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Conflits d’intéréts
A Lausanne, nous avons un laboratoire moderne avec divers instruments dont:
- le sytéme de culture automatisée BD-Kiestra
- le MALDI-TOF Bruker
- les systeme d’antibiogramme miniaturisé Vitek
- les automates d’hémocultures BD-FX blood
- les systemes PCRs ABI, Cobas, LIAT, GenXpert

Relations actuelles avec P'industrie
* Research agreement avec BD (USA) - Phoenix / BD-Kiestra
* Memre du Scientific advisory board of «Resistell»
Chlamydiae: what’s new ? + Research agreement avec Resistell
Prof. Gilbert GREUB * Co-fondateur de JeuPRO (jeu Krobs & jeu MyKrobs)
MD PhD

de linstitutde
of the University of Lausanne
and
Head of Medical diagnostic microbiology
of the University Hospital Center
Lausanne, Switzerland

Chlamydiae

Avec le mot “Chlamydiae”, j'entends ici Considéré comme des virus
les chlamydia et les bactéries apparentées aux chlamydia alépoque
- Vacuoles = «inclusions»

- Division = «réplication»

Chlamydia Chlamydia Parachlamydia Rhabdochlamydia
pneumoniae psittaci acanthamoebae helveticae

wwwkrobs.ch &  www.mykrobs.ch
Greub, unpublished

Chlamydiae
Corps abérrants

induits par certains antibotiques

[ —ty i b rese

Scherler A, Jacquier N, Kebbi-Beghdadi C, Greub G. Microorganisms. 2020 Jan 9;8(1):89

Bactéries intracellulaires strictes
Deux stades de dévellopement:
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Le peptidoglycan

Les Chlamydia possedent du peptidoglycan,
impliqué dans la division
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Division chez Escherichia coli

Escherichia coli mykrobs.ch

ey
T

-~
FISZ-
(Z-Ring)

FtsZ (analogue de tubuline), impliquée dans la divisi'ln'
MreB (analogue d‘actine), impliquée avec RodZ dans la forme d‘E. coli

-~

L i
Trés peu dfa bactéries se divisent sans la protéine FtsZ Waddlia chond rophila: division
Méme les chloroplastes utilisent FtsZ
. Escherichig coli { Waddlia
Chlamydiae: O : -
division binaire sans FtsZ e
.
; >
(z.ng)-
MreB = homologue d‘actine, capable de polymériser
AmiA = amidases (remodelage du peptidoglycan)
(erander and vema, 2010)
L

RodZ: interaction avec MreB chez E. coli

RodZ localisé précocement au
niveau du septum chez Waddlia

1]

RodZ peut recruter
MreB

Jeanne Salje et al. Mol Cell 2011

Chlamydia: division binaire

Jacquier et al Nature Comm 2014  Jacquier et al. Biology & Chemistry 2015
Frandi et al. Nature Comm 2014  Jacquier et al FEMS Microbiol Rev 2015
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Polkinghorne & Greub. Clin Microbiol Infect 2017

Le divisome pourrait étre une cible Genre Chlamydia
thérapeutique utile — - m

Chlamydia psittaci Psittacose

Car certaines Chlamydia sont des pathogenes majeurs:

- Chlamydia psittaci

- Chlamydia trachomatis

- Chlamydia pneumoniae

Et des évidences supportent le rdle pathogéne de e i

certaines bactéries apparentées aux chlamydia: A ST s

- Waddlia chondrophila <i-ohd Eate viexd b et

- Parachlamydia acanthamoebae bodele oneife kb
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Senn & Greub. Clin Infect Dis 2008 ﬁ,
Genre Chlamydia Genre Chlamydia
Chlamydia psittaci Psittacose | Chlamydia psittaci Psittacose

Chlamydia pneumoniae Pneumonie
atypique

Asthme

Epidémie de Taiwan (Grayston et al. 1983)
Puis rare ...
Au CHUV, 2 cas sur 10 ans:

- Tous deux non suspectés
-1, découvert par une erreur de prescription

> Myco sur le cardex infirmier

Senn, Jaton, Fitting and Greub. Clin Infect Dis 2011

Genre Chlamydia

Chlamydia psittaci Psittacose

Chlamydia pneumoniae Pneumonie
atypique

Asthme

Tonn | Bt Thb s @ D Weed W © pre—

- infertilité ‘ °
-> grossesse ectopique P
- fausses couches ’n o
- e
Asner, Jaton, Kyprianidou, Nowak & Greub. Clin Infect Dis 2014 %

