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RESUME

La bactérie Escherichia coli est présente naturellement chez plusieurs animaux dont elle
fait partie intégrante de la flore normale. Cependant, plusieurs souches peuvent causer des
maladies infectieuses chez différents hotes. Elles provoquent notamment des colibacilloses chez
le poulet ; des diarrhées chez le porc ; des méningites, des infections urinaires et des diarrhées
chez I’étre humain. Ceci est di a la plasticité et & I’hétérogénéité du génome de cette bactérie.
Elle acquiert avec une certaine facilité des facteurs de virulence qui lui permettent d’avoir des

hétes et un tropisme cellulaire diversifiés.

Les fimbriae sont un de ces facteurs de virulence. Ils jouent un rdle critique pour
I’établissement d’une majorité des infections causées par E. coli. Plusieurs génes, spécifiques a la
souche %7122 (O78:K80:H9) et qui ne sont pas présents chez la souche non pathogene K-12
%289 , exprimant des fimbriae putatifs, ont été isolés in vivo lors d’infections de poulets. Donc, le
but de cette étude est de caractériser un de ces nouveaux fimbriae présumés, de déterminer sa

distribution parmi les multitudes de souches que compte I’espece E. coli et enfin d’établir sa

régulation.

Un cluster de quatre geénes présomptifs, codant pour quatre protéines ayant des homologies
avec plusieurs opérons fimbriaires, fut identifié. Ces génes ont été nommés efoABCD, pour
« exu-linked fimbrial operon ». En effet, un criblage par PCR et une analyse in silico de
différentes souches ont révélé que les génes efoABCD sont localisés systématiquement entre les
genes exuRT, qui sont eux impliqués dans le transport des sucres hexuronates. Une analyse in
silico a aussi permis de déterminer des roles hypothétiques pour chaque protéine composant le
fimbria Efo : EfoA (238 aa) pour la chaperonne ; EfoB (166 aa) pour la sous-unité majeure ;
EfoC (900 aa) pour I’usher et EfoD (362 aa) pour la sous-unité mineure. Une étude comparative
des séquences protéiques des « ushers » (placiers) de différents fimbriae et avec EfoC, montre
une forte association du fimbria Efo avec les fimbriae Tcf de Salmonella enterica et Cbl de
Burkholderia cepacia. Ces deux fimbriae font partie de la famille alternative de la voie du
« chaperonne-usher ». De plus, la distribution phylogénétique de efo se fait en majorité chez le
groupe Bl, avec quelques sous-groupes chez les groupes A et D. Par ailleurs, une analyse des

bases de données génomiques démontre la présence de trois types de séquences efo distincts.
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Gréce a une fusion transcriptionnelle du promoteur hypothétique du cluster efoABCD et du
geéne lacZ, plusieurs formes de régulations ont ét€¢ mises en évidence, notamment une régulation
par la température, les sources de carbone et plus particuliérement par la protéine ArgR, de fagon
indirecte. Enfin, les génes efo ont été clonés chez la souche afimbriaire ORN172. Des structures
filamenteuses ont été observées par microscopie électronique et une diminution de la nage des

bactéries, lorsqu’elles expriment les fimbriae Efo, est observée.

Ces résultats démontrent que le cluster efoABCD code pour un nouveau fimbria

fonctionnel et qu’il est présent chez différents types de souches d’E. coli.

Ronpain Fbeurt Charles M. Dozois
Etudiant Directeur de recherche
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ABSTRACT

Escherichia coli is naturally present in many animals and is an integral part of the normal
intestinal microbiota. However, several strains can cause infectious diseases in different hosts.
They cause various diseases including colibacillosis in chickens, porcine diarrhoea, and
meningitis, urinary tract infections and diarrhoea in humans. This is due to the heterogeneity and
plasticity of the genome of this bacterium. It can readily acquire many virulence factors that

promote adherence and survival in different hosts and diverse cell tropisms.

Fimbriae are one type of virulence factor. They play a critical role in adherence to host
cells and tissues and the establishment of a majority of infections caused by E. coli. Several
genes specific to avian pathogenic E. coli strain ¥7122 (078:K80:H9) expressing putative
fimbriae that are not present in the nonpathogenic strain E. coli K-12 4289 were transcribed in
vivo during infection of chickens. Therefore, the aim of this study was to characterize a novel
putative fimbriae, determine its distribution among a variety of strains, and investigate its

expression under different conditions.

A cluster of four putative genes coding for four proteins with homology with several
fimbrial proteins was identified. These genes were named efoABCD for exu-linked fimbrial
operon, due to the association of this gene with the exuRT genes. Indeed, a PCR screening and in
silico analysis of different strains showed that efoABCD genes are located systematically
between exuRT genes, which are themselves involved in the transport of hexuronate sugars. In
silico analysis also identified putative roles for each protein component of Efo fimbriae : EfoA
(238 aa) for the chaperone ; EfoB (166 aa) for the major subunit ; EfoC (900 aa) for the usher
and EfoD (362 aa) for a minor subunit. A comparative study of protein sequences of different
fimbrial ushers with EfoC, shows a strong association of Efo fimbriae with Tcf fimbriae of
Salmonella enterica and Cbl fimbriae of Burkholderia cepacia. Both fimbriae belong to the
family of the alternative pathway of “chaperone-usher”. In addition, the phylogenetic distribution
of efo was mostly associated to group B1, with some strains belonging to groups A and D. In
addition, an analysis of the genomic databases revealed that Efo fimbriae comprise three distinct

branches present among a variety of strains.



Through a transcriptional fusion of the putative promoter of the efoABCD fimbrial cluster
and the lacZ gene, regulation of expression was investigated, including regulation by
temperature, carbon sources and more particularly by the ArgR protein, indirectly. Finally,
efoABCD genes were cloned in an afimbriates strain ORN172. Filamentous structures were
observed by electron microscopy and a decrease in swimming motility when strains produced

Efo fimbriae was also observed.

These results demonstrate that the efoABCD fimbrial genes code for a new functional

fimbriae and that these gene clusters, encode three distinct fimbrial variants distributed among

different E. coli strains.
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INTRODUCTION

La découverte de la bactérie Escherichia coli fut, pour la premiére fois, initiée par Theodor
Escherich, en effectuant I’isolement de bacilles Gram négatif dans des selles de nouveau-nés, en
1885 (1). Elle fait partie intégrante de la flore intestinale des mammiferes. Mais la ou certaines
souches sont bénéfiques pour I’hdte, d’autres provoqueront des maladies infectieuses. Ces
infections peuvent étre différenciées, selon leur localisation, en deux grandes familles: les
infections intestinales provoquées par les InPEC (pour Escherichia coli intestinal) et les

infections extra-intestinales occasionnées par les EXPEC (pour Escherichia coli extra-intestinal).

Dans chaque famille, les souches sont subdivisées selon différents pathotypes. Par
exemple, chez les EXPEC, I’appellation du pathotype dépendra de I’hote infecté, comme les
APEC pour les infections chez le poulet ou les PPEC pour le porc. Ainsi que de la localisation de

I’infection : NMEC pour les méningites et UPEC pour les infections du tractus urinaire.

Ces différences d’hotes ou de tropismes cellulaires peuvent simplement s’expliquer par la
spécialisation de ces souches, grice a I’acquisition de facteurs de virulence spécifiques. En effet,
le génome de la bactérie E. coli est particulierement plastique. Les différences de taille des
génomes entre une souche non pathogéne et pathogéne sont remarquables (2). Par exemple,
MG1655, qui est la premiére souche non pathogéne a avoir été séquencée (3), posséde un
génome de 4,64 Mb, alors que des souches pathogénes, comme 1AI39 (UPEC) et O157:H7
(EHEC), possédent respectivement un génome de 5,13 Mb et 5,62 Mb. Ce qui représente une
différence de prés de 1000 geénes entre les souches pathogénes et non pathogénes. Ceci est dii a
’intégration de larges séquences d’ADN, appelées ilots de pathogénicité, présentes sur des
transposons, des plasmides ou encore des bactériophages. De plus, d’autres mécanismes tels que
des transferts horizontaux entre espéces, des recombinaisons intrachromosomiques et des
duplications de génes peuvent étre a I’origine d’une multiplication et de la dérivation des facteurs

de virulence.

Dans le but d’identifier de nouveaux facteurs de virulence, la technique SCOTS
(« Selective Capture Of Transcribed Sequences »), qui est basée sur le principe de comparaison
d’expression in vivo de transcrits entre, dans cette étude, la souche pathogéne %7122 (APEC) et

la souche K-12 non pathogéne %289, a été utilisée lors d’infections de poulets. Plusieurs



séquences, codant potentiellement pour des fimbriae, ont été mises alors en évidence (4). Les
fimbriae sont un de ces facteurs de virulence essentiels pour I’initialisation et le développement
des maladies infectieuses. lls sont notamment critiques lors des infections du tractus urinaire (5,
6). Or, un des clusters identifiés lors de cette étude chez y7122, mais interrompu par une
séquence d’insertion (IS), a été retrouvé intact (non interrompu) chez la souche UPEC ECOR72

(appartenant a la collection ECOR (7)).

L’objectif de ce projet a été donc de faire la caractérisation compléte de ce cluster de
génes, dénommé efo pour « exu-linked fimbrial operon ». Un premier aspect phylogénétique a
été abordé afin de déterminer la prévalence de la présence de ce cluster parmi différents
pathotypes, ainsi qu’une étude comparative des fimbriae déja connus chez les différentes espéces
bactériennes avec le fimbria putatif Efo. Le deuxiéme aspect portait sur son expression, a la suite
d’un clonage sur plasmide & haut nombre de copies, ainsi que les différentes formes de
régulation. Enfin, la détermination du phénotype composait le dernier aspect du projet de

maitrise, avec une approche basée sur la souche ECOR72 et les infections du tractus urinaire.



REVUE DE LITTERATURE

1 Diversité et classification d’Escherichia coli

Escherichia coli fait partie de la grande famille des Enterobacteriaceae, qui comprend a
savoir les genres Shigella, Salmonella et Klebsiella. C’est un bacille & Gram négatif avec des
flagelles péritriches et c’est la bactérie anaérobie facultative prédominante de la flore intestinale
humaine (8). En effet, [’étre humain est colonisé dés les premiéres heures aprés sa naissance.
Demeurant dans I’intestin, les souches sont, pour la plupart, non pathogénes et en symbiose avec
I’héte (9). Mais, certaines souches peuvent coloniser d’autres organes et provoquer des infections

et septicémies.

Les souches pathogénes sont différenciées en deux catégories distinctes : les INPEC qui
occasionnent des infections intestinales et les EXPEC qui s’établiront dans de multiples organes
et hotes. Dans chacune de ces catégories, il existe différents pathotypes qui correspondent a un
type d’infection selon le mode de colonisation, I’organe atteint ou encore I’hdte cible (9). Outre
un noyau de génes conservés essentiels a la vie de la bactérie, les souches pathogeénes ont acquis
diverses larges séquences d’ADN, qui contiennent notamment des facteurs de virulence. Ces
séquences leur conférent un pouvoir pathogéne et donc une capacité a envahir des milieux non

propices a la colonisation (Fig. 1) (10).

Ceci démontre une grande diversité parmi ’espéce Escherichia coli et nécessite, par
conséquent, des systémes de classements. Ils dépendront soit du pathotype, soit du

polymorphisme antigénique ou soit de la variation allélique.
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Figure 1 : Facteurs de virulence acquis par les souches pathogénes

Les facteurs de virulence sont le plus souvent associés avec le matériel génétique acquis par les souches pathogénes.
Les toxines, LPS, toxines membranaires, sidérophores (Fe pour Fer) et les fimbriae sont des acteurs clefs dans
différentes pathologies. Modifiée de J R Johnson (1991).

1.1 Schéma clonal

Lors de comparaisons des génomes entre des souches commensales (comme K-12) et des
souches pathogenes, il s’est révélé que, par exemple, prés de 75 % des geénes exprimés chez la
souche MG1655 (K-12) sont retrouvés chez CFT073 (UPEC) (9). lls forment un noyau de génes
conservés entre les différentes souches d’Escherichia coli, ce qui donne comme information que
méme si cette espéce présente une grande diversité génétique, toutes les souches seraient liées

génétiquement.

Des analyses, fondées sur I’hétérogénéité génétique et protéique, ont permis de confirmer
cette hypothése. En effet, ces techniques, décrites plus bas, ont montré que les all¢les étudiés ne
sont pas disséminés parmi la population bactérienne de fagon aléatoire. Mais que des isolats
prélevés en des lieux, des temps et des hotes différents présenteront des profils alléliques
identiques et donc auront une liaison phylogénétique forte. Etant donné qu’une des seules
explications pour cette observation est une origine commune, la population bactérienne
d’Escherichia coli aurait une structure clonale (12-15). De plus, des infections spécifiques

peuvent étre causées par des groupes de clones liés : les facteurs de virulence, outre le fait qu’ils



proviennent d’éléments d’ADN mobiles (voir chapitre «2.1: Acquisition des facteurs de

virulence »), suivent aussi ce méme schéma clonal (13, 16).
1.1.1 La collection ECOR

Dans le but d’avoir une large représentation de la diversité d’ Escherichia coli, Ochman et
al. (1984) ont effectué des prélévements sur des féces d’humains et d’animaux sains ou durant
des infections du tractus urinaire, en différents lieux géographiques (7). Depuis, plusieurs
analyses génétiques et phénotypiques ont été effectuées. Ces résultats ont démontré et
démontrent encore que cette collection est une bonne représentation de la diversité génétique de

cette espece (12).

