, un
complexe comprenant l'actine et les caténines a, B et p120 est recruté. Il se produit ensuite
I’activation de plusieurs voies de signalisation qui conduisent a la réorganisation du
cytosquelette et a la mise en place de la machinerie d’endocytose médiée par la clathrine

permettant 1’internalisation de Lm (Pizarro-Cerda et al., 2012).

InIB est le second acteur majeur identifi¢ qui contribue a I’invasion de Lm dans les cellules
eucaryotes (Dramsi et al., 1995). Cette protéine de surface de 630 aa est codée par le gene inlB,
Elle contient 8 répétitions LRR suivies d'une région inter-repeat (IR) et de 3 répétitions de 80
aa contenant des motifs Glycine-Tryptophane (domaine GW). Ce motif GW permet la liaison
non-covalente entre InIB et les acides lipotéichoiques au niveau de la paroi bactérienne (Braun
et al., 1997 ; Jonquiéres et al., 1999).

Le récepteur de InIB est c-Met (ou Met), le récepteur ubiquitaire du facteur de croissance des
hépatocytes (HGF) (Shen et al., 2000). Met est un récepteur a activité tyrosine kinase qui
contrdle la migration et la croissance cellulaire lors de 1’embryogénese (Pizarro-Cerda et al.,
2012), dont la suractivation est impliquée dans la formation de métastases de cellules
cancéreuses, ce qui en fait une cible thérapeutique privilégiée (Benvenuti & Comoglio, 2007).
L’interaction se fait entre le domaine LRR en position N-terminale d’InlB et la partie

extracellulaire de Met (les deux sous unités a), ce qui mime l’activation de la voie de
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signalisation HGF-Met (ligand naturel) (Braun et al., 1999). L’interaction dépend de I’espéce
comme pour InlA. En effet, InlB interagit avec le Met humain et murin mais ne reconnait pas
le Met des cellules de cochons d’Inde et de lapin (Khelef et al., 2005 ; Kammoun et al., 2022).
La sous-unité 3 de InlB induit la dimérisation et I’autophosphorylation de Met (Shen et al.,
2000), le recrutement de l'ubiquitine protéine ligase E3 (Cbl) et 1’ubiquitinylation de Met
(Veiga & Cossart, 2005). Semblable au mécanisme induit par InlA, la machinerie d’endocytose
par la clathrine est activée et le cytosquelette d’actine est remodelé pour permettre
I’internalisation, via un recrutement d’actine dépendant de la voie de signalisation PI3-kinase
(Pizarro-Cerda & Cossart, 2018). Une étude récente a également mis en évidence I’implication
de InlB dans la neuroinvasion par un mécanisme médi¢ par Fas, qui protége les monocytes de
la mort cellulaire et permet donc une durée de vie accrue de la cellule infectée et facilite la

dissémination de Lm dans le systéme nerveux de I’hote (Maudet et al., 2022).

Un rdle coopératif de InlA et InlB a été mis en évidence lors d'infections materno-feetales. Des
coupes histologiques de placentas issus de patientes atteintes de listériose révelent la présence
de bactéries dans le cytoplasme des SYN et dans les villosités suggérant un passage par le SYN
(Lecuit et al., 2004). De plus, il est connu que les récepteurs cellulaires E-cad et Met sont
exprimées a la surface du SYN et des CTB, suggérant l'implication de InlA et InIB dans
l'invasion. InlA est impliquée dans 1'invasion du mod¢le trophoblastique humain BeWo (SYN-
différenciées), Jar, de cultures primaires trophoblastiques ainsi que des explants placentaires du
troisiéme trimestre (Lecuit et al., 2004 ; Bakardjiev et al., 2004 ; Gessain et al., 2015). Dans les
modeles de gerbilles et de souris permissives pour l'infection, les mutants de délétion AinlA,
AinlB et AinlAB sont tous moins invasifs que la souche sauvage (Disson et al., 2008). De plus,
il a ét¢ montré que la voie PI3-kinase est inactive a I'état basal dans les trophoblastes, donc
l'interaction entre Met et InIB est nécessaire a son activation et donc a l'internalisation InlA-
dépendante de Lm dans les trophoblastes (Gessain et al., 2015 ; Charlier et al., 2020). InlA et

InIB sont donc toutes les deux requises pour la traversée de la barriere placentaire.