Genre Chlamydia

Présentation clinique

Chlamydia psittaci Psittacose

Chlamydia pneumoniae Pneumonie
atypique

Asthme

Chlamydia trachomatis Trachome
=> cécité

Infections urogénitales
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Trachome Trachome

Qfsriigue sub-saharienne WP%%" epestad inpections
Amérique centrale o -;v }TWE TRACHOMA

Améri du Sud
mérique du Su A,_SEWJNG OF THE EYELID

~ 150 millions: besoins d’antibiotiques

~ 500 millions de personnes a risque
! ¢

> 7 millions de personnes aveugles -ﬂ

Source = O.M.S. _Eilw Source = O.M.S. il

Trachome au Soudan Stratégie «SAFE»

Chlamydia trachomatis:

- 35% de 96 enfants versus 0% de 91 adultes (p<0.0001) S= surgery

A = azithromycin (antibiotic)
F =face (clean)

Autres membres de I'ordre Chlamydiales >
E = environment (clean)

- 4.2% de 96 enfants versus 21.5% de 91 adultes (p=0.0003)

Collaboration avec Talin Barisani:

Ghasemian E et al.
Sci Rep. 2018 May 9;8(1):7432.

L Source = O.M.S. i

Genre Chlamydia Chlamydia trachomatis

| Uréthrite
- Ecoulement uréthral éventuel
- Souvent asymptomatique
- Bactériologie négative
7
A
Cervicite

..... - Ecoulement vaginal
Infections urogénitales . Asymptomatique
- infertilité o= ymp q
- grossesse ectopique ¥, o
- fausses couches A
£l i



http://www.trachomahki.org/ib04.jpg
http://www.trachomahki.org/imageye4.jpg
http://www.trachomahki.org/imageye3.jpg
http://www.trachomahki.org/ib04.jpg
http://www.trachomahki.org/imageye4.jpg
http://www.trachomahki.org/imageye3.jpg
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Corps abérrants

Une forme de persistance induite par le manque de tryptophane

Explique des récurrences

Explique I'alternance d’inflammation/réplication
.... > peu de réplication - peu d'i - réplication - ir ion > ...

Chlamydia trachomatis

PID: Inflammation chronique au

niveau du pelvis
Beauchamp K et al, J Clin Investigation
£l i
Complications des PID Complications des PID

Infertilité tubaire: Grossesse extra-utérine
- 50% des causes d’infertilité - 43% dues a C. trachomatis
- risque augmenté - jusqu’a 10% de mortalité

(OR=6 apres une infection et OR=17 apres 2 infections) - PID =risque accru de 7-10x

£l i
Grossesse extra-utérine Chlamydia trachomatis
1)
Trompe
Sang dans le Douglas
i £
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Fausses couches et C. trachomatis

Association entre IgG anti-C. trachomatis et fausses couches

Witk et al. Am J Obsie Gyn 1992
Quim etal Am J Obstet Gyrecol 1987
Puchaika etal. Adv Med 5612009
Baud etal 2007 Eminfect Dis
Baud et 9 Em infect Dis 2011
Lausanne:
15.2% IgG dans le groupe fausses couches
7.3 % chez les contrdles, p=0.018

OR 2.3 (95% CI 1.1-4.9) en analyse multivariée
Puchelska et al. Ad Med Sci 2009
Rastogi et al. B ) Biomed Sci 2000

Bau0 et a Em nfect Dis 2011
PCR C. trachomatis:

6 dans groupe fausses couches & 2 chez les contrdles, p<0.05

Dépistage de Chlamydia trachomatis

Test prénuptial

www.mykrobs.ch

L
PCR en temps réel Délétion de 377 bp dans le plasmide cryptique
C. trachomatis B mutant suédois: 2
§ - Echappe au diagnostic
- Pas de genes en plus
3 il - Facteurs de virulence préserves ‘
= -
- N ey — !-—‘ ~ave
a0 BAE W - e shan R e T Lt e i
Copy number par & 41 Jaton, Bille and Greub 2006 .
Cibler le plasmide cryptique pour accroitre la sensibilité du test
- Risque de délétion -
Unemo s 2010
L

Mutants suédois et finlandais
In 2019

In 2010

Marda Do
by S0

o
ot o0 M 23

A Finnish mutant spread to
Norway in summer 2019

R
S S5 200

T 10 o
M X0 S 9T Herrmann, et al T8 Johansen etal
' { Euro Surveill 2019 Oct 17; 24(42)