1.2 Classification sérologique

La classification sérologique est I’une des premiéres classifications établies par Kauffmann
(1947). Elle se base sur trois antigénes présents a la surface des bactéries: les antigénes O pour
une courte chaine polysaccharidique du LPS (lipopolysaccharide), les antigénes H pour des
facteurs sérologiques présents sur la flagelline (protéine des flagelles) et les antigénes K pour des
facteurs polysaccharidiques acides de la capsule (17). A ce jour, plus de 175 antigénes O, 56

antigénes H et 80 antigénes K furent découverts (18).

L’antigéne O, avec I’antigéne H, définit le sérogroupe de la souche testée. Il est composé
d’un polymére de glycanes, qui fait lui-méme partie du constituant majeur de la membrane
externe : le lipopolysaccharide. Le LPS est formé de trois structures distinctes : le lipide A qui
est I’ancrage du LPS & la membrane externe, le « noyau » qui est un oligosaccharide phosphorylé
non répétitif et enfin I’antigéne O qui est la région variable du LPS. Les différences notées entre
les multiples antigénes O proviennent de leur composition en sucres, des liaisons entre les sucres
et leurs substitutions par des résidus non glucidiques (19). La détermination du sérogroupe se fait
par agglutination des bactéries, grace a un antisérum de lapin, préalablement immunisé avec les
différents antigénes O connus. Mais, cette technique présente plusieurs limitations venant du fait
que de plus en plus d’antigeénes O sont découverts, ce qui demande une plus grande production
d’antisérum. De plus, si la bactérie posséde une capsule (antigéne K), cet antigéne sera masqué.

Par ailleurs, une multitude de réactions croisées entre les antigénes O d’E. coli, mais aussi avec



les antigénes présents chez les genres Shigella, Salmonella et Klebsiella, ont été rapportées (17,

20, 21).

L’antigéne H est un élément des flagelles et plus précisément de la flagelline qui les
compose. Les flagelles assurent la mobilité des bactéries. 1ls sont formés de trois différentes
structures : le corps basal sert a I’ancrage du flagelle a la cellule, le crochet pour le transfert du
mouvement et enfin le filament flagellaire qui est constitué de nombreux monomeéres de la
flagelline. Comme pour [’antigéne O, cet antigéne est identifié par agglutination des cellules en
utilisant des antisérums (22). De méme, plusieurs réactions croisées peuvent se produire entre les
différents antigénes H. Les E. coli, possédant certains sérogroupes (par exemple O157:H7),
peuvent étre associés avec certains types d’infections. Cependant, ce n’est pas le sérogroupe qui
est directement a I’origine de la virulence des souches, ils font juste office de marqueurs

sérologiques (20, 23).

L’antigéne K est le polysaccharide qui compose la capsule des bactéries. Les différences
de monomeéres, de liaisons entre eux et le remplacement des résidus glucose par d’autres résidus,
constituent la diversité des antigénes K. Mais, étant donné que la capsule n’est pas un élément
vital chez Escherichia coli, plusieurs souches peuvent ne pas posséder d’antigéne K. lls sont
classés selon quatre groupes qui dépendent de I’organisation génétique et de la régulation des

génes responsables de la production de la capsule (24).

Un dernier antigéne, I’antigéne F, a été proposé par Orskov et al. (1983) qui se base sur les
différents fimbriae (25). Ils sont responsables de I’adhérence des bactéries aux cellules de I’héte.
On notera que plusieurs groupes sérologiques peuvent €tre attribués a un seul fimbriae. C’est le
cas notamment du fimbria P qui posséde 12 groupes sérologiques qui lui sont propres (26). Cet

antigéne permet une meilleure dissociation entre les sérogroupes définis par les antigénes O et H.

1.3 Classification par pathotypes

Une autre classification a vu le jour en méme temps que la mise en évidence de la
responsabilité d’Escherichia coli dans différentes infections. En effet, ce classement se base sur
les hotes, le tropisme cellulaire et le mode d’infection pour déterminer les pathotypes. Il existe
deux grandes familles de pathotypes, la premiére qui regroupe toutes les souches qui provoquent

des infections intestinales : les INnPEC. Et la seconde regroupant celles qui provoquent des



infections extra-intestinales : les EXPEC. Par contre, étant basé sur le type de pathologie, les
souches non pathogénes ne sont pas comprises dans ce classement (9). Seuls ici les pathotypes

principaux seront décrits.

1.3.1 LesInPEC

Les pathotypes, faisant partic de cette famille, causent tous des diarrhées. Mais des
stratégies différentes de colonisation, des facteurs de virulence et des symptomes caractéristiques

feront que ces souches seront classées différemment (Fig. 2).

Les souches entéropathogenes (EPEC) sont les premiéres a avoir été décrites (27). Cette
infection se caractérise par une diarrhée aqueuse persistante, pouvant allez jusqu’a 120 jours
d’hospitalisation (20, 28). Elle touche principalement les enfants en bas dge, mais aussi les
adultes, dans les pays développés a cause d’une contamination fécale-orale (20, 28). De plus, elle
est potentiellement mortelle dans les pays en voie de développement. Une caractéristique
histopathologique est particuliérement associée avec les EPEC : c’est la Iésion « attachante et
effacante » (A/E). Ces bactéries vont se lier intimement avec les cellules épithéliales intestinales,
réassembler le cytosquelette de ces cellules pour former des structures ressemblant a des
piédestaux et par conséquent, détruire les microvillosités. Ceci est possible grace au « locus
d’effacement des entérocytes » (LEE), qui n’est, bien siir, pas présent chez les souches d’E. coli

commensales (9).

Les EHEC, pour les Escherichia coli entérohémorragiques, ont été associés, dans les pays
développés, avec « la maladie du hamburger ». En effet, aprés avoir mangé des hamburgers crus
dans les chaines de restauration rapide, les personnes infectées développaient des diarrhées
hémorragiques aqueuses (dysenteries), associées avec des syndromes hémolytiques urémiques
(HUS) (20, 29). Le principal réservoir de ce pathotype est le tube digestif des bovins, d’ou la
relation entre la consommation des viandes bovines et les dysenteries. Le sérogroupe O157:H7
est celui qui est le plus fortement lié¢ avec cette infection. Ce qui montre une certaine relation
entre sérogroupe et présence des facteurs de virulence (se référer au chapitre « 1.1.1 : Schéma
clonal ») (20). Les EHEC, comme pour les EPEC, possédent le LEE. Mais un facteur de
virulence clef est identifié en plus chez les EHEC: la Shiga toxine. Elle est notamment

responsable du HUS. Toutefois, il faut faire attention de ne pas confondre le pathotype EHEC



avec le pathotype STEC. Les souches, faisant partie de ce dernier, ne possédent pas le LEE mais

expriment la Shiga toxine (9).

Le pathotype ETEC est retrouvé préférentiellement chez les enfants de moins de cinq ans
dans les pays en voie de développement. De plus, les ETEC sont caractéristiques de la diarrhée
dite « du voyageur », lors de séjours dans ces pays. Cette infection provient d’une transmission
fécale-orale (30). Elle se traduit par une diarrhée aqueuse, avec un temps d’incubation trés court
de 14 a 50 heures (20). C’est le petit intestin qui est colonisé. Les ETEC produiront au moins une
entérotoxine thermolabile (LT) ou thermostable (ST). Ces toxines sont responsables d’une

abondante sécrétion intestinale (9).

Les souches entéroaggrégatives (EAEC) provoquent des diarrhées persistantes aqueuses,
notamment chez les enfants dans les pays développés et en voie de développement (31). Elles
entrainent une augmentation de sécrétion du mucus par la libération d’entérotoxines (différentes
des toxines LT et ST) et de cytotoxines (9). Cela conduit en I’apparition d’un biofilm. C’est ce
qui les différencie des EPEC, qui eux forment des microcolonies a la surface des cellules de

I’héte (20).

Les Escherichia coli entéroinvasives (EIEC) peuvent, comme leur nom I’indique, envahir
les cellules de I’hdte (28). Elles sont responsables de diarrhées aqueuses et mucoides et
occasionnellement des dysenteries qui sont non distinguables de celles provoquées par les ETEC
(9). Ces souches, comme la plupart des pathotypes de cette famille, se transmettent par la
nourriture ou I’eau contaminée. C’est plus une infection que I’on retrouve dans les pays en voie
de développement, mais des cas d’éclosions peuvent aussi apparaitre dans les pays développés,
comme le cas d’une épidémie associée a un restaurant au Texas (20). Ce sont des souches qui
sont trés proches biochimiquement, génétiquement et pathologiquement des Shigella spp. Leur
mode d’infection se découpe en trois étapes : la premiére €tape constitue I’invasion des cellules
épithéliales de I’héte, la seconde est la multiplication des bactéries dans ces cellules et enfin
grace au réarrangement du réseau de microfilaments d’actine, les bactéries se propagent aux

cellules adjacentes.

Les DAEC, pour Escherichia coli a adhérence diffuse, ont été longtemps classés parmi les
EPEC. Cependant, leur stratégie d’infection est quelque peu différente. Grace a des effecteurs

cytopathogenes fimbriaires, la bactéric provoque un développement d’excroissance des



microvillosités qui vont I’entourer (9), ce qui donne un phénotype d’adhérence diffuse aux
cellules de I’hote, différent des EPEC (32). La pathologie produite est une diarrhée aqueuse avec
absence de sang et de leucocytes. Elle touche plus particuliérement les enfants qui ont un age

entre un et cinq ans (20).

Découvertes pour la premiére fois en 1999 (33), les bactéries du pathotype AIEC sont
associées avec la maladie de Crohn (comme étant une conséquence et non une cause (34)) et les
diarrhées canines (35, 36). Les AIEC peuvent véritablement envahir les cellules des plaques de
Peyer qui sont I’un des constituants du tissu lymphoide de I’intestin, grace notamment au LPF et
aux fimbriae Type 1 (34, 36). Le mécanisme d’invasion est trés similaire aux EIEC avec une
réplication intracellulaire (36), de plus, et c’est ce qui caractérise ce pathotype, les AIEC peuvent
envahir les macrophages et survivre. Aucune nécrose, apoptose ou modification des
macrophages n’est observée, contrairement aux autres pathotypes. En outre, les macrophages

restent toujours actifs (36, 37).

Un nouveau pathotype a fait son apparition pendant I’épidémie de 2011 en Europe. La
souche responsable, de sérogroupe O104:H4, est un hybride entre les EAEC et les EHEC, soit un
E. coli entéroaggrégative-hémorragique (STEAEC). Elle provoque des diarrhées hémorragiques
et des HUS. Ce pathotype est un exemple de la grande plasticité du génome d’E. coli qui lui
permet, dans ce cas, d’acquérir par transfert horizontal des facteurs de virulence des EAEC (38,

39).
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Figure 2 : Schéma pathogénique des Escherichia coli de la famille des InPEC

Modifiée de Kaper et al. (2004). Les six pathotypes de la famille des InPEC interagissent différemment avec les
cellules de I’hdte. Ces interactions sont schématisées ici. a) Les EPEC adhérent aux cellules en formant des
microcolonies et en détruisant les microvillosités. Ils effectuent un réarrangement du cytosquelette pour former un
piédestal. b) Les EHEC forment aussi un piédestal et détruisent les microvillosités. De plus, ils produisent la Shiga
toxine (Stx). ¢) Les ETEC produisent deux entérotoxines (ST et LT). d) Les EAEC forment des biofilms et sécrétent
des entérotoxines et cytotoxines. e) Les EIEC envahissent la cellule hote grace a une vacuole, la détruisent, se
multiplient et enfin peuvent migrer aux cellules adjacentes. f) Les DAEC induisent la production d’une excroissance
qui les enveloppe (9).
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1.3.2 Les ExPEC

Seulement aux Etats-Unis, plus de neuf millions de personnes par an contractent une
infection extra-intestinale, due a la bactérie Escherichia coli (40). Ces souches, qui font partie de
la grande famille des pathogénes extra-intestinaux (EXPEC) (41), présentent une particularité :
elles sont souvent retrouvées dans la flore commensale intestinale humaine sans causer de
maladie (contrairement aux InPEC), par contre, dés qu’elles colonisent un autre organe ou un
nouvel héte, elles provoquent des infections avec une morbidité et une mortalité assez élevées.
Les souches, appartenant a ces pathotypes, possédent des facteurs de virulence et composent des
groupes clonaux qui leur sont propres. Ainsi, elles peuvent étre différenciées des souches
strictement commensales et des souches pathogénes intestinales (40-42). Plusieurs pathotypes
sont associés avec cette famille. Chacun provoquant une infection caractéristique qui dépendra,
notamment, du tissu et de [’hote impliqués. Les pathotypes NMEC, APEC et UPEC représentent

la majeure partie des EXPEC et seront les seuls décrits ci-dessous (43).
Les NMEC

Les NMEC, pour Escherichia coli de la méningite néonatale, sont responsables de I’une
des maladies les plus mortelles et handicapantes, particuliérement pendant la période néonatale.
Le taux de mortalité se situe entre 15 et 40 %, tandis que les bébés qui survivent sont, dans 50 %
des cas, atteints de séquelles neurologiques, comme des convulsions, des paralysies ou encore

des hydrocéphalies (44, 45).