2.2 Internalines supplémentaires
D’autres membres de la famille des internalines sont impliqués dans 1’adhésion et dans la
virulence de Lm. La protéine de surface InlF participe a la colonisation du cerveau, chez la
souris, en utilisant les filaments de vimentine des cellules endothéliales de 1’hote (Ghosh et al.,

2018). InlC joue un role dans la propagation intercellulaire de Lm en stimulant la formation de
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protubérances membranaires, grace a I’interaction avec le domaine Src homology 3 (SH3) de
la protéine humaine Tuba, impliquée dans le maintien des jonctions serrées (Rajabian et al.,
2009 ; Polle et al., 2014). Elle joue également un rdle dans I’immunité innée en amortissant la
réponse immunitaire de I’hote en s’associant a I’IKK-o humain, qui régule 1’activation de la
voie NF-kB (Gouin et al., 2010 ; Radoshevich & Cossart, 2018). InIP a été identifi¢é comme un
facteur qui contribue a I’infection foeto-placentaire via son interaction avec 1’afadine, une
protéine humaine exprimée a la surface du cytotrophoblaste du placenta, qui se lie aux
molécules de nectine membranaires au niveau des jonctions adhérentes et serrées (Faralla et al.,
2016 ; Faralla et al., 2019). De plus, des récents travaux de mon équipe montrent qu'une
expression ectopique d'InlP dans les cellules humaines, modifie la morphologie de granules
nucléaires induits par RBMS5 (une protéine qui se lie a 'ARN, RNA-binding motif 5), qui
apparait en interaction avec InlP. Ces résultats montrent qu'InlP agit comme une
nucléomoduline qui contrdle la compartimentation et la fonction de RBMS5 dans le noyau
(Pourpre et al., 2022). Enfin, InlJ serait spécifiquement exprimée lors de 1’adhésion in vivo de
Lm (Sabet et al., 2008) et InlH en conditions de stress intracellulaire, avec un possible role dans

la modulation de la réponse inflammatoire de I’hdte (Personnic et al., 2010).

2.2.1 Protémes impliquées dans I'mvasion
a. Vip (Virulence-Protein)
Vip est une protéine de surface ancrée a la paroi bactérienne impliquée dans l'invasion de
diverses lignées cellulaires dont les cellules épithéliales Caco-2 et GPC16, grace a l'interaction
avec le récepteur Gp96 présent a la surface de ces deux lignées cellulaires (Cabanes et al., 2005 ;

Seveau et al., 2007).

b. Ami et Auto
Ami est une autolysine de 917 aa dont le domaine amino-terminal ressemble au domaine
amidase de l'autolysine Atl de Staphylococcus aureus, tandis que son domaine C-terminal
constitué de huit domaines GW permet une association forte non-covalente a la paroi
bactérienne. Ami digere les parois cellulaires de Lm et sert de médiateur pour l'adhésion des
souches dépourvues de InlA et InIB (Milohanic et al., 2001). Auto est une seconde autolysine,
associée a la surface par des motifs GW, qui promeut l'attachement des Lm a la surface des
cellules hotes et dont l'inactivation diminue 1'invasion dans les cellules hotes (Jonquicres et al.,

1999 ; Cabanes et al., 2004 ; Seveau et al., 2007).
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c. Déterminants bactériens complémentaires
Les modificateurs d'acide lipoteichoique GtcA et DItA, la lipoprotéine LpeA, la prolipoprotéine
transférase Lgt et le modificateur de lysylphosphatidylglycérol MprF jouent un réle dans
l'adhésion ou l'invasion des cellules hotes, probablement en modulant la charge de la surface
bactérienne et/ou en modifiant I'organisation des protéines de surface de Lm (Pizarro-Cerda &

Cossart, 2018).