Chlamydia trachomatis

En résumé

Fréquent
Souvent asymptomatique

Inflammation chronique

Infertilité,
grossesse extra-utérine Complications majeures
et fausse couche

Pression de sélection des tests diagnostiques
suffisante pour faire évoluer une bactérie ...
Besoin de 2 cibles pour les PCRs



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6807255/
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Pathogéne humain

Phylum Chlamydiae
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Apparentées aux chlamydia

Chlamydia

Pourquoi étudier les nouvelles chlamydiae

1. Pathogénes émergeants
Fausses couches
Avortements, infertilité
Pneumonie, bronchites

Des outils diagnostiques aux études
cliniques et modeles animaux

Pillou, LeRoy, Brunel, Roger & Greub
Plos One 2016

Pourquoi étudier les nouvelles chlamydiae

1. Pathogénes émergeants
Fausses couches
Avortements, infertilité
Pneumonie, bronchites

2. Organisme modele pour
étudier les Chlamydia

Stades de développement
Division

Facteurs de transcription
Persistance

Systeme de secretion de Type IlI

Pourquoi étudier les nouvelles chlamydiae

1. Pathogénes émergeants 3. Comprendre I’evolution des

Fausses couches Chlamydiae

Avortements, infertilité Génomes plus large que les

Pneumonie, bronchites Chlamydia sp.
Compétences absentes chez les
Chlamydia sp.:
. - catalase
2. Organisme modéle pour - CRISPR

étudier les Chlamydia - transporteur NAD-ADP

Stades de développement - systeme conjugatif

Division -
Facteurs de transcription Longue histoire de parasitisme
Persistance intracellulaire

Systéme de secretion de Type Il Implication dans la biogénese
des chloroplastes

Waddlia chondrophila

In Mac Coy cells, 16h post infection. Kebbi et al, in preparation

Importance vétérinaire
Isolé de feetus de bovin avorté (USA)

Dilbeck et al. J. Clin. Microbiol 1990

Isolé d’un autre feetus bovin en Allemagne
Henning et al. Vet Microbiol 2002

Etude sérologique - réle de Waddlia dans I'avortement des bovins
Dilbeck-Robertson et al. J.Vet.Diagn.Investl 2003

Inoculation de Waddlia a un feetus bovin cause sa mort
Dilbeck-Robertson et al. J.Vet.Diagn.Investl 2003

=) Avortements chez les bovins
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Importance médicale

Sérologie (Londres)

Fausses couches 32.7% (88/269)
Contrbles 7.1% (12/169)
Baud, Thomas, Arafa, Regan and Greub, Emerg Infect Dis, 2007
Sérologie (Lausanne)

Baud, Goy, Osterheld, Croxatto, Borel, Vial Pospischil and Greub.
Emerg Infect Dis. 2014

Présence de Waddlia dans le placenta

Diagnostic

PCR en temps réel
Goy G, Croxatto A, Posfay-Barbe KM, Gervaix A, Greub G.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2009
Pan-chlamydiales PCR

Lienard J, Croxatto A, Aeby S, Jaton K, Posfay-Barbe K, Gervaix A, Greub G.
J Clin Microbiol. 2011 Jul:49(7):2637-42.