Chez les nouveau-nés, les souches de ce pathotype proviennent de la flore commensale de
la mére ou de I’environnement (46). Elles colonisent le tractus intestinal puis, par translocation a
travers la paroi, elles envahiront le syst¢éme circulatoire sanguin (46-48). 1l a été constaté une
corrélation entre le niveau de la bactériémie (minimum de 10° UFC/mL) et le développement
d’une méningite. Mais cela n’est pas suffisant, car des facteurs de virulence clefs sont
nécessaires pour I’invasion du systéme nerveux central (SNC) (9, 46, 47). Pour atteindre le SNC,
les bactéries ont besoin de traverser la barriére hématoencéphalique (BHE). Pour cela, elles
effectuent une translocation par une vacuole fermée, sans multiplication cellulaire, ni disruption
de la BHE. L’interaction entre les bactéries et les cellules de la BHE induit la production de
pseudo-microvillosités, ce qui facilite la translocation (49). Les facteurs spécifiques, pour cette

opération, sont principalement : des fimbriae et des facteurs afimbriaires, pour I’adhérence aux
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cellules de la BHE ; la capsule et des protéines de la membrane externe, pour la résistance au
sérum et le transport dans la cellule hote (9). Plusieurs études épidémiologiques ont montré que
seulement certains sérogroupes O, associés dans 80 % des cas avec la capsule KI, sont

responsables des méningites néonatales (48, 50).
Les APEC

Les Escherichia coli peuvent infecter une multitude d’hétes animaux, comme les veaux,
les agneaux, les porcs... (51) Mais, ce sont les E. coli pathogénes aviaires (APEC) qui possedent
la plus grandes incidences sur I’économie agricole. En effet, ces souches occasionneront 20 % de
mortalité chez les poulets infectés, diminueront leur croissance et donc réduire leur valeur

marchande et enfin augmenter le taux de refus aux abattoirs (52, 53).

Les animaux s’infectent en respirant des particules fécales contaminées avec les APEC
(présentes naturellement dans la flore intestinale de la volaille), qui sont contenues dans la
poussiére (52, 53). Les infections sont assez variées, elles incluent les péritonites, les omphalites,
le syndrome de la téte enflée, la cellulite et I’aérosacculite qui peut déboucher sur une
septicémie. Fréquemment, pour que les poulets développent ce genre d’infections, ils sont déja
infectés par Mycoplasma galliseptium ou par un virus. De méme, les stress environnementaux

peuvent les rendre plus disposés ou peuvent accentuer la maladie (52).

Toute une panoplie de facteurs de virulence est exprimée par ces souches APEC : les
fimbriae, notamment, joueront un réle prépondérant dans la mise en place de I’infection (52, 54),
comme les sidérophores (55, 56) et les toxines (52). Les sérotypages des isolats d’animaux
malades ont révélé une prévalence des sérogroupes O1, O2 et O78 (15 a 61 % selon les études)
(53, 57). Or, le sérogroupe O78 se retrouve couramment chez les ETEC infectant 1’étre humain,
avec des clones trés proches phylogénétiquement des APEC. Evidemment, ils possédent d’autres
facteurs de virulence. Ceci donne comme indication que les animaux seraient un réservoir
potentiel de souches ETEC (57). A cela s’ajoute que plusieurs études ont montré un risque de
zoonose direct, impliquant des souches APEC et PPEC (souches porcines) et pouvant provoquer

des infections du tractus urinaire ou encore du systéme respiratoire (58-61).
Les UPEC

Chez les humains, le tractus urinaire est le site d’infection le plus commun des EXPEC. Les

souches, infectant le systéme urinaire, sont qualifiées comme étant des E. coli uropathogenes
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(UPEC) (40). Au cours de leur vie et pour des raisons anatomiques, prés de 40 % des femmes
sont susceptibles de contracter une infection du tractus urinaire (ITU) contre 12 % chez les
hommes. Cela représente, seulement aux Etats-Unis, plus de onze millions de femmes infectées
par an et plus de 2,5 milliards de dollars de dépenses pour cette seule infection (6, 62), et

Escherichia coli est & lui seul responsable de prés de 80 % de ces ITU (63).

Par des analyses sérologiques et phylogénétiques, il a été constaté que ces souches font
partie intégrante de la flore intestinale humaine, sans pour autant provoquer de maladie. En effet,
le colon est le premier réservoir de souches UPEC. Ceci est notamment dii & la distance minime
entre I’anus et la région périuréthrale, qui est d’autant plus faible chez la femme. De plus, le
vagin, préalablement colonisé par ces mémes souches, peut devenir un réservoir potentiel (64-
66). A cela s’ajoute le fait que I’urétre est plus grand chez I’homme que chez la femme, donc le
délai est plus long pour atteindre la vessie, ce qui favorise I’élimination des bactéries par le flux
d’urine. Outre le fait que des différences morphologiques influencent la prédisposition aux ITU,
plusieurs facteurs de risque ont été établis : par exemple, Iutilisation de différents moyens de
contraceptions, tels que le condom, le diaphragme ou les spermicides, peut augmenter cette
susceptibilité. De méme, les activités sexuelles et la prise de certains antibiotiques sont un de ces

facteurs (66-68).

Dans les six mois aprés une premicere infection, une femme a trois fois plus de risque de
développer une seconde infection urinaire par rapport & une femme n’ayant jamais eu d’infection
urinaire (69). En effet, méme si la premiére infection est traitée, la souche impliquée est toujours
présente dans la flore intestinale ou vaginale de la personne. De plus, ce taux de récurrence est
inégal selon : I’4ge de la personne (les femmes de plus de 55 ans sont plus sensibles), I’dge de la
contraction de la premi¢re ITU, I’activité sexuelle, le nombre de partenaires différents,

I’utilisation de moyens de contraception... (65, 70)

Trois types d’ITU sont distingués : les ITU symptomatiques non compliquées, les ITU
symptomatiques compliquées et les bactériuries asymptomatiques (BAS). Une ITU est dite
compliquée lorsque la personne présente des dysfonctionnements physiologiques tels qu’une
malformation du tractus urinaire, du diabéte ou que la personne posséde un cathéter urinaire (63,
68, 71, 72). Mais étant donné la plus forte prévalence de I’ITU non compliquée, c’est

principalement celle-ci qui sera décrite dans les prochains paragraphes.



L’ITU non compliquée est une infection ascendante qui se décompose en plusieurs étapes
(Fig. 3). Elle débute par une contamination de I’air périuréthrale, par une souche UPEC présente
dans la flore intestinale ou vaginale. Ces bactéries migreront vers la vessie, a travers I’urétre, et
elles se fixeront a I"urothélium. Cette fixation est notamment médiée par les fimbriae Type 1.
L’interaction entre les bactéries et les cellules épithéliales de I’hote provoque I’exfoliation de ces
cellules et leur apoptose. Ceci est considéré comme étant un mécanisme de défense inné de
I’hote (73). Malgré un environnement peu favorable a leur croissance, ces souches se
multiplieront et envahiront la vessie jusqu’a provoquer une cystite. Cela se traduit par une
inflammation de la vessie, de la présence de bactéries dans les urines (bactériurie) et des
symptomes variés comme la possible présence de sang, la sensation d’urgence et la difficulté de
produire une miction. Si la cystite est mal ou non soignée, les bactéries, grace aux flagelles, se
déplaceront vers les reins afin de les coloniser (74). L’un des facteurs de virulence principaux est
le fimbria P, qui permet la fixation a I’endothélium rénal. Cela entrainera le développement
d’une pyélonéphrite, accompagnée de symptomes tels que de la fievre, des douleurs aux flancs et
des vomissements. De méme, si elle n’est pas soignée, des dommages importants apparaitront au
niveau des reins et permettront le passage des bactéries dans la circulation sanguine. Cela

termine I’ITU par une septicémie et une mort possible du malade (9, 18).
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Figure 3 : Représentation des étapes d’une infection du tractus urinaire

Modifiée de Kaper ef al. (2004). En vert sont représentées les bactéries évoluant a travers le systéme urinaire (9).

Il est maintenant reconnu que certaines souches d’Escherichia coli sont des pathogénes
intracellulaires opportunistes (75). C’est-a-dire que, certaines UPEC, peuvent envahir les cellules
épithéliales de la vessie, se multiplier et former des inclusions qui se nomment des CBI, pour
Communautés Bactériennes Intracellulaires (Fig. 4) (73, 76-79). Une preuve assez importante de
PPexistence des CBI a été donnée par une étude, ou les urines, de femmes atteintes d’une 1TU,
contenaient des filaments bactériens (caractéristiques des CBI), ainsi que des cellules colonisées
(79). Cette internalisation est principalement médiée par le fimbria Type 1. Il induira un
réarrangement du cytosquelette de la cellule héte pour permettre la création d’une vacuole (80).
Cette capacité constitue un réservoir quiescent de bactéries pathogeénes, il les protége du systéme

immunitaire de [’héte ainsi que de la prise d’antibiotiques. Ceci expliquerait la forte proportion

des infections récurrentes qui impliquent souvent la méme souche (75-77, 80, 81).
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Figure 4 : Observation d’une CBI
Les noyaux des cellules de I’urothélium sont coloriés en bleu. Les bactéries sont coloriées en rouge. L’échelle
représente 10 um. Tirée de M A Mulvey ef al. (2001) (77).

Les bactériuries asymptomatiques (BAS), qui se caractérisent par une bactériurie
supérieure a 10° UFC/mL, touchent diverses populations comprenant les femmes enceintes, les
patients diabétiques et les personnes dgées et/ou avec cathéter urinaire (82, 83). Les souches
responsables des BAS sont un cas intéressant d’évolution des bactéries pathogénes vers des
bactéries commensales (84). En effet, ces bactéries présentent une diminution de I’expression des
fimbriae, qui est compensée par une augmentation de leur croissance (85). Du point de vue
génomique, cela se traduit par : un génome plus petit que les APEC et les UPEC provenant des
ITU symptomatiques, et des points de mutations/réarrangements/délétions dans les génes de
virulence (84). Par exemple, des points de mutations sont présents dans le géne papG
(’adhésine) du fimbria P et dans le géne de transport focD du fimbria F1C. Une large délétion
peut étre aussi observée dans I’opéron fim de plus de 4,2 Kb (84, 86, 87). Ce sont des exemples
de modifications directes des séquences des facteurs de virulence. Mais ces changements
peuvent aussi altérer des protéines de régulation globales, comme la protéine RfaH qui
augmente, a I’état native, ’expression des facteurs de virulence (88). Une des explications
apportées pour comprendre cette évolution est I’action du syst¢tme immunitaire de I’héte qui
influencera sur la production de souches moins virulentes, en supprimant les bactéries qui
activent le plus les défenses de I’h6te. Cependant, la persistance dans le tractus urinaire ne peut

s’accompagner que d’une augmentation de la capacité a croitre dans le milieu urinaire (85, 89).

16



Ceci conduit a la création de souches provoquant des infections urinaires asymptomatiques,

ayant comme ancétres des souches d’ITU symptomatiques (88).

1.4 Classification par groupes phylogénétiques

Comme décrite précédemment, la population d’Escherichia coli suit un schéma clonal
(voir chapitre « 1.1.1 : Schéma clonal »). Partant de ce principe, la communauté scientifique a
commencé a vouloir classer les souches par leurs différences alléliques. Grace a la collection
ECOR, qui s’est révélée étre une bonne représentation de la diversité de I’espece, et des
techniques de différenciation allélique, qui seront décrites dans les prochains paragraphes, quatre
principaux groupes phylogénétiques (A, B1, B2 et D) ont pu étre ainsi distingués (Fig. 5)(14).
Cependant, il faut souligner que de nouvelles études, prenant en compte une plus large diversité
de souches d’Escherichia coli et de Shigella, ont révélé des regroupements plus précis et ont
apporté des nuances quant aux quatre groupes phylogénétiques. Les souches ne peuvent pas étre
seulement classées dans ces quatre groupes (considérés comme les groupes ancestraux), mais

aussi dans des groupes hybrides AxB1 et ABD, apparus plus récemment (90, 91).