2.3  Les facteurs de virulence du locus LIPI-1

2.3.1 Listériolysine O (LLO)

A Cholesterol B (’ ’
inad binding motil r"\‘ \ a3
8 €247 I 1515516 ‘,\ ’Q:‘M'
- N\
a N [ ) A7
ECTGLAWEWWR 115
(undecapeptide) "

a9

'8

-~ :
35nm holestaro
IESHTTTITVE 10 ™ T Undecapeptide  Cholesterol

binding motif

Figure 8 : Structure de la toxine Listériolysine O (LLO) et représentations schématiques de la
formation des pores dans la membrane (adapté de Hamon et al., 2011). A. Schéma des différents
domaines de la LLO. B. Modg¢le structural d’un monomere de LLO. C. D. Mécanisme de formations des
pores avec la liaison des monomeéres au cholestérol de la membrane (C), la diffusion latérale puis le
changement de conformation des monomeéres conduisant a I’insertion des protéines en "¢pingle a
cheveux" (Transmembrane Hairpin ; TMH) dans la membrane et donc la formation des pores

transmembranaires. Le code couleur des acides amings est le méme pour B, C et D.

LLO est le premier facteur de virulence identifi¢ chez Lm (Gaillard et al., 1986). Cette toxine
est codée par le géne Aly, en position centrale du locus LIPI-1 (Figure 6). C’est une cytolysine
cholestérol-dépendante (CDC), responsable de la formation de pores dans les membranes des
cellules de 1'hdte en se liant au cholestérol de celles-ci (Figure 8). LLO permet le passage de
Lm dans le cytosol suite a la lyse de la vacuole primaire d’internalisation et des vacuoles

secondaires formées lors de la dissémination intercellulaire (Hamon et al., 2012). Son réle lors
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de I’infection est déterminant puisque son absence conduit a un blocage de Lm dans la vacuole
primaire d’internalisation (Gaillard et al., 1996) et a une avirulence totale de Lm chez la souris
(Vasquez-Boland et al., 2001). Elle se distingue des autres cytolysines de la méme famille par
la présence d’une triade acide dans le domaine transmembranaire (3 acides aminées chargés
négativement Asp208, Glu247 et Asp320), qui lui confére une activité¢ dépendante du pH. La
LLO est active a pH < 5.5 dans les vacuoles d'internalisation et peu active a pH neutre lorsque
la bactérie se retrouve dans le cytosol (Schuerch et al., 2005). La formation des pores favorise
également la fuite d’ions Ca*" qui empéchent la maturation du phagosome en perturbant
I’acidification de la vacuole, et la fusion avec les compartiments lysosomaux (Figure 8)
(Shaughnessy et al., 2006).

Dans le phagosome, I’activité de la LLO est également potentialisée par I’enzyme GILT qui
maintient le résidu cystéine unique de LLO a 1’état réduit actif (lysosomal thiol réductase
inductible par I’interféron y) et CFTR qui favorise I’entrée de chlorure dans le phagosome
(régulateur de la conductance transmembranaire de la fibrose cystique) (Singh et al., 2008 ;
Radtke et al., 2011).

Dans le cas d'une listériose materno-feetale, dans un modele de souris non-permissif, le mutant
Ahly est incapable d'envahir le placenta, suggérant un role de la LLO dans la traversée de la
barri¢re placentaire (Bakardjiev et al., 2005 ; Le Monnier et al., 2007). Cependant, une fois
sécrétée, elle peut causer entre autres, 1’apoptose, la fragmentation mitochondriale, du stress au
niveau du reticulum endoplasmique, 1’activation de I’inflammasome et des modifications au
niveau des histones. (Seveau et al., 2014 ; Osborne & Brumell, 2017 ; Radoshevich & Cossart,
2018). Dans le cytoplasme, son activité est contrdlée par le pH neutre de la cellule hote mais
¢galement par des mécanismes d’ubiquitinylation et de dégradation par le protéasome (Schnupf
et al., 2007), ce qui préserve les organites des dommages par la LLO et ’intégrité de la niche
intracellulaire de Lm. De plus, son activité peut €tre inhibée par la cathépsine D et la
métalloprotéase MMPS8 (Osborne et Brumell, 2017).