< . . . Oy . .
documentée par immunohistochimie +/- PCR - H g
Baud, Goy, Osterheld, Borel, Vial, Pospischil and Greub. Clin Infect Dis. 2011 % 1 18 B
Baud, Goy, Osterheld, Croxatto, Borel, Vial Pospischil and Greub. Emerg Infect Dis. 2014 5| = y i Ti*
verged Wagdia  ConcanavalnA i ¢ : s 1+
L w H £l :
48hpi. c 4
Croissance dans les cellules endométriales > & .
Kebbi , Cisse and Greub. Microbes & Infection 2011
< Mot 3 ot s CT RS
Diagnostic Traitement
PCR en temps réel x X s . .
Goy G, Croxatto A, Posfay-Barbe KM, Gervaix A, Greub G. . Doxycycline Azithromycine © G
Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2009 : . rapeonlh - corem
] 4 - | - -
Pan-chlamydiales PCR ] > * 3 > -
[ PGt . > L
Lienard J, Croxatto A, Aeby S, Jaton K, Posfay-Barbe K, Gervaix A, Greub G. g © - - ! .
J Clin Microbiol. 2011;49(7):2637-42. } > Nwn | ® -
Immunofluorescence (cross-réactions)
Casson N, Entenza JM, Greub G. J Clin Microbiol. 2007;45(1):234-6. | SR 1 . !
Corsaro D, Greub G. Clin Microbiol Rev. 2006;19(2):283-97. - =
Protéines immunogéniques [~ o D _ . 5
Kebbi-Beghdadi C, Lienard J, Uyttebroeck F, Baud D, Riederer BM, Greub G. Ampicillin 3 Ciprofloxacin
PLOS One. 2012:7(1):e28605. - PP 1 —g ==
ELISA B == - 3 i -
Lienard J, Croxatto A, Gervaix A, Posfay-Barbe K, Baud D, Kebbi-Beghdadi C, Greub G 1 ‘v
New Microbes New Infect. 2014 s |
. . Lo -
Immunohistochimie Croisgance dans les cellules endométriale
Borel N, Casson N, Entenza JM, Kaiser C, Pospischil A, Greub G. » N
J Med Microbiol. 2009;58(Pt 7):863-6.
Culture cellulaire
Kebbi-Beghdadi C, Batista C, Greub G. FEMS Immunol Med Microbiol. 2011. Beta-lactamases SNPs dans le QRDR
Kebbi-Beghdadi C, Cisse O, Greub G. Microbes Infect. 2011;13(6):566-74. Corps abérrants a
Kebbi-Beghdadi C, Fatton M, Greub G. Microbes Infect. 2015;17(11-12):749-54. P Des genes gyrA & parc
e Goy G and Greub G. Antimcrobial Agents and Chemotherapy 2009, Bertelli et al Plos One 2010. [0
Catalase chez diverses chlamydiae
Waddlia : chromosome avec 2'116°324 bp
1’934 Genes AT
\ 4 . .
‘g;.'“' "02 Plasmide
N Y
\J e - - Catalase
2N FE
.,: " l:l Transposase
e
Fod 22 Genes
f;ﬁ 0 Genes
3.\ e l Repeated regions
B tRNA
B ribosomal RNA Clade 3 \ -
el , Coln F,Croatto A Rucket C, Plkighorne A, KebbiSeghdadi C, Goesmann A Vaughan L Geub G. PLOS One2010 S Rusconi and Greub. Journal of Bacteriology 2013
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Activité enzymatique

pH70 pH60

W. chondrophila 3.8E+05 4.7TE+05
P. aeruginosa 3.0E+06 2.0E+06
P. acanthamoebae 6.5E+04 1.2E+04

Ve shavaveens
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Rusconi and Greub. Journal of Bacteriology 2013

Waddlia résiste @ Acanthamoeba

Amibes se nourissent de bactéries ...
Certaines bactéries (comme la Iégionelle) a évoluer
Pour résister aux amibes

== Chlamydiae résistants aux amibes

Conclusion

Role of amoebae

Widespread reservoir

Replicative niche

“Trojan horse’

'Protective armour”

‘Training ground” to select virufence traics

‘Evolutionary crib’ in which to adapt to macrophages

Gene exchange between amoebal symbionts/pathogens

Tool with which to recover new amoebae-resisting
members of the Chlamydiales

Greub; Clin Microbiol Infect 2009

i

Waddlia résiste aussi aux macrophages

Macrophage (ConA)
Waddlia chondrophila

Goy, Croxatto & Greub. Microbes and Infection 2009

i

Waddlia se localise au niveau
du réticulum endoplasmique

Waddlia

GM130 (Golgi)
Calnexin (ER)
Calnexin DAPI (Noyau et bactéries)

Live Waddlia
2hr

Calnexin

Live Waddlia
8hr

Croxatto & Greub, Microbiology 2010

£

Waddlia se localise au niveau
du réticulum endoplasmique

5

Croxatto & Greub, Microbiology 2010

Co-localisation avec les
mitochondries
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Recrutement des mitochondries
Control Nocodazole ~ Cytochalasin D C“‘l‘éizgf‘:;‘:o Le systéme de sécrétion de type lll (T3SS)
Mitotracker el - Facteur de virulence
> - 4 clusters génétiques
e - Acquis par I‘ancétre commun
- t

w > s st
< % o riosone
3 précoce -
2 75 l > —
£ M
g P ——— ) = —
3 s
g — AN c
g Cytochalasinp St

25- & nocodazole |

SO L e 0 (redundant mechanism) -
& oﬁo&@"\\f 0@6 €
&ku o @5’ s £
o
& Lysosome = e . Pieters etal 2007 —
mmm) By actine microfilaments & by microtubules

Croxatto and Greub 2010 £ Berteli C, Collyn F, Croxatto A, Riickert C, Polkinghorne A, Kebbi-BeghdadiC, Goesmann A, Vaughan L, Greub G. PLOS One2010 Sk