Diverses études ont mis en relation les groupes phylogénétiques avec la pathogénicité. Par
exemple, les souches pathogénes, faisant partic de la famille des ExPEC, se retrouvent
préférentiellement dans les groupes B2 et D. Alors que, des souches commensales, de type K-12,
sont plus représentées dans les groupes A et B1 (14, 41, 92-100). Or cette relation de groupe
phylogénétique/pathogénicité se refléte aussi avec la présence de certains facteurs de virulence
parmi ces groupes (41, 93-96, 98, 101, 102). Mais certaines exceptions subsistent : plusieurs
facteurs de virulence peuvent apparaitre dans un groupe clonal précis, qui ne fait pas partie du
groupe phylogénétique (et pathotype) normalement associé avec ces facteurs. Ceci est di & un
biais lors de la détermination des groupes phylogénétiques qui ne prend en compte que les genes
conservés. Donc, cela révéle un événement d’intégration d’un élément ADN (contenant les
facteurs de virulence) qui s’est produit chez I’ancétre commun de ce groupe clonal (94). Ces
éléments et ces événements d’intégrations, en relation avec les facteurs de virulence, seront revus
plus en détail dans le chapitre « 2.1 : Acquisition des facteurs de virulence ». Enfin, d’autres
liaisons ont pu étre mises en évidence entre les groupes phylogénétiques et les niches
écologiques (103) (101), entre les groupes phylogénétiques et le type d’alimentation (102) et

entre les groupes phylogénétiques et I’environnement (104).
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Figure S : Distribution phylogénétique de la collection de souches ECOR

Arbre phylogénétique construit avec ’algorithme « neighbor-joining » basé sur le polymorphisme de 38 enzymes.
Tirée de Herzer ef al. (1990) (14).
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1.4.1 La méthode Clermont

Cette méthode est simplement basée sur une PCR multiplex (105). Trois génes sont
amplifiés simultanément dans une méme réaction PCR. La présence ou I’absence d’amplification
pour I’un, ou plusieurs genes, détermine le groupe phylogénétique (Fig. 6). Ces trois geénes sont :
chuA, qui est requis pour le transport de I’héme chez O157:H7 ; yjaA, qui joue un réle dans la
réponse au stress acide et est induit par le peroxyde d’hydrogeéne (106); TSPE4.C2, qui
correspond a un fragment d’ADN « anonyme » contenant potentiellement un géne. Outre de
bons résultats obtenus avec cette technique, elle présente clairement une limitation majeure : elle
n’est basée que sur la présence ou non d’une amplification. Donc un simple mésappariement
entre les amorces et I’ADN génomique testé peut biaiser le résultat obtenu. C’est notamment ce

qui a été observé au laboratoire pour les souches APEC.

©
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Figure 6 : Arbre de décision pour la méthode Clermont de détermination du groupe phylogénétique

Les signes @ représentent la présence d’une amplification pour le géne correspondant. Les signes © leur absence.
Tirée de Clermont et al. (2000) (105).

1.4.2 La technique du MLEE

Le MLEE, pour «MultiLocus Enzyme Electrophoresis », est une technique de
classification phylogénétique, fondée sur la différence des charges électriques nettes, dans un gel
d’électrophorese, entre les différentes formes (isoenzymes) d’enzymes métaboliques
hydrosolubles et conservées (15). Cette différence de migration refléte directement leur

composition en acides aminés. C’est une méthode qui est plus fiable que les classements par les
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phénotypes (le classement sérologique et les pathotypes). Par contre, elle est sujette aux
modifications post-traductionnelles, ce qui génére une source d’erreur (100). De plus, elle ne
dissocie pas les différents alléles donnant les mémes profils de migration et elle est difficilement

reproductible entre les multiples laboratoires de recherche (107).
1.4.3 La méthode du MLST

Contrairement & la précédente technique, la méthode du MLST, pour « MultiLocus
Sequence Typing », tient compte des mutations neutres de I’ADN. En effet, elle repose sur
I’amplification par PCR et le séquengage de sept génes conservés, dits de ménages. Donc, elle
permet : de détecter plus de variations alléliques ; de comparer simplement les résultats entre les
laboratoires ; de créer une base de données électronique ; de I'utiliser pour d’autres espéces
bactériennes (107). Cependant, comme n’importe quelles techniques, elle posseéde plusieurs
limitations. Une étude a démontré que les genes utilisés sont insuffisants pour discriminer les
souches du sérogroupe O157:H7 et par conséquent, le MLST ne peut étre employé comme outil

d’étude épidémiologique (108).

De nouveaux procédés ont vu le jour grice a la multiplication des séquencages des
génomes bactériens. Ils s’appuient notamment sur le polymorphisme d’un seul nucléotide (109-
111). Cela reste encore des procédés marginaux, mais qui tendent & se développer avec les

plateformes de génotypage SNP a haut débit.

2 Les facteurs de virulence

Comme indiquée précédemment, la différence entre une souche pathogeéne d’E. coli, d’une
souche non pathogéne est I’acquisition de facteurs de virulence (FV), permettant ainsi & la
bactérie pathogeéne de mieux coloniser I’hote et surtout d’envahir des organes normalement non
propices au développement bactérien. Ces FV peuvent provenir de différentes sources comme
des plasmides, des bactériophages, des éléments mobiles... Par exemple, le plasmide ColV

contient des génes considérés comme des facteurs de virulence (112-114).

Pour que soit considéré un géne comme étant un FV, il doit répondre au postulat
moléculaire de Koch, édité par Falkow (1988) (115) :

- Le(s) géne(s) doit (doivent) étre associé(s) a un trait de virulence.
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- La mutation et donc I’inactivation du, ou des génes, liés a ce trait, doit diminuer la
virulence de la bactérie.

- Le remplacement de ce(s) géne(s) muté(s) par un (ou des) géne(s) normal(-aux) doit
restaurer le phénotype de la souche sauvage.

2.1 Acquisition des facteurs de virulence

2.1.1 Les transferts horizontaux

Aprés le séquengage du premier génome bactérien de la souche d’Escherichia coli
MG1655, la tache des laboratoires de recherche fut de I’analyser, tant sur le plan des cadres de
lecture ouverts et de déterminer leur fonction, que sur les séquences génomiques qui ne codent
pas pour des protéines. Ce séquencage a permis de révéler que le chromosome bactérien est une
mosaique d’éléments divers tels que : des génes de ménages (conservés parmi les genres et
espeéces bactériennes), des duplications de genes, des s€équences d’insertions (IS) et des €léments
transposables provenant possiblement de transferts horizontaux, des génes de bactériophages...

@3, 116)

Or, I’observation du pourcentage de bases G et C, de différentes portions du génome, a mis
en évidence que pres de 18 % de I’ADN bactérien (= 850 Kb) provenait de transferts horizontaux
interespéces, plus ou moins éloignés dans le temps. En effet, les génes conservés ont un taux de
G+C aux environs de 50 % et ce taux est spécifique pour chaque espéce. Mais lors de transferts
horizontaux, les fragments d’ADN contiennent le taux de G+C du donneur, qui sera différent du
taux des genes natifs, puis au fil du temps et des mutations, ils acquerront le méme taux de G+C.
Cette particularit€¢ a comme origine une disparité dans le taux de mutation pour chaque base des
codons. Elle est nommée « pression de mutation directionnelle» (116, 117). C’est un
« marqueur » du transfert horizontal de génes (2, 116-118). Cependant, I’acquisition de génes est
limitée : un large chromosome induit une diminution de la vitesse de croissance, due
essentiellement a la vitesse cinétique des ribosomes. Ce qui se traduit par une taille moyenne de

chromosome assez stable dans le temps chez Escherichia coli (2).

Les bactériophages sont des vecteurs importants de transferts de génes entre bactéries.
Etant donné que la plupart de ces virus ont besoin d’intégrer le chromosome de la bactérie pour
se répliquer, ils peuvent transporter (en plus de leurs génes vitaux) des fragments d’ADN

bactériens. Tant et si bien que lorsqu’ils infecteront une autre bactérie, ils apporteront ces
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fragments, que la bactérie pourra incorporer dans son génome. Cette intégration est susceptible
d’empécher le cycle lytique du bactériophage. Un cas typique de transfert de géne par
bactériophage est I’apparition du pathotype EHEC, avec le sérogroupe O157:H7. En effet, cette
souche proviendrait d’une EPEC O55:H7 qui, apres I’infection par un bactériophage, a acquis les
geénes codant pour la Shiga toxine (98, 119). Dans ce cas, une plus grande virulence est acquise
par une souche déja pathogéne. Mais cela peut aussi se faire avec une bactérie commensale, non

pathogéne, de sorte qu’en une seule étape elle deviendrait pathogene (116).

De méme, les plasmides sont un bon moyen de propagation de nouveaux génes. Le
plasmide ColV, par exemple, est un plasmide transférable. Il est responsable de la résistance au
sérum, de la production de toxines, ainsi que d’une amélioration de I’adhérence aux cellules de

I’hote, chez les souches le possédant (112-114).

De plus, une étude, prenant en compte une large diversité de souches d’Escherichia coli et
de Shigella, a pu mettre en évidence une relation entre la reproduction sexuée et la virulence des
souches. Les bactéries commensales conservent préférentiellement une structure clonale, avec un
faible taux de recombinaisons. Aprés un événement de transfert horizontal de genes, la souche
mutante produit une population mixte, avec des groupes clonaux et des groupes « sexuels ». En
outre, le nombre de recombinaisons et de mutations est plus important chez les souches
virulentes. Enfin, d’autres événements de transferts horizontaux permettent un accroissement de
la virulence. Ces souches trés virulentes présentent un fort taux de mutations/recombinaisons et
une population sexuelle exclusivement. Ceci démontre une forte relation entre la virulence, les

groupes sexuels et les mutations/recombinaisons (91).

Un autre moyen de « communication » a été découvert récemment. Ce sont des nanotubes
composés de couches de la membrane bactérienne. Grace a ces nanotubes, des bactéries, qui ne
sont pas forcément de la méme espeéce, peuvent transférer des effecteurs cytoplasmiques, ainsi
que du matériel génétique. Cela ouvre de nouvelles voies d’études sur les modes d’évolution

bactérienne (120).

Ce transfert ne concerne pas seulement des génes de virulence : des génes du métabolisme
sont aussi transmis. L’opéron /ac est impliqué dans le catabolisme du lactose. Pourtant cet
opéron provient d’un transfert horizontal de géne. Cela en est de méme pour le géne argF engagé

dans la synthése de I’arginine (2). En définitive, ces transferts horizontaux aident a la
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colonisation de nouvelles niches écologiques, en rendant les souches plus compétitives pour
I’exploitation de I’environnement et ils sont conservés grace a la sélection naturelle (23, 117,

118, 121).
2.1.2  Les ilots de pathogénicité

Bien souvent, les facteurs de virulence sont regroupés sur ce qu’on appelle des ilots de
pathogénicité¢ (IPA). Un exemple, déja donné, est le LEE des pathotypes EPEC et EHEC. C’est
un regroupement de tous les génes impliqués dans le phénotype des Iésions A/E. Les IPA sont

des éléments transférables par les bactériophages ou les plasmides (121, 122).

Les ARNt sont fortement reliés avec les IPA : ils possédent des séquences répétées qui sont
reconnues par les bactériophages, afin d’intégrer leur ADN contenant un [PA (121). C’est pour
cela que, a8 un emplacement identique dans le chromosome d’Escherichia coli, deux IPA
différents peuvent étre retrouvés. C’est le cas avec un IPA spécifique aux UPEC et le LEE des
EPEC/EHEC. Mais le pathotype n’est pas totalement « fait » par I’'IPA : les souches UPEC
CFTO073 et J96, possede deux IPA différents cependant elles font partie du méme pathotype
(122). L’acquisition des IPA peut se faire 4 de multiples temps. Ainsi de nouveaux clusters de
souches apparaissent et les facteurs de virulence sont disséminés parmi la population bactérienne

(93-95, 99, 122).

Comme mentionné dans un autre chapitre, ce n’est pas le sérogroupe qui donne la
virulence de la souche. Mais il y est fortement associé : en plus des génes de virulence, les IPA
peuvent contenir des génes qui seront responsables de la modification de I’antigéne O ou K (98,

121, 122).

Comme pour I’acquisition, la perte de certains génes est possiblement bénéfique. Par
exemple, Shigella flexneri et Escherichia coli EIEC ont un large « trou » dans leur génome,
appelé « trou noir ». Les génes métaboliques supprimés réduisaient la pathogénicité des souches,
car I’'un des produits métaboliques de ces genes diminuait P’efficacité de facteurs de virulence.

Dongc cette perte a eu pour conséquence une augmentation de leur virulence (122).
2.1.3 Les séquences d’insertion (1IS)

Les IS sont des éléments mobiles de I’ADN. Ils se composent essentiellement d’un cadre

de lecture codant pour une transposase, flanqué par de petites séquences répétées terminales, qui
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seront reconnues par la transposase. Généralement, les IS ont une taille inférieure a 2,5 Kb. Ils
sont regroupés dans différentes familles, selon le pourcentage d’identité de séquence de la
transposase, la conservation du site catalytique, I’organisation et la conservation des séquences
répétées terminales (123, 124). On compte aujourd’hui plus de 1500 IS différentes, classées dans

une vingtaine de familles (123).

Les IS sont capables d’engendrer des mutations par des réarrangements de ’ADN comme
des délétions, des insertions et des fusions de réplicons. Ces modifications s’effectuent
préférentiellement dans des zones riches en bases A et T. Normalement, seulement I’élément 1S
est transloqué, mais un segment d’ADN, flanqué de deux IS, peut étre lui aussi transloqué. Dans
ce cas, ils jouent le role de transposon composé. Par ce principe, les IS sont souvent associées
avec des génes de résistance aux antibiotiques ou des génes du métabolisme (2, 124). lIs sont
moins responsables de la translocation des IPA, car plus la taille du fragment d’ADN est grande,
plus le réarrangement d’ADN, effectué par la transposase, sera compliqué. Méme s’ils sont
moins utilisés pour ce transport, il n’en est pas moins qu’ils font partie intégrante des IPA (124).
En effet, par I’intégration de petites séquences, ils construiront, petit a petit, I’IPA. C’est le cas

des génes de I’aérobactine sur le plasmide ColV (112).

Chez la souche MGI1655, plus de 68 % des IS sont groupées avec des transferts
horizontaux. Par contre, une certaine disparité apparait : six sur les sept 1S2, que compte ce

génome, sont reliés avec ces transferts alors qu’aucuns IS186 n’y sont joints (116).

Pour conclure, ces différents mécanismes montrent une évolution rapide des populations
bactériennes par I’acquisition de grands fragments d’ADN, comprenant, bien souvent, des
facteurs de virulence. Ces idées d’évolutions lentes (par mutations spontanées seulement) et
d’espéces cloisonnées sont dorénavant désuétes. Les génomes bactériens ont une dynamique
forte et une grande plasticité, qui font intervenir plusieurs éléments mobiles et protéines de

« transport » de I’ADN.

2.2 Les facteurs de virilence associés aux UPEC

2.2.1 Les systemes d’acquisition du fer

Le fer est un élément essentiel a la vie sur Terre. Seulement trés peu d’organismes sont

connus pour ne pas dépendre du fer. Etant le quatriéme métal le plus répandu sur la Terre, il est
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normal que la sélection naturelle ait favorisé son utilisation. Mais, dans I’environnement, le fer
est le plus souvent retrouvé comme des hydroxydes insolubles (125). De plus, I’h6te, comme
premiére barriére au développement des microorganismes, séquestre le fer afin de le rendre
moins disponible. Ainsi, les concentrations de fer varient de Iordre du 10™'® 4 102*M (selon
I’organe ou le systéme biologique). Cependant, Escherichia coli a besoin d’un minimum de

10 M pour croitre (53, 126-128).

Donc, les bactéries ont développé des systemes d’acquisition du fer environnant, qui se
nomment sidérophores (Fig. 7). Ces petites molécules pourront « arracher » le fer contenu dans
les protéines de séquestration de I’hdte (transferrine et lactoferrine principalement), car elles ont
une trés forte affinité pour le Fe**. Cela permettra aux bactéries de coloniser des niches

biologiques pauvres en fer (127-129).

Catecholates

Enterobactin ”

Salmochelin

Citrate hydroxamate Phenolate

. mﬁ/_\_> ,
Mixed-type coom ”:i_‘l\ i “

Aerobactin Yersiniabactin

Figure 7 : Structure chimique des sidérophores produits par les E. coli pathaogénes

Représentation des catecholates, avec I’entérobactine et les trois formes de salmocheline (MGE, DGE, TGE), ainsi
que des sidérophores de type citrate hydroxamate (aérobactine) et de type phénolate (yersiniabactine). Les cercles
représentent les régions de fixation du fer. Tirée de Garénaux ef al. (2011).
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L’entérobactine

L’entérobactine (enterocheline) fut découverte pour la premiére fois par O'Brien et al.
(1970) (130). Elle fait partie de la famille des catecholates et est identifiée dans la quasi-totalité
des souches d’Escherichia coli (Fig. 7) (131, 132). Cette petite molécule posséde un fort pouvoir
de fixation du fer, avec un Kd=10**M. Ce qui est largement supérieur aux protéines de
séquestration du fer de I’héte (Kd = 107° M). Donc, I’entérobactine captera facilement le fer de
ces protéines (127). Ce sidérophore est synthétisé par un cluster de six génes : entABCDEF
(126). Les sidérophores, étant la contre-mesure des protéines de séquestration, ont fait apparaitre
un autre type de défense par I’héte : la lipocaline-2 (ou NGAL) peut emprisonner I’entérobactine
et donc limiter I’apport en fer aux bactéries. Cette protéine agit comme un agent bactériostatique
(133).

Les salmochelines

La relation de I’hote humain avec un pathogéne est toujours un équilibre entre les
différents moyens mis en place par I’héte pour contrer le pathogéne, mais aussi par la bactérie
pour empécher ces mesures d’agir. C’est le cas avec les salmochelines (134). Le NGAL pouvant
séquestrer I’entérobactine, un nouveau sidérophore est apparu avec une structure modifiée. Le
corps de ce sidérophore est composé d’une molécule d’entérobactine et la protéine IroB rajoute
un a trois éléments glucose (Fig. 7) (134-138). Ainsi, la salmocheline ne sera plus séquestrée par

le NGAL, a cause d’un trop grand encombrement stérique (127).

Ce sidérophore peut étre retrouvé sous des formes plus ou moins glycosylées : soit des
entérobactines monoglycosylées (MGE), des entérobactines diglycosylés (DGE) ou des
entérobactines triglycosylés (TGE). Ces trois formes sont appelées les salmochelines (137).
Plusieurs études ont permis de démontrer que le locus, contenant les génes iroN et iroBCDE, est
responsable de la synthése/transport/dégradation des salmochelines et est important pour la
virulence de différents pathotypes comme les APEC et les UPEC (4, 56, 126, 139-142).

L’aérobactine

L’aérobactine est une petite molécule de la famille des citrates hydroxamates (Fig. 7). Son
nom provient de Aerobacter aerogenes, ol elle fut pour la premiére fois identifiée (112). Trés
tot, elle a été associée a la virulence des bactéries Escherichia coli, notamment des

entéroinvasives. En effet, les locus iuc (quatre génes de synthése) et iut (un géne de transport),
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codant pour ce sidérophore, se situent sur un plasmide de virulence ColV (11, 114, 143). Mais
une copie presque exacte de ces génes peut se retrouver sur le chromosome, comme chez les
NMEC (11, 112, 144, 145). C’est un exemple de transposition ancienne plasmide-génome d’un

facteur de virulence.

Cette molécule est composée de la condensation de deux lysines et d’une molécule de
citrate (11). A un pH neutre, ou encore dans le sérum, I’aérobactine est plus efficace que
I’entérobactine pour capter le fer, et ce en plus petite quantité (11, 112, 126, 146, 147). Elle est
fortement associée a la famille des EXPEC pour leur virulence, surtout pour les APEC (sur
plasmide) et les UPEC (dans le chromosome) (4, 11, 112, 126, 142, 144-149). Selon les études,
de 73 a 98 % des souches APEC expriment I’aérobactine (53). Par contre chez les UPEC, par
exemple chez la souche CFT073 (6), la redondance des systémes d’acquisition du fer fait que
I’importance de I’aérobactine est tempérée par les autres systémes qui prennent le relai en cas de

dysfonctionnement (mutation/délétion) de ce sidérophore (150).

La yversiniabactine

Comme son nom [’indique, la yersiniabactine fut pour la premiére fois isolée chez une
souche virulente de Yersinia enterocolitica. Cette molécule fait partie de la famille des catéchols
(Fig. 7) (151). Elle est capable, facilement, de récupérer le fer séquestré par les transferrines et
les lactoferrines grice a une forte affinité de Kd = 107°M (132, 152). Ce sidérophore est trés
souvent associé a la virulence des souches qui le posséde (132, 151). Tout d’abord, les génes
responsables de sa synthése se situent sur un IPA. De plus, il aide a prévenir (en captant le fer
environnant) la production de radicaux hydroxyles par les leucocytes polynucléaires, les
monocytes et les macrophages, afin de détruire le microorganisme (153). Enfin, il a un role
important dans la colonisation du tractus urinaire par les UPEC en participant & la formation des

biofilms (154).

Ces quatre systémes de séquestration du fer sont régulés par la protéine Fur et la
concentration intracellulaire en fer. Lorsque le taux de fer dans la bactérie est suffisant, une
majorité des protéines Fur sont couplées avec le fer. Ainsi, elles sont activées et pourront se fixer
sur les promoteurs des génes cibles (ici les génes de syntheése des sidérophores) et réprimer leur

expression. En outre, pour conserver une certaine homéostasie du fer, un petit ARN RyhB
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dégradera les ARNm des protéines d’entreposage du fer. 11 est lui-méme régulé par Fur (11, 126,

129, 146, 151, 152).
2.2.2 Lesflagelles

Comme décrits dans le chapitre 1.1.2, les flagelles servent a la mobilité des bactéries. lls se
composent de trois structures distinctes : le corps basal, le crochet et le filament flagellaire
composé de flagelline (antigéne H). Leur taille est d’environ 150 pm de longueur et de 20 nm de
largeur. De cinq a dix flagelles peuvent étre observés, répartis autour de la bactérie (flagelles
péritriches). Plus d’une quarantaine de genes sont impliqués dans la production des flagelles

(155).

La direction empruntée par la bactérie est donnée par chimiotactisme. En effet, différents
signaux seront émis aux flagelles par I’intermédiaire de protéines membranaires. Ces protéines
détectent, par exemple, des nutriments, des changements de I’environnement, etc. Ceci permet a
la bactérie de se diriger vers les sources de nourriture ou encore de fuir un environnement
hostile. En dehors de tous stimulus, aucune direction précise ne sera fournie aux

microorganismes (52).

La capacité a se mouvoir est considérée comme un facteur de virulence. Comme pour les
bactéries entériques, le fait de posséder des flagelles leur permet de pénétrer la barriére que
constitue le mucus (52, 156-159). De méme, il a été rapporté que pour les NMEC, les flagelles
sont nécessaires a la traversée de la barriére hématoencéphalique. Paradoxalement, ce n’est pas
la mobilité qui est associée avec les flagelles, mais une fixation par la flagelline sur les cellules
de la BHE (160). Cette observation a aussi ét¢ faite avec des InPEC et des cellules épithéliales
humaines non sécrétrices de mucus (161). Chez les UPEC, sans étre essentiel a la colonisation du
tractus urinaire, c’est un facteur qui confére un avantage certain pour la migration vers les reins

(74, 162, 163).
2.2.3 Les toxines

Plusieurs toxines, exprimées par Escherichia coli, ont ¢ét¢ répertoriées. Mais leur
association avec certains pathotypes, leur mode d’action et leurs cibles spécifiques font que
seulement les toxines présentes chez les EXPEC, et plus particuliecrement chez les UPEC, seront

décrites dans ce chapitre.

28



L’hémolysine

Des les années 1900, il a été observé que certaines souches d’Escherichia coli pouvaient
lyser les érythrocytes. De plus, dans les années 1920, la production d’hémolysine par des
souches UPEC fut constatée (164). 1l existe trois types d’hémolysines, mais seule I’a-hémolysine
est largement représentée chez les UPEC, a hauteur de 50 % de souches positives (127, 164-

167).

Cette hémolysine est une toxine calcium dépendante qui est relachée par les bactéries dans
’environnement (11, 168, 169). Elle a ét€¢ surement acquise, par les souches pathogénes, lors
d’un événement de transposition de I’opéron hlyCABD (164). Ces quatre genes sont suffisants
pour la formation de I’hémolysine : le géne hly4 exprime I’hémolysine en tant que telle, AlyC
rendra actif la protéine et AlyBD forme un systéme de sécrétion de type I, ce systéme sert au
transport de la toxine & I’extérieur de la cellule bactérienne (11, 167, 168, 170, 171).
L’hémolysine forme des pores de 2 nm dans la membrane plasmique des cellules de I’héte. Cela
induit la lyse des cellules cibles et de cette maniére, un relargage de nutriments se produira et
donc favoriser la croissance bactérienne. Par exemple, la lyse des érythrocytes permet la
libération de fer, qui est un élément limité dans le systéme sanguin (11, 167, 169, 171). Le fer
particuliérement régule I’expression de I’opéron hly : lorsque la concentration intracellulaire
augmente, les génes sont réprimés (11). C’est un facteur de virulence reconnu chez les ExPEC et
principalement chez les UPEC. En effet, cette toxine donne un avantage significatif : elle crée
une exfoliation des cellules de I’urothélium et ainsi une hémorragie. De méme, elle permet une
attaque plus importante des tissus rénaux et ainsi un passage plus facile dans le systéme sanguin,
pour provoquer une septicémie. Enfin, une diminution de la phagocytose est observée lors de sa

production (11, 127, 164, 167, 172, 173).