Finalement, LLO s'illustre non seulement par son activité de cytolysine mais également par de
nombreuses autres activités au cours de l'infection. Plusieurs auteurs la qualifient d'ailleurs de
"couteau suisse", un outil polyvalent qui permet a Lm d'induire de nombreuses altérations
membranaires et réponses cellulaires qui favorisent sa dissémination intracellulaire. Les
différents mécanismes associés a la LLO sont détaillés dans plusieurs revues (Hamon et al.,

2012 ; Osborne & Brumell, 2017 ; Radoshevich & Cossart, 2018).
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2.3.2 Actin-assembly-inducing protein (ActA)
a.  Description

La formation des « étoiles filantes » (Figure 9.A et B), appelées « cométes d’actine » par Lm
est la conséquence de la polymérisation de 1’actine par la protéine de surface ActA. Elle confére
a la bactérie sa motilité cytosolique intra- et inter-cellulaire (Tilney & Portnoy, 1989). C’est
une protéine de 640 aa composée de 4 domaines (Figure 9.C) :
(a) un peptide signal de 21 aa
(b) un domaine N-terminal NH2 ou région N (21-231) essentiel pour la polymérisation de
’actine, en particulier les régions 126-158 et un segment acide dans le domaine 21-97 qui
participent au recrutement du complexe Actin-related proteins-2/3 (Arp2/3)
(c) la région centrale P (232-393) qui contient des répétitions riches en proline qui se lient aux
protéines de la famille Enabled/vasolator-stimulated phosphoprotein (Ena/VASP) et Mena, qui
aprés liaison aux filaments d’actine, participent a 1’¢longation des queues de comete
(d) un domaine C-terminal (394-525) qui contient des résidus hydrophobes, et qui est
responsable de 1’ancrage transmembranaire d’ActA a la surface bactérienne (Travier et al.,
2013 ; Pillich et al., 2016).
Son réle lors de l’infection est essentiel puisqu’un mutant de délétion pour le géne actd
empéche la dissémination de Lm de cellule a cellule. Lm-AactA garde cependant la capacité a
sortir du phagosome et a se multiplier dans le cytosol une fois entrée (Domann et al., 1992).
ActA mime I’action des nucléateurs de I’actine (ou « nucleation promoting factors » NPF) de
la famille Wiskott-Aldrich syndrom protein (WASP) (Gouin et al., 2005), responsables du
recrutement d’Arp2/3, qui une fois actif se lie a un filament d’actine et catalyse la formation
d’un nouveau filament, et permet a la bactérie de se mouvoir (Goley & Welch, 2006).
Des études récentes ont mis en évidence d’autres fonctions pour ActA. Dans un contexte
infectieux, ActA semble étre également impliquée dans la sortie du phagosome, 1’évasion de
I’autophagie (§B.2.3.3) et I’activation de NF-kB (Pillich et al., 2016). Dans un contexte non
infectieux, ActA joue un role dans I’agrégation des Lm, la formation de biofilm et la persistance
dans I’intestin (Travier et al., 2013 ; Pillich et al., 2016). Plus récemment, ActA a été identifi¢e
comme responsable du mauvais alignement des chromosomes lors de la mitose des cellules

infectées, en coopération avec un autre facteur de virulence, InlC (Costa et al., 2020).
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Figure 9 : Polymérisation de I’actine par la protéine de surface ActA (adapté de Kocks et al., 1992 ;
Travier et al., 2013). A. Image de microscopie confocale qui représente des Lm (rouge) intracellulaires
formant des cometes d’actine (bleu et vert). Image acquise par le Dr. Matteo Bonazzi (CNRS). B. Image
en microscopie électronique de Lm polymérisant I’actine de la cellule hote et formant une comeéte
d’actine. C. Schéma des différents domaines d’ActA et leurs roles connus dans la polymérisation de
’actine.
b. Localisation d'’ActA a la surface bactérienne

