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Introduction

N. meningitidis (Nm) est un commensal obligatoire du nasopharynx humain retrouvé chez 10% de la population genérale. Dans de rares cas le méningocoque peut traverser

I’¢épithélium respiratoire, echapper au systeme immunitaire de I’hote (notamment grace a sa capsule) et provoquer une infection invasive a meningocoque (I1M) qui se manifeste
sous deux formes cliniques principales, la méningite et la meningococcemie (infection disseminée pouvant aller jusqu’au purpuras fulminans). Les mécanismes moléculaires de la
virulence de N. meningitidis ne sont pas tous connus. La recente épidemie normande (2003 a 2010) a donné I’opportunité de comparer des souches hyperinvasives isoléees : les unes

d’infections tres severes (souches invasives), les autres d’un portage sain au niveau du pharynx (souches de portage). Par les techniques usuelles de typage toutes ces souches

etaient impossibles a distinguer (souches de groupe B, serotype 14, sero-sous-type 1.7,16 et séquence-type 32 : B:14:P1.7,16/ST32).

Objectifs

Réaliser une analyse genomigue comparative de souches B:14:P1.7,16/ST 32, de portage et invasives, collectées en Seine-Maritime, afin d’identifier d’éventuels determinants

genetiques specifigues des souches invasives et etudier I’impact de ces variations génétigues sur le plan physiopathologique grace aux modeles ex vivo et in vivo.

Methodes

Par séquencage Illumina® et grace au site d’analyse PUbDMLST nous avons réalisé I’analyse génomique de six souches appartenant au clone B:14:P1.7,16 ST32 (quatre isolées en
situation de portage sain et deux isolées d’infections invasives). Apres comparaison génomique, les genes d’intéréts presentant un fort polymorphisme ont éeté etudiés sur le plan

phénotypique et le pouvoir pathogene de ces differentes souches a ensuite été détermine dans un modele in vivo de souris transgéniques exprimant le gene de la transferrine humaine.

Résultats

L’analyse comparative a permis d’identifier d’importantes variations génomiques portant sur 651 genes polymorphes avec des profils alléligues clairement différents entre souches

Invasives et de portage. Parmi ces genes on retrouve un grand nombre de facteur associes a la virulence et notamment différents génes impliqués dans 1I’acquisition du fer,

« Tableau 1 : Six souches séquenceées par NGS

1. Seguencage et comparaison génomique :

Souche Identification phénotypique | Sequence Type | Origine géographique Statut clinique
1126¢ngB NG:14:P1.7,16 ST 32 Dieppe Portage non capsulée
2963cngB NG:14:P1.7,16 ST 32 Dieppe Portage non capsulée

3141cB B:14:P1.7,16 ST 32 Dieppe

3644cB B:14:P1.7,16 ST 32 Dieppe

1483iB B:14:P1.7,16 ST 32 Forges les Eaux Infection invasive

2018iB B:14:P1.7,16 ST 32 Seine-Maritime Infection invasive

 Tableau 2 : Assemblage de novo

NG : Non Groupable (absence de capsule)

2. Comparaison allelique et caracterisation phénotypigue :

* Analyse ciblée des genes impliqués dans 1’acquisition du Fer

— comparaison alléligue

— clustering similaire a celui observe pour la comparaison génomique
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3. Modele in vivo :

 Impacte de la variation de phase du gene hmbR sur la virulence
—> selection d’un révertant (01> a partir d’une souche de o a0

hmbR </

——

—> verification de la phase par séquencage Sanger

—> couple de souche isogéniques “Cn/”

« Etude physiopathologique

—> souris transgéeniques exprimant la transferrine humaine

Genome name Nbre of Contigs  n:N350 Min size Average size N30 Max size Genome size (MDb) |
N. meningitidis MC58 1 1 2272360 2272360 2272360 2272360 2,272 Portage non capsulée
e * souches de référence Dénombrements bactériens
N. meningitidis 1126cngB 288 55 503 205 12196 40124 2.075 . Souche de Orta e “On” D
peenen e e won L profil alléliue identique pour les génes portage “On’” | orn
N. meningitidis 2963cngB 271 48 508 7655 13975 38934 2,075 . . . . - Ité a prov r une infection |
. meningids 314168 167 52 s05 12642 22225 81844 2111 - transferrine (Thp) et lactoferrine binding protein (Lbp) SEIEIEIIE ! HEOVUsT LIS INMERi e B
N. meningitidis 3644cB 271 56 502 616 1184 33340 2.064 importante jusqu’é 6h S e
* Profil allélique different pour le gene hmbR - niveau proche des souches invasives | .
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N. meningitidis 2963cngB 642 . - souches de portage OFF Invasive 12 - - - - o [
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— N, meningitidis 1483iB 2114 | g
N. meningitidis 3644cB 2092 ]_ . )  Caracterisation phénotypique — niveau similaire a celui observe pour E‘ |
1 N. meningitidis 3141cB ao00 oo PRREES N , | _ _ 2
- milieu carencé en Fer (Desferal) Invasive Portage les souches invasives B o
[~ I\, meningifdis M3 39 U OFF Portage capsu;ée Off Portage capsulée On
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de portage dans le modele animal 3
Invasive Portage Mhb
Hb Humaine +++ -
Hb Murine Ll - Portage capsulée Off Portage capsulee On
Conclusions

I’importance du systeme hmbR dans la virulence du méningocoque.

L’analyse NGS de 6 souches appartenant au clone B:14:P1.7,16 ST32 (2 invasives et 4 de portage) a permis d’identifier d’importantes variations génomiques portant sur 651 genes
polymorphes avec des profils alléliques clairement differents entre souches invasives et de portage. Apres avoir analysé plus finement les differentes familles de genes connues comme
etant impliquees dans la virulence, nous avons observe que parmi ces différences, plusieurs portaient sur des genes liés a I’acquisition du fer via I’hémoglobine humaine. Des tests
phénotypiques réalises sur milieu carence en fer et additionné d’hémoglobine humaine ont validé les resultats obtenus in silico en montrant que seules les souches B:14:P1.7,16/ST32

Invasives étaient capables d’utiliser le fer sequestre dans I’hémoglobine pour leur croissance. Enfin, des tests realisés in vivo grace a un modele de souris transgenigue ont confirme

Contact: sevestre.julien@hotmail.fr