Le facteur nécrosant cytotoxique 1

Décrite pour la premiére fois par Caprioli et al. (1983), la libération de cette toxine
induisait une altération de la morphologie des cellules eucaryotes (174, 175). La production du
facteur nécrosant cytotoxique | (CNF1) est dirigée par un seul gene cnfl. Chez les UPEC, ce
geéne se situe sur un IPA et tout de suite apres I’opéron de I’a-hémolysine. Méme si la régulation

de son expression n’a pas €té encore précisée, un seul transcrit, contenant les génes de
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I’hémolysine et le géne du CNF1, a été détecté (176, 177). Cette association génétique est trés

conservée parmi les souches criblées (176, 178).

Le CNF1 est retrouvé dans plus d’un tiers des UPEC et prés de 50 % des souches
hématuriques le posséde. C’est un facteur de virulence non négligeable pour la colonisation et
I’invasion des cellules du tractus urinaire (176, 178, 179). 1l augmente les dommages commis
aux tissus par apoptose des cellules les composant. De plus, le CNF1 aide & la survie des
bactéries en diminuant la faculté de phagocytose des leucocytes polymorphonucléaires et la
libération d’espéces réactives de I’oxygeéne. Cela minimisera la réponse inflammatoire aigué
générée par I’hote (175, 176, 180). Son mode d’action est assez complexe, mais sommairement,
le CNF1 entre dans le cytosol de la cellule cible et provoque une activation constitutive des
protéines Rho fixant le GTP. Ainsi, plusieurs fonctions de la cellule seront perturbées comme le

cytosquelette ou encore I’expression d’immunomodulateurs (18, 176, 179).
Les toxines Sat et Vat

La grande famille des autotransporteurs (syst¢tme de sécrétion de type V) décrit des
protéines qui possedent déja toute la machinerie pour pouvoir étre exprimées a I’extérieur de la

cellule bactérienne.

La premiere étape est le recrutement des protéines par la machinerie de sécrétion Sec, au
niveau de la membrane interne, grace a un peptide signal en N-terminal des protéines. Ensuite, la
partie C-terminale des protéines forme des feuillets béta qui s’inséreront dans la membrane
externe de la bactérie, afin de constituer un pore. Enfin, le domaine passager (ici les toxines Sat
et Vat), relié a la partie C-terminale par un domaine de liaison, traversera le pore et se retrouvera
dans I’environnement extracellulaire. Sat et Vat, étant des toxines sécrétées, le domaine de
liaison sera clivé pour les libérer de la cellule. Elles font partie de la sous-famille des SPATE,
pour sérine protéase autotransporteur des Enterobacteriaceae. C’est-a-dire que ces protéines

présentent un motif de sérine ayant une activité protéase (170, 181).

La toxine sécrétée Sat a été découverte en premier lieu chez la souche UPEC CFT073. Elle
posséde une activité cytopathogéne sur les cellules de ['urothélium et des reins. Le géne,
responsable de son expression, est sur un IPA (181). Par I’intermédiaire d’une attaque du
cytosquelette des cellules cibles, Sat induit des modifications et des anomalies de la structure

cellulaire. Cela se traduit par la perte des jonctions cellulaires, la production de vacuoles et une
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disparition spécifique de la membrane glomérulaire (182, 183). Les dommages infligés aux tissus
permettraient une meilleure dissémination des bactéries dans le systéme sanguin. Cependant, les
modeles in vivo n’ont pas encore permis de montrer un role significatif de la toxine Sat dans la

virulence des UPEC (183).

La toxine sécrétée Vat a aussi un effet cytopathogene, par la formation de vacuoles
intracellulaires. Tout comme sat, le géne vat est présent sur un IPA. 1l est reconnu que cette
toxine est importante chez les APEC, méme si son expression a été observée pendant des ITU,

aucune preuve n’a été encore rapportée de sa contribution dans ce type d’infection (170, 184).

Des études phylogénétiques ont montré la forte association de ces deux toxines avec les
groupes phylogénétiques B2 et D, constatés comme étant les groupes de souches EXPEC (185).
Etant donné la conservation remarquable de Sat et Vat parmi les souches UPEC, il est fort
probable que leur role est important pour la virulence. Des investigations plus poussées doivent

étre entreprises pour découvrir leur fonction spécifique dans les ITU.

2.2.4 L’adhésine afimbriaire lha

Chez une souche non adhérente, I’expression de cette adhésine afimbriaire Iui permet
d’exhiber un phénotype d’adhérence sur des cellules de reins et de vessie (186). C’est une
protéine membranaire présente parmi 37 a 55 % des souches UPEC (187, 188). L’adhésine 1ha
est aussi impliquée comme récepteur de I’entérobactine. Malgré le fait que différentes études lui
donnent un rdle dans la virulence des UPEC, le résultat est peut-étre biaisé vu que les mutants,
qui n’expriment plus lha, perdent leur capacité d’adhérence et ont aussi une altération de leur

capacité d’acquisition du fer (18, 189).

2.3 Les fimbriae chez les UPEC

2.3.1 Caracteéristiques générales

De multiples filaments, provenant des bactéries et qui ne correspondaient pas a des
flagelles, ont été observés pour la premiére fois en 1950 (190). Ce n’est que bien plus tard que le
role de ces appendices fut décrit. IIs sont responsables de I’adhérence des bactéries (191). Aprés
la découverte de plusieurs filaments (pilus « sexuels », flagelles, filaments pour I’adhérence),

ayant des propriétés différentes, Ottow (1975) proposa le nom de fimbriae pour tous les
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appendices impliqués dans I’adhérence des bactéries (192). Depuis, seulement dans les familles
majeures de la voie d’assemblage du « chaperonne-usher » et de la voie d’assemblage

alternative, plus d’une soixantaine de fimbriae ont été révélés (193).

Etant des organelles complexes, leur production demande une coordination trés précise
entre le repliement, la sécrétion et I’ordre d’assemblage des protéines qui les composent (194).
Cela passe par quatre grandes voies d’assemblage des fimbriae: comme mentionnée
précédemment, la voie du « chaperonne-usher » est la principale et la mieux caractérisée, la voie
alternative est fortement ressemblante a cette premiére. Il existe aussi la voie de sécrétion

générale et enfin la voie de précipitation nucléaire extracellulaire (195).

La plupart des fimbriae des voies du « chaperonne-usher » et alterne sont composés :
d’une sous-unité mineure, qui fait souvent office de protéine initiatrice de la production du
fimbria et de protéine d’« adhérence » ; d’une répétition de la sous-unité majeure, elle forme le
corps et la longueur du fimbria ; d’une protéine « usher », cette protéine sert de point d’ancrage
aux fimbriae dans la membrane externe et elle permet I’exportation des sous-unités a I’extérieur
de la bactérie ; d’une chaperonne, elle est responsable du repliement des protéines dans le

périplasme et de I’apport des sous-unités vers I’usher pour I’assemblage du fimbria (Fig. 8) (26).

Les fimbriae sont des acteurs importants pour [’établissement et le maintien de I’infection.
Ils médient I’interaction entre I’hote et le pathogéne, en se fixant sur des récepteurs spécifiques
au niveau des cellules de I’h6te (195). Outre leur role principal d’adhérence, il est reconnu qu’ils
peuvent étre impliqués dans I’invasion des cellules et la formation des biofilms (81, 193). Les
fimbriae primordiaux chez les UPEC sont les fimbriae Type 1 et les fimbriae P (26, 127, 193-
196). Mais plus d’une dizaine de clusters de geénes, codant pour des fimbriae, peuvent étre
retrouvés chez les bactéries uropathogénes. Par conséquent, cela demande une synchronisation
dans I’expression de chacun des fimbriae qui dépendra, principalement, de I’environnement.
C’est ce qu’on appelle la variation de phase (127). De plus, le fait d’avoir une population mixte
de bactéries, ayant des états de variation de phase différents, permet d’avoir toujours une sous-
population avec le meilleur phénotype pour répondre a un changement brusque d’environnement

(197).
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Figure 8 : Modé¢le de ’assemblage du fimbria Type 1 par la voie du « chaperonne-usher »
La protéine FimH est I’adhésine, elle reconnait les récepteurs a la surface des cellules de I'h6te. Les protéines FimG
et FimF servent comme des connecteurs entre FimH et le corps du fimbria composé d’une répétition de la sous-unité
majeure FimA. FimD est la protéine « usher » et enfin FimC est la chaperonne. Ces protéines sont sécrétées au
niveau du périplasme grice au systéme Sec. Abbréviation : s-u pour sous-unité ; ME pour membrane externe ; Ml
pour membrane interne. Modifiée de Nishiyama et al. (2005) (198).

2.3.2 Classification

Comme expliqué dans le chapitre « 1.1.2: Classification sérologique », les fimbriae
peuvent étre distingués selon leur groupe sérologique (25). Cela passe par une agglutination des
bactéries par différents anticorps monoclonaux, spécifiques a un groupe sérologique. Par contre,
ce classement s’applique exclusivement a E. coli et non pas aux autres Enterobacteriaceae. Par
exemple, le fimbria P compte 12 groupes sérologiques : F7 a F16, F40 et F48. Ou encore, des
fimbriae représentent seuls un groupe sérologique. Cette technique est trop spécifique a la
séquence : plusieurs groupes sont attribués au fimbriae P alors que génétiquement et
phénotypiguement ‘trois ‘types sont connus uniquement. De plus, les bactéries expriment plus
qu’un type de fimbria a leur surface et en des temps différents, ce qui complique la détermination

des groupes sérologiques (26).
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En 1966, Duguid et al. (1966) proposa une classification des fimbriae, selon leur
morphologie et leur fonction, basée sur I’hémagglutination. Il différencia sept types de fimbriae
(incluant le pili sexuel F). Ainsi, le type 2 ne provoque pas d’hémagglutination, mais ressemble
morphologiquement au type 1 ; le type 3 induit une hémagglutination mannose résistante des
érythrocytes traités avec I’acide tannique, etc (199). Malgré une mise a jour effectuée par Ottow
(1975), les analyses génétiques ont démontré que cette classification est trop arbitraire et
empirique pour étre utilisée (192). Cependant, des reliquats subsistent tel que la nomenclature

pour les fimbriae codés par le cluster fim, nommé encore les fimbriae Type 1 (26).

Avec I’avénement de la génétique et du séquengage, d’autres classifications ont vu le jour.
C’est le cas notamment, des classements basés sur les séquences des sous-unités majeures et sur
les mécanismes d’assemblage des fimbriae (26). Mais tous ces classements ne décrivent pas
toute la diversité de morphologies et de fonctions des fimbriae, qui font partie de la voie
d’assemblage du « chaperonne-usher » et de la voie alterne. L’étude de Nuccio e al. (2007)
propose de clarifier cette diversité en utilisant la séquence des protéines usher. En effet, les
fimbriae peuvent étre composés de plusieurs sous-unités majeures. Par ailleurs, elles sont
beaucoup plus sujettes aux mutations, étant donné qu’elles sont en contact direct avec le systéme
immunitaire. Donc cela pose un probléme pour la classification par cette méthode. En revanche,
les fimbriae possédent seulement une seule protéine wsher conservée, qui de plus, n’est pas
accessible aux défenses de I’hote. Ce qui en fait un classement plus précis dans la représentation

de la relation phylogénétique des fimbriae de ces voies d’assemblage (200).
2.3.3 Les fimbriae Type |

C’est le fimbria le plus commun chez E. coli. Plus de 70 % des souches posséde le cluster
de génes fim (201, 202). Comme une grande majorité des fimbriae exprimés chez E. coli,
I’assemblage des fimbriae Type 1 (et des fimbriae P) passe par la voie du « chaperonne-usher »
(Fig. 8). Donc dans le cluster fim, tous les génes nécessaires a sa production sont présents (Fig.
9). C’est a dire : fimA, situé au début de I’opéron fim, code pour la sous-unité majeure ; fimC, est
le géne de la chaperonne ; fimD, exprime I’usher ; fimF et fimG sont des protéines qui lieront
entre eux FimA et ’adhésine FimH (provenant du géne fimH) (196, 203-209). Le geéne fim/ ne
posséde, a ce jour, aucun réle défini dans la production du fimbria Type 1. Malgré cela, plusieurs

observations ont été effectuées. Par exemple, la protéine est exportée dans le périplasme et la
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délétion du geéne fiml inhibe totalement I’expression des fimbriae Type 1. De plus, chez
Salmonella enterica, cette protéine joue le role de terminateur de 1’élongation du fimbria, elle
posséde la méme fonction que PapH (voir le chapitre suivant) et aurait peut-étre le méme role
chez Escherichia coli (210, 211). Les génes fimB et fimE sont impliqués dans la régulation de
I’expression du fimbria et ne font pas partie de I’opéron fim (voir le chapitre « 2.3.5 : Régulation

de leur expression ») (212-214).

I_T‘
|
3.

Figure 9 : Schéma du cluster de génes fim
Chaque fléche de couleur représente un géne du cluster fim. Les couleurs reprennent celles de la figure 8. fimBE sont
des génes de régulation, ils possédent chacun un promoteur (représenté par une fine fléche noire) ; fimd pour la
sous-unité majeure : fim/ code pour une protéine qui aurait le rdle d’ancrage et de terminateur (voir le texte pour
plus d’explications) ; fimC pour la chaperonne ; fimD pour 'usher ; fimFG codent pour les protéines de liaison et
enfin fimH pour I’adhésine. La taille des fléches est dépendante de la taille des génes et de la région génomique
représentée.

Les fimbriae Type 1 ont une longueur pouvant aller jusqu’a 2 um et un diameétre de 6 a
7 nm (195, 201, 213). Le corps des fimbriae est sous forme d’hélice et est composé seulement
d’une répétition de la sous-unit¢é majeure FimA (195, 201, 209). Les protéines FimFGH
provoquent I’initialisation de I’extension du fimbria et se retrouvent au sommet. En effet, pour
toute la famille fimbriaire de la voie du « chaperonne-usher » (et de la voie alterne),
I’assemblage s’effectue par la base du fimbria. Donc, la production commence par I’adhésine
FimH, puis vient le tour des protéines FimFG et de la protéine FimA (204, 207, 215). Aucune
énergie, telle que ’ATP, n’est nécessaire pour I’assemblage et I’extension du fimbria (216). La
protéine FimH est responsable de la spécificité de la fixation du fimbria aux récepteurs
mannosylés. Elle reconnait les structures ayant des groupements D-mannose (196, 201, 205). 11 a
été démontré que les bactéries, exprimant les fimbriae Type 1, se fixeront sur plusieurs
récepteurs, notamment, [’uroplakine Ia présente a la surface de la premiére couche cellulaire

dans la lumiére de la vessie, le collagéne de type I et IV, la laminine et la fibronectine (202, 217).

Toutes les protéines structurales de ces fimbriae sont sécrétées dans le périplasme par le

systéme Sec. Ce qui demande la présence d’un peptide signal sur chacune des séquences natives
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(195, 203, 209, 216). La protéine chaperonne FimC est composée de deux domaines de types
immunoglobulines et & un réle important (avec FimD) dans la fabrication du fimbria (194, 195,
203). En effet, lors de la sécrétion des protéines par le syst¢tme Sec et par reconnaissance de
séquences en C-terminale et N-terminale, la chaperonne va directement prendre en charge ces
protéines. Ceci étant afin de pouvoir effectuer le relargage effectif dans le périplasme, par le
systeme Sec (195, 216). La formation des complexes avec la chaperonne empéche la formation
d’agrégats des sous-unités dans le périplasme, ainsi que leur dégradation par des protéases. La
premiére fonction pour la protéine FimC est, bien entendu, le repliement des protéines, pour
qu’elles adoptent leur configuration tertiaire. En effet, elles sont sécrétées de fagon linéaire dans
le périplasme (203, 216). Passé toutes les étapes de sécrétions et repliements, les protéines
structurelles sont prétes & étre prises en charge par la protéine usher FimD. Une forte interaction
se produit entre I’usher et le complexe chaperonne-protéine. La partie N-terminale de 'usher va
reconnaitre la chaperonne chargée, s’ensuit une modification de sa conformation spatiale pour
permettre le transfert de la protéine chargée par la chaperonne a I'usher et ainsi faire
I’assemblage du fimbria (195, 198, 216, 218). Un fait intéressant c’est quand absence de FimC,
la protéine PapD (des fimbriae P) peut la remplacer dans I’assemblage du fimbria Type 1 (203).
Les protéines structurelles passent & travers ’usher, qui forme un pore de 2 a 3 nm, de fagon
linéaire : la taille du pore est trop petite pour faire traverser la membrane externe a une hélice de
sous-unités majeures d’un diamétre de 6 nm. En somme, I’hélice se forme a I’extérieur de la
cellule bactérienne (195, 219). Enfin, la taille du fimbria dépend essentiellement de la
concentration en sous-unités présentes dans le périplasme. De méme, le nombre de fimbriae
exprimés dépend du nombre de protéines FimFGH disponibles pour I’initialisation de la

production (195).

Les fimbriae Type 1 sont essentiels dans la virulence chez les UPEC. Le récepteur D-
mannose est présent a la surface de la plupart des cellules de la vessie (11, 220, 221).
L’adhérence des bactéries aux cellules de I’hdte entraine une réponse inflammatoire, ainsi
qu’une exfoliation des cellules et leur apoptose. C’est I’un des mécanismes primaires du systéme
immunitaire inné (73, 222). De plus, I’invasion des UPEC, dans les cellules de la vessie, est
médiée par ces fimbriae. La fixation de FimH provoque un réarrangement du cytosquelette des
cellules de P’urothélium. Ainsi, les E. coli seront en mesure de former des communautés

bactériennes intracellulaires (CBI). Ceci expliquerait la récurrence des ITU chez la femme par
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les mémes clones : la formation des CBI protége les bactéries de I’attaque du systéme

immunitaire et de la prise d’antibiotiques (73, 80, 127, 218).
2.3.4 Les fimbriae P

Le nom de ces fimbriae vient tout simplement du fait qu’ils sont fortement associés aux
souches causant des pyélonéphrites. De 70 a 80 % des UPEC responsables des ITU séveres
posseédent ces fimbriae, contrairement aux bactéries fécales (19 %), aux bactéries des BAS
(24 %) et a celles des cystites (36 %) (11, 223, 224). De plus, les isolats des personnes souffrant
d’une infection systémique par E. coli sont souvent porteurs du cluster de génes pap, codant pour
ces fimbriae. En effet, les infections systémiques sont couramment précédées d’une

pyélonéphrite (225).

La morphologie des fimbriae P est trés semblable a celle des fimbriae Type 1, avec un
diamétre de 5 & 7 nm et une longueur variant de 0,5 4 2 pm (225). Onze genes sont impliqués
dans la formation et I’expression des fimbriae P. Ils proviennent certainement d’un transfert
horizontal de génes, vu qu’ils se situent sur un IPA (226). Etant donné que la voie d’assemblage
est la méme que pour les fimbriae Type 1, les fonctions pour la plupart des génes du cluster pap
sont les mémes que pour les génes du cluster fim. Par exemple, papD expriment la protéine
chaperonne ; papC I'usher ; papA, la sous-unité majeure et forme le corps des fimbriae ; les
génes papEF servent a la production de deux protéines effectuant le lien entre PapG (I’adhésine)
et I’hélice produite par PapA (11, 194, 227-232). Contrairement aux fimbriae Type 1, les
fimbriae P possédent une protéine (PapH) qui médie I’allongement des fimbriae et sert d’ancrage

(233).

Les fimbriae P reconnaissent spécifiquement des glycosphingolipides & la surface des
cellules de I’hdte. Mais il existe trois variantes de I’adhésine PapG, qui distinguent des
récepteurs légérement différents, particuliérement pour les groupements voisins en position
distale ou proximale au disaccharide de galactose (234, 235). La fixation des fimbriae sur ses
récepteurs entrainera une libération de céramide de leur partie lipidique. Cette molécule se fixe
sur les TLR4, ce qui induira une production de cytokines, de chémokines et un recrutement de
neutrophiles au site de I’infection. Cela va inévitablement aboutir & des dommages aux tissus dus
a la réponse inflammatoire (226, 236). En raison de la prédominance des récepteurs pour les

fimbriae P au niveau des reins (principalement pour le variant II), ¢’est surtout a cet endroit que
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les dommages sont les plus importants (226). De plus, une étude a montré la faible implication
des fimbriae P dans la colonisation de la vessie (202). C’est donc un facteur de virulence

important pour les souches menant a des pyélonéphrites, voir des septicémies.
2.3.5 Régulation de leur expression

Chez une méme souche pathogéne, prés de 10 clusters de geénes, codant pour des fimbriae,
peuvent étre retrouvés dans son génome (237). Pour éviter des interférences entre les différentes
structures fimbriaires et pour répondre correctement a I’environnement de la bactérie, une
régulation fine et croisée entre les fimbriae est nécessaire. Par exemple, deux mécanismes
différents de régulation sont a I’ceuvre pour les fimbriae Type | (réarrangement de séquence

ADN) et pour les fimbriae P (régulation épigénétique).

Régulation d’expression des fimbriae Type 1

La variation de phase pour les fimbriae Type | est assez radicale dans le sens que pour
réprimer la production du fimbria, c’est directement une séquence de 314 pb, appartenant au
promoteur de fimA, qui se « retourne » et donc inactive le promoteur (Fig. 10) (238, 239). Ce
réarrangement d’ADN est sous I’égide de quatre recombinases. FimB peut effectuer le
changement de la phase ouverte & la phase fermée ou inversement. Malgré la forte homologie
avec cette derniére, la recombinase FimE, quant a elle, fait le changement de la phase ouverte a
la phase fermée seulement (11, 212, 238, 240, 241). Ceci est dii a une plus grande affinité pour la
séquence de reconnaissance quand le promoteur est en phase ouverte (242). De plus, par la
stabilisation de transcrits lorsque le fimbria est en phase ouverte, une plus grande production de
protéines FimE est observée. Ces recombinases reconnaitront deux séquences répétées inversées
(SRI) de 9 pb. Ces SRI se situent aux extrémités du fragment de 314 pb (243). Les deux autres
recombinases, indépendantes de FimB et FimE, impliquées dans le réarrangement d’ADN sont :
IpuA, elle posséde les mémes attributs que FimB (activité « phase ouverte & fermée » et « phase
fermée a ouverte ») et IpbA change la phase de fermée & ouverte uniquement. Mais ces deux

recombinases ne sont pas présentes chez toutes les souches d’E. coli (244, 245).

En plus de la régulation effectuée par les recombinases, plusieurs protéines vont interagir
avec la variation de phase. C’est le cas notamment de la protéine H-NS qui réprime la production
de Type 1, contrairement aux protéines Lrp et IHF qui régulent positivement I’opéron fim (246,

247). Egalement, par des mécanismes non encore élucidés, des facteurs environnementaux
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peuvent modifier I’expression des fimbriae : le fait de faire croitre une culture bactérienne de
fagon statique et avec un pH basique, d’avoir une température autour de 37 °C ou encore
d’utiliser un milieu minimal plutét qu’un milieu riche augmentera sa production (247-252).
Enfin, les expressions de flagelles et du fimbria Type 1 ne sont pas mutuellement exclusives,
malgré leur réle opposé. L’augmentation de I’expression de Type | affecte I’expression des

flagelles en la diminuant. Cependant, I’inverse n’est pas observé (253, 254).
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Figure 10 : Schéma de la régulation de la variation de phase du fimbria Type 1 par les recombinases
La position relative des promoteurs (fléches blanches), des génes (rectangles blancs) et des SRI (triangle blanc et
noir) sont représentés. L’inversion du fragment entre les SRI est médiée par plusieurs recombinases : FimB, IpuA,
IpbA et FimE. Chacune favorisant un sens particulier de la réaction (sauf pour FimB et IpuA) (fléches noires). La
phase « ON » pour la phase ouverte et la phase « OFF » pour la phase fermée. Modifiée et mise a jour de van der
Woude ef al. (2004).

Régulation d’expression des fimbriae P

Contrairement aux fimbriae Type 1, les fimbriae P sont régulés de fagon épigénétique
(255). C’est une modification de la méthylation de deux sites « GATC » et une différence de
fixation de plusieurs protéines qui détermineront la phase ouverte ou fermée du promoteur de

PPopéron pap (Fig. 11).

La variation de phase du fimbria P repose sur un équilibre entre la méthylation des deux
sites « GATC » (GATC 1 et GATC II) par la protéine Dam, la fixation de la protéine Lrp, qui est
elle-méme modifiée pour son affinité avec les sites « GATC » par la protéine Papl et ’action des
protéines PapB et CAP. Lorsque Lrp est fixée sur le site GATC Il, la variation de phase est

fermée. Cet état est conservé par la méthylation du site GATC 1 par Dam (diminution de
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I’affinité de Lrp pour le site, en présence de groupements méthyles). Le changement de phase
peut s’effectuer lors de la réplication de I’ADN, ou il est hémiméthylé. En effet, quand le site
GATC I n’est pas méthylé, le complexe Lrp-Papl pourra se fixer sur ce site et ainsi procéder a
I’expression de I’opéron pap. Par Papl, Lrp a plus d’affinité pour le site GATC 1. De méme, la
méthylation du site GATC II permet la conservation de cet état de phase. Les protéines CAP et

PapB augmentent la stabilité de la phase ouverte en se fixant sur I’ADN (243, 255-260).