Pendant la dissémination intracellulaire de Lm, ActA est concentrée a un pdle de la bactérie,
créant les fameuses « cometes d’actine » (Pilich et al., 2016) (Figure 9.B). Cette distribution
asymétrique de ActA, induisant la nucléation et la polymérisation d'actine d'un coté de la
bactérie, est essentielle pour la motilité intracellulaire (Dabiri et al., 1990). Pendant la
multiplication de la bactérie, ActA est localisée a un pdle de la bactérie et est absente du site de
septation (Kocks et al., 1993). Ainsi, ActA se déplace vers le "vieux pdle". Les travaux de
Rafelski et Theriot résument les étapes de localisation de ActA au cours de la division de Lm
en 4 étapes (Figure 10) : (I) la détection de la protéine ActA-RFP principalement le long des
cotés des bactéries aprés 20 minutes de croissance, (II) 'accumulation irréguliére d'ActA sur
les cotés, (IIT) la couverture par ActA de la quasi-totalité de la surface bactérienne et enfin (IV),
la croissance du peptidoglycane lors de la poursuite de la division cellulaire bactérienne qui
repousse ActA vers le "vieux pdle". La polarisation de ActA dépend donc du mouvement et de
la croissance du peptidoglycane (Rafelski & Theriot, 2006 ; Pillich et al., 2016). Les
mécanismes associés a la migration d'ActA vers un pdle de la bactérie ne sont toujours pas
caractérisés. Néanmoins, l'ensemble de ces données suggére un lien entre la division
bactérienne et la migration d'ActA au vieux pdle. Il est tentant de spéculer que la motilité

bactérienne repose sur 1'état réplicatif/la division de la bactérie.
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Figure 10 : Les 4 étapes de polarisation de ActA a la surface de Lm au cours de la division
bactérienne (adapté de Rafelski & Theriot, 2006). Durant 1'étape I, ActA-RFP est visible 20-30 min
apres l'induction, le long des cotés de la bactérie. 30 min - 1 h plus tard, les bactéries présentent ActA-
RFP a des régions distinctes de sa surface a savoir le long des c6tés mais ni aux pdles ni dans la zone de
septation. Durant 1'étape 111, le signal ActA-RFP continue de s'intensifier en couvrant une plus grande
surface souvent selon une distribution hélicoidale comme l'indique les fleches blanches. Durant 1'étape
IV, la distribution du signal ActA-RFP est entiérement polarisée, avec une accumulation de la protéine
aux niveaux des cotés de la bactérie selon une distribution continue a la surface de Lm. La protéine est
bien visible aux pdles mais reste absente de la zone de septation (fléche). La barre est de 2 um. Les 3
panneaux montrent les images acquises avec le canal ActA-RFP, en contraste de phase, et la

superposition des deux canaux.

c. Modifications post-traductionnelles de ActA

Durant l'infection, ActA est phosphorylée au niveau de résidus Serine en position 155 et 157
(S155 et S157). La phosphorylation de S155 se produit par l'intermédiaire de la sérine/thréonine
caséine kinase 2 (CK2) de la cellule hote et est essentielle pour la motilité intracellulaire (Chong
etal.,2009 ; Pllich et al., 2016). Pendant la croissance extracellulaire de Lm, ActA est également
phosphorylée mais sur 5 résidus différents, situés dans sa région C-terminale (S356, S365,
S470, S482, S546). Les mécanismes de ces phosphorylations sont majoritairement inconnus,
exceptée pour la S470 qui est médi¢e par la protéine kinase Lmo1820 (Misra et al., 2014 ;
Pillich et al., 2016).

2.3.3 Stratégies d'évitement de l'autophagie médiées par ActA et LLO
L'autophagie est un mécanisme de dégradation cellulaire, qui participe a la protection du cytosol