Les inhibiteurs du T3SS bloque la croissance de Waddlia

OuM 25uM 5uM

24hr

N° bacteria / infect. macrophage

=) T3SS de Waddlia est fonctionelle

Bertelli C, Collyn F, Croxatto A, Rickert C, Polkinghorne A, Kebbi-Beghdadi C, Goesmann A, Vaughan L, Greub G. PLOS One 2010

9% of secretion

Four spprzaches 1o Mentfy new TI55 e¥ecton\Virslence fazton

n ik ureerang
aerg b oy iten

ri b st b "o drew m—n

prrns v o oy e ot TN g

ey coted e Pa bt

Découverte de 7 effecteurs sécrétés
par un systéme hétérologue

(Fields system, 2000)

Pl ean sy

Effecteurs

WacEl IncX

cytoplasmique Sur la membrane de I'inclusion

Kebbi, Pillonel, Pilloux and Greub, in preparation

Enpemtshon i 1937 veb

e

Teted

Immunoprécipitation: protéines du cytosquellette

- Wacel impliqué dans le remodellage du cytosquellette

Kebbi, Pillonel, Pilloux and Greub, in preparation

£

10
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Corps aberrants

Merged Waddlia

Concanavalin A
48hp.i.

- . .

Croissance dans les cellules endométriales
Kebbi , Cisse and Greub. Microbes & Infection 2011

Corps abérrants induits par mangue de fer

-
T
LR
*

'

‘; - llIl
.,‘Ill.llll !
;:/E///;::'J;{%,/}/’ le nombre de particules infectieuses

Scherler A, Jacquier N, Kebbi-Beghdadi C, Greub G. £
020 1an 9:8(1):80

Effet variable du stress sur
la réplication de ’ADN ...

Effet variable du stress sur

Corps abérrants induits par manque de fer
A \ C Bl Centyal

< Three putativetypel
— toxin-antitoxin modules:

.

L 4

Manque de fer

induit le systéeme A

toxine/antitoxine de
W. chondrophila

Ardissone S, Scherler A, Pillonel T, Martin V, Kebbi-Beghdadi C, Greub G. Microorganisms. 2020;8(12):1848. L

Systéme toxine-antitoxine (type Il)

' ‘ Rare chez les bactéries intracellulaires

HigB Plasmid-
MazF encoded

HicA

Wolbachia (surtout ceux d’arthropodes)
- Interactions hotes-pathogenes
Fallon et al. 2020, Singhal and Mohanty 2018

13 systems toxine/antitoxine
chez Rickettsia felis

Ogata et al. 2005; Audoly et al. 2011

Systéme toxine-antitoxine chez les Chamydiales

Sur le plasmide Sur le chromosome

Waddlia chondrophila (15.6 kb) Waddlia chondrophila (2.1 Mb)
2 TA modules 5 TA modules
* HigBA
. _MazEF

TOXINES UTILES POUR
COLONISER DIVERSES NICHES

Symbiose protectrice de
Pseudomonas entomophila
(pédérine du Staphylin)

F.M. Jiggins Science 332, 185 (2011)

Ardissone et al, in preparation L

Trouver des nouvelles chlamydiae

au sein des arthropodes

Rhabdochlamydia porcellionis

Fritschea bemisiae
Fristschea eriococci
(Simkaniaceae)

Rhabdochlamydia crassificans

Rhabdochlamydiaceae,
Parachlamydiaceae
New family level lineages

Rhabdochlamydiaceae

Porcellio scaber (terrestrial isopod)
Kostanjsek et al

Bemisia tobacci (whitefly)
N Everett et al 2005

Blatta orientalis (cockroach)
Corsaro et al., 2007

Ixodes ricinus (ticks)
Croxatto et al. 2014
Pilloux et al 2016
Rochat et al 2020

Spinturnix (ectoparasites of bats)

Thievent et al, 2021

£
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. . Ecologie trés variée selon les espéces
Chlamydiales dans les tiques
fohact v~ aaamamnin Aires favorables aux tiques :
A28 : - Augmentées de 16% a 25% >3 -
d@ au changement climatique ' . ‘
< . A - Haute altitude - . Sngeeered
- —————r - So—
7 P Tea - ¥ —
- e o
- Porstpaiet T e
Aires favorables aux chlamydiales:
) - Augmentent aussi A ~ e
3 - 9% du territoire Suisse Divers hotes ._“
A Mode de transmission inconnu '
- Différent selon les espéces '
B —
Gk R |
Collingro et al. Trends in Microbiology 2020
Rochat et al. Appl Environ Microbiol. 2020 Dec 17;87(1):e01237-20. i
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