Par ailleurs, la production des fimbriae P est aussi régulée par : la température, le mode de
culture (bouillon versus gélose, statique versus agité), le pH, la source de carbone et la

concentration pour certains acides aminés (11, 243, 255, 260).
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Figure 11 : Schéma simplifié de la régulation de la variation de phase du fimbria P
La position relative des promoteurs (fléches blanches), des sites « GATC » et de leur méthylation (Met), des génes
(carrés blancs) et des protéines impliquées dans la variation de phase (cercles et triangle) est représentée sur cette
figure. La phase « ON » est pour la phase ouverte et la phase « OFF » pour la phase fermée. Le changement
s’effectue par la différence de méthylation des sites GATC I et GATC I, ainsi que par la fixation de la protéine Lrp
et de I’action des protéines Papl, PapB et CAP. Modifiée de van der Woude et al. (2004).

La régulation croisée ou « cross-talk »

Il est trés important pour la bactérie d’exprimer les adhésines en fonction de la niche
colonisée. En effet, dans le cas d’une ITU, c’est plus de quatre types de tissus qui sont rencontrés
et donc une multitude de récepteurs différents présents a la surface des cellules. Le fait
d’exprimer un type de fimbriae & un certain moment de I’infection plutdt qu’a un autre permet

une optimisation de la colonisation. De plus, le fait de ne pas produire a la surface tous les types
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de fimbriae évite les interférences physiques entre les structures et permet un emploi optimal de
fimbriae distincts. Enfin, les fimbriae étant des structures qui se trouvent a la surface de la
bactérie, ils sont reconnus par le systéme immunitaire de I’héte. Par conséquent, une diminution
de leur production induit une réaction du systéme immunitaire modérée. Il existe donc une
hiérarchisation de I’expression des fimbriae (243, 254, 261). Par exemple, la protéine PapB, du
fimbria P, augmentera I’expression du géne fimE. Or, la protéine FimE est reconnue pour
changer I’état de la variation de phase de la position ouverte a la position fermée. C’est donc une
régulation directe de I’expression des fimbriae Type 1 par des protéines impliquées dans la

production des fimbriae P (243, 254).

2.3.6 Comparaison des familles fimbriaires de la voie du « chaperonne-usher » et de la voie

alternative

La voie alterne d’assemblage est un exemple d’évolution convergente avec la voie
d’assemblage classique du « chaperonne-usher » (262). D’un point de vue mécanistique
générale, il n’y a pas de grandes différences entre ces deux voies. Les fimbriae, faisant partie de
cette famille (CFA/I, CS, Tcf, Cbl...), possédent le strict minimum pour leur production (200,
263, 264). Soit une protéine chaperonne, une protéine usher, une sous-unité majeure et une sous-
unité mineure (26). De plus, leur organisation génétique est différente des fimbriae Type 1 et P :
Pordre des génes est chaperonne/sous-unité majeure/usher/sous-unité mineure. Par ailleurs,
aucune des séquences de reconnaissance pour la chaperonne et des domaines de liaisons,
conservés chez Type 1 et P, ne sont retrouvés chez cette famille fimbriaire. 1ls possédent des
domaines et séquences qui leur sont uniques (200, 262). Enfin, la protéine chaperonne est
nécessaire a la stabilisation de P'usher. Ce qui n’est pas le cas dans la voie classique

d’assemblage (26, 195).
2.3.7 Les autres types de fimbriae importants pour les ITU

Outre les fimbriae principaux, Type 1 et P, deux autres types d’adhésines sont importantes
chez les UPEC. Tout d’abord, la famille d’adhésines Dr regroupe plusieurs fimbriae et adhésines
non fimbriaires (11). Leur récepteur est I’antigéne Dr, composant du facteur DAF qui est
retrouvé sur plusieurs types de tissus comme les érythrocytes et les cellules du tractus urinaire
(11, 265-268). D’ailleurs, c’est jusqu'a 50 % des souches UPEC, provoquant des cystites, qui

possédent le cluster de cinq génes permettant I’expression de I’hémagglutinine Dr (11, 202). Ces
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fimbriae permettent une invasion des cellules épithéliales de la vessie. C’est pourquoi, ils sont

fortement impliqués dans la récurrence des ITU (202, 269).

Le deuxiéme fimbria est F1C. Il médie surtout I’attachement des bactéries aux cellules des
tubules rénaux et aux érythrocytes (11, 202, 270). Par la fixation des fimbriae a ces récepteurs,
un relargage d’interleukine 8, cytokine de la réponse inflammatoire, est effectué. Par conséquent,
il joue un réle important dans I’inflammation des tissus rénaux et donc dans I’établissement et
I’entretien des pyélonéphrites (271). Un fait intéressant & noter est I’observation d’un échange de
composants entre les fimbriae F1C et les fimbriae Type 1. En effet, plusieurs études ont montré
la création d’hybrides entre ces deux fimbriae, par I’utilisation de sous-unité mineure des deux

systémes fimbriaires (272, 273).
2.3.8 Conclusion sur les fimbriae

Comme décrits tout au long de ce chapitre, les fimbriae ont un rdle essentiel dans la
virulence des souches UPEC. Chaque systéme fimbriaire aura un réle particulier, en
reconnaissant des récepteurs spécifiques et en étant exprimé a des moments différents de
I’infection. Ceci demande une régulation fine et croisée entre ces fimbriae. Cette faculté¢ a
exprimer de fagon séquentielle les fimbriae explique la capacité des bactéries a coloniser des
niches aussi différentes. Cela passe notamment par les signaux environnementaux qui sont captés
par les bactéries. Etant donné la multitude des systémes fimbriaires, beaucoup de ces systémes
n’ont pas été encore caractérisés. Découvrir et clarifier leur role permettra de dresser un schéma

complet de toutes les étapes d’une ITU et des mécanismes en jeux.

3 L’arginine et le régulateur ArgR

La L-arginine fait partit des dix plus abondants acides aminés, en terme de quantité par
cellule, chez Escherichia coli. Outre le fait qu’il est I’un des vingt acides aminés essentiels qui
composent I’ensemble des protéines, il joue un rdle de stockage de I’azote (274), étant I’acide
aminé qui posséde le plus de groupements amines. Ainsi, il minimise I'impact osmotique de
I’azote et permet sa mobilisation efficace (275). Par la voie des succinyltransférases, I’arginine
peut étre aussi utilisée par les bactéries comme seule source d’azote dans un milieu pauvre (276).

Il possede d’autres réles connexes comme, la modification des phosphatidylglycéroles par
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I’intermédiaire de I’ornithine (277), la résistance a I’acide (278) ou encore comme composant

d’un peptide signal (279).

La synthése de novo de I’arginine se fait a partir du glutamate, lui-méme appartenant au
cycle de Krebs et du carbamoylphosphate. Différentes enzymes, au nombre de huit, sont
impliquées dans cette synthése. Ces enzymes sont codées par le régulon de I’arginine (280), qui
est composé de 26 génes ayant un rapport avec le métabolisme de I’arginine. La plupart de ces
genes codent pour les enzymes de synthése, mais seulement une partie est sous forme d’opéron.
Ce qui differe de ce que I’on peut observer pour la plupart des voies métaboliques. De plus,
I’arginine régule ces génes par I’intermédiaire du régulateur transcriptionnel principal argR (280-
284). La fixation de I’arginine active la protéine ArgR, qui va, a son tour, se fixer sur les
séquences ARG (285, 286) présentes au niveau des différents promoteurs des génes du régulon

de I’arginine (287-289) et ainsi réguler négativement, dans la plupart des cas, leur expression.

3.1 Les différentes sources d’arginine

La bactérie Escherichia coli a différentes maniéres d’acquérir I’arginine : elle peut soit

I’importer directement via des transporteurs membranaires, soit le synthétiser de novo.
3.1.1 Le transport de |'arginine

I existe, a ce jour, trois transporteurs différents de I’arginine, qui présentent chacun des
caractéristiques qui leur sont propres, notamment pour leur affinité avec I’arginine, leur
régulation et leur activité. L’un des tout premiers transporteurs découverts et caractérisés fut le
systéeme de transport LAO, pour Lysine Arginine et Ornithine (290, 291). Le second fut le
systtme de transport AO, pour Arginine et Ornithine (292-294). Un troisiéme et dernier
transporteur, spécifique & I’arginine, fut caractérisé bien plus tard (295), malgré les différentes

preuves de son existence (294, 296).

Bien que ces transporteurs posseédent des caractéristiques physico-chimiques différentes, ils
sont basés sur la méme structure que les transporteurs ABC (« ATP-Binding Cassette ») (297).
C’est-a-dire qu’ils sont composés : de deux protéines perméases qui s’insérent dans la membrane
interne ; une protéine qui s’associe en dimére, responsable de I’apport énergétique par
Phydrolyse de P’ATP (298-301) ; et enfin une protéine qui fixe le substrat, sois ici un ou des
acides aminés (302, 303) (Fig. 12).
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Figure 12 : Schéma des trois transporteurs de arginine chez Escherichia coli.

Tirée de Caldara et al. (2007) avec autorisation. Les fléches indiquent la direction de transcription des génes. Les
boites vides indiquent des sites de fixation pour ArgR (302).

Le systéeme de transport LAO

Ce systéme a une forte affinité avec I’arginine (290, 304), mais il est plus particulierement
utilisé lors d’une carence en azote (276, 305). 1l est composé de quatre protéines (303) : HisQ et
HisM qui compose la sous-unité membranaire ; HisP, associé en dimeére et au complexe HisQM,
fournit I’énergie au systéme par 1’hydrolyse de I’ATP (299, 300, 306) et elle est située du coté
périplasmique de la membrane (307) ; et enfin la protéine qui est responsable de la spécificité du
transporteur pour les acides aminés LAO, ArgT (308). 11 est a noter que le complexe HisQMP est
aussi employé pour le transport de I’histidine via HisJ (308, 309), ceci peut s’expliquer par le fait
que la protéine ArgT et HisJ proviennent d’une duplication d’un seul et méme géne ancestral
(309, 310). Ce systéme de transport est codé par les genes hisJOMP et argT (309, 311-314) (Fig.
12) et ils font partie du régulon de I’arginine, sauf pour argT (287, 302).




Le systéme de transport LAO est principalement utilisé par la bactérie quand elle est en
état de carence d’azote. En effet, les génes argT et his/JOMP sont sous le contrdle d’un activateur
transcriptionnel NtrC (305), qui est lui-méme activé lors de la carence en azote (315). Ce

systeme lui permet donc d’utiliser I’arginine comme seule source d’azote (308, 316).

Le systeme de transport AO et le systéme de transport spécifique a ’arginine

Ces systémes partagent le méme complexe protéinique ArtPQM. Ces protéines sont assez
similaires aux protéines du systéme LAO (295): ArtQ et ArtM formeraient la sous-unité
membranaire et la protéine ArtP, qui se situe au niveau du périplasme (295) et associée en
dimeére, fournira I’énergie au systéme par I’hydrolyse de I’ATP (298, 299, 301). De méme que
HisJ et ArgT, ArtJ et Artl font la spécificité des systémes par la fixation de leur ligand soit
I’arginine et I’ornithine pour Artl (292-294, 302, 317) et I’arginine pour Art] (290, 294-296). Le
systtme AO a une plus faible affinité contrairement au systéme de transport spécifique pour
I’arginine. Par conséquent, & une concentration supérieure & 10 M, c’est le systéme avec la plus

faible affinité, soit par Artl, qui est privilégié¢ (284).

Ces protéines ont été récemment définies comme le résultat de la transcription des génes
artPIOM et artJ (292, 295, 302, 317-319). De méme que pour les génes codant pour le systéme
LAOQ, ils sont tous sous le contrdle du régulateur transcriptionnel ArgR (Fig. 12) (287, 302). De
plus, il a été observé une augmentation de I’expression de art/, lorsque les bactéries sont
cultivées en urine. Ceci indiquerait que I’arginine est importante pour la virulence des UPEC et

que, surtout, I’arginine est en faible quantité dans le tractus urinaire (320).
3.1.2 La synthése de novo de |’arginine et sa dégradation

Les voies de synthése et de dégradation de I’arginine ont été depuis longtemps étudiées et
caractérisées. Contrairement a la majorité des procaryotes et quelques eucaryotes, Escherichia
coli ne posséde pas I’enzyme de dégradation de I’arginine qui lui permettrait d’accomplir le
cycle de I’'urée. Néanmoins, I’arginine joue un role majeur dans le stockage de I’excés d’azote

75).

La biosynthése de I’arginine se décompose en deux voies principales (Fig. 13) : la premiