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Mycobacterium abscessus,

un pathogéne majeur chez les patients
atteints de la mucoviscidose
Mycobacterium abscessus est une myco-
bactérie pathogene opportuniste, a
croissance rapide (RGM), responsable
d’infections cutanéomugqueuses et pul-
monaires. Ces dernieres sont particulie-
rement séveres chez les patients atteints
de mucoviscidose [1]. Les études épidé-
miologiques ont révélé la persistance de
M. abscessus chez I’hGte infecté, parfois
pendant plusieurs années [2]. Plus que
d’autres infections par des bactéries
pathogeénes retrouvées chez les per-
sonnes atteintes de mucoviscidose, les
infections pulmonaires a M. abscessus
altérent la fonction ventilatoire, entraf-
nant une augmentation de la morbidité
et de la mortalité chez ces patients.
U'origine de I'infection par M. abscessus
reste a déterminer. Une étude britan-
nique récente, fondée sur la recherche de
mutations spécifiques dans les souches
de M. abscessus circulant en Grande-Bre-
tagne, suggere soit une contamination

m/s n® 10, vol. 34, octobre 2018
https://doi.org/10.1051/medsci/2018196

1,5

entre patients, soit une contamination
par I’environnement proche du patient
[3]. Le réservoir environnemental de M.
abscessus reste encore mal défini [4].
Les études génomiques, par séquencage
du génome total, montrent la présence
de genes non-mycobactériens acquis par
transfert horizontal au sein du génome
de M. abscessus, ainsi que la présence
de genes de résistance pour la survie
intracellulaire de la bactérie. D’autres
études suggérent que ces échanges
génétiques horizontaux se réaliseraient
dans un écosystéme commun, notam-
ment a I'interface sol/eau ol les amibes
environnementales sont présentes. Ces
amibes représentent un hote eucaryote
unicellulaire naturel et un réservoir pour
de nombreuses bactéries pathogenes,
telles que Legionella, Chlamydia et Pseu-
domonas, et probablement aussi pour
certaines espéces mycobactériennes,
comme M. abscessus, qui peuvent ainsi
survivre dans I’environnement.

Des résultats publiés par notre équipe
montrent que M. abscessus est capable
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de se multiplier au sein d’amibes. Une
co-culture d’amibes et de M. abscessus
avant infection chez ’animal, augmente
la virulence de la mycobactérie [5],
comme cela avait déja été démontré
pour une autre mycobactérie, Myco-
bacterium avium [6]. Au cours du pro-
cessus infectieux, les amibes peuvent
ainsi contribuer a forger la virulence des
mycobactéries pour s’adapter face a la
réponse immunitaire.

Chez ’lhomme, une différence clé entre les
mycobactéries non pathogenes et patho-
geénes, comme le bacille de la tuberculose
Mycobacterium tuberculosis, est la capa-
cité des mycobactéries pathogenes a
survivre et a se répliquer dans les macro-
phages et les cellules dendritiques en
bloquant la maturation des phagosomes
[7].

Nous avons démontré récemment que
M. abscessus possede également ces
propriétés de survie intracellulaire [8]
(=). La coexis-
tence de M. abs-
avec les

(=) Voir la Nouvelle de
A.Bernutetal.m/sn°5,

cessus mai 2014, page 499
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Figure 1. Le systéme de sécrétion de type VIl (€SX-4) impliqué dans la virul

de Mycobacterium ab.

A. Crible de survie intracellulaire chez

I’amibe de 6 000 mutants de la banque de M. abscessus lors d’une co-culture en présence de I"amibe Acanthamoeba castellanii. La survie intracel-

lulaire des mutants est évaluée par comptage des CFU (colony -forming unit) ; 136 mutants défectueux pour leur croissance intracellulaire (soit

2,3 % de la banque) ont été identifiés. Un second crible de survie intracellulaire, chez I’amibe et en présence de macrophages, a ensuite permis de

confirmer I’atténuation de 47 mutants dont 12 portant des mutations localisées (y compris des doublons) dans le locus esx-4 du systéme de sécré-

tion de type VIl (SST7). Parmi ces 12 mutants, 9 présentent une insertion dans les génes eccCy (esx-conserved component : 2 mutants-souches
37F10 et 24H3), eccD, (2 mutants-5A1 ; 7A1), MycP, (mycosin-1 protease : 18D4), eccB, (5 mutants-32C9 ; 14B9 ; 19D4 ; 32C7 ; 25€4), eccé,
(2 mutants 14€9 ; 15G8) et du locus esx-4. Trois mutants supplémentaires présentent des mutations localisées dans le géne esp! (esx-1 secretion-

associated protein : 43A3 ; 13F7 ; 2D10) impliqués dans la régulation d’€SX-1 chez M. tuberculosis, et 1 mutant supplémentaire dans le gene sigM

(sigma factor gene : 13C3). B. Uanalyse du génome de M. abscessus indique la présence de 2 systémes de sécrétion, ESX-3 et ESX-4. Un mutant

obtenu par double recombinaison homologue du géne eccB, a permis de confirmer, par des expériences de co-cultures entre ce mutant (Mabs-

AEccB) et des macrophages humains, que ce géne, et par conséquent le systéme de sécrétion ESX-4, sont impliqués dans la survie intracellulaire,

le blocage de I'acidification phagosomale, et favorisent les contacts entre la bactérie et le cytosol. Le sécrétome de ce mutant versus celui de la

souche parentale est actuellement en cours d’étude afin d’identifier les substrats de cette machinerie de sécrétion.

amibes semble ainsi avoir contribué a
faconner la virulence des mycobactéries
non tuberculeuses chez I’homme. L'un
des acteurs de cette survie intracellu-
laire est représenté par le systeme de
sécrétion de protéines, dit de type VIl
(SST7).

Le systéme de sécrétion de type

V11 (€SX-4) impliqué dans la virulence
de M. abscessus

Cing locus SST7 sont retrouvés chez les
mycobactéries pathogenes, désignés
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esx-1 a 5 [9]. Pancétre commun est
esx-4, a partir duquel dériverait esx-1,
dont les genes codent les éléments de
I"appareil de sécrétion €SX-1, indispen-
sable a la virulence et la survie intracel-
lulaire de M. tuberculosis. M. abscessus
ne possede que 2 locus esx : esx-3 et
esx-4. Aucun r6le n’était a ce jour connu
pour un éventuel systeme de sécrétion
€SX-4. Nous avons démontré qu’il jouait
un role similaire a €SX-1, dans la survie
intracellulaire et la virulence de M. abs-
cessus [10].

Partant de I’hypothése que M. abscessus
possédait 'arsenal génétique nécessaire
pour survivre au sein d’amibes, nous
avons criblé 6000 mutants obtenus par
transposition, en utilisant un test de
survie intracellulaire chez I'amibe envi-
ronnementale axénisée! Acanthamoeba
castellanii (Figure 1A). Quarante-sept
mutants de M. abscessus, présentant un
taux de survie inférieur a 50 % par rap-
port a la souche parentale a Iintérieur

! exempte d’autres germes.



d’amibes ou de macrophages, ont été
retenus. Le séquencage du site d’inser-
tion du transposon pour chaque mutant
a permis d’identifier plusieurs mutants
possédant une insertion au sein de cing
génes (eccCy [esx-conserved compo-
nent (4], eccDy, mycP, [mycosin-1 pro-
tease], eccBy, et eccE,,) appartenant au
locus esx-4. Pour confirmer les résultats
du crible et comprendre la contribution
d’€SX-4 a la croissance et a la survie
intracellulaire de M. abscessus chez les
amibes et dans les macrophages, nous
avons construit un mutant de délétion
d’eccBy, qui code un élément structural
de base du systeme £SX-4. La croissance
intracellulaire de ce mutant s’est avérée
atténuée chez les amibes et dans les
macrophages (Figure 1B). La diminution
de la survie intracellulaire du mutant est
liée a son incapacité a bloquer I'acidifi-
cation du phagosome, mais surtout a la
diminution du contact entre le phago-
some et le cytosol, tel qu’il est observé
pour la souche parentale. Ces carac-
téristiques montrent donc la capacité
unique de M. abscessus, en tant que
mycobactérie pathogene opportuniste,
a se répliquer a 'intérieur des phago-
cytes professionnels, contournant ainsi
certaines réponses antibactériennes de
I’hGte.

Le locus esx-4 de M. abscessus comprend
un gene supplémentaire, ecc€y, qui est
absent de tous les autres locus esx-4

retrouvés chez les mycobactéries patho-
génes. Sa présence pourrait expliquer la
fonctionnalité du systeme €SX-4 chez
M. abscessus, a I'instar du systeme €SX-1
chez M. tuberculosis.

Au cours de la derniere décennie, les
SST7 sont apparus comme essentiels
pour la virulence des mycobactéries et,
parmi eux, notamment le systeme €SX-1
absent chez M. abscessus. Nous mon-
trons par cette étude le role biologique
inattendu et authentique du systeme
€SX-4 dans la virulence de M. absces-
sus. Nos observations montrent donc
que M. abscessus est bien équipé d’un
arsenal génétique acquis au cours de
I’évolution pour survivre dans les amibes
de I’environnement. Ce méme arsenal
génétique aiderait M. abscessus a pro-
voquer une infection chez I"lhomme. Les
substrats sécrétés par €SX-1 de M. tuber-
culosis comprennent ESAT-6 (6-kDa early
secreted antigenic target) et CFP-10
(10-kDa culture filtrate protein) et plu-
sieurs autres protéines. Ces derniéeres
sont des acteurs clés dans I’interaction
de la mycobactérie avec les cellules
immunitaires de I’hGte. Les substrats
d’€SX-4 présents chez M. abscessus sont
donc a identifier dans le futur. ¢

The most ancestral mycobacterial
€SX-4 secretion system is essential for
intracellular growth of Mycobacterium
abscessus within environmental and
human phagocytes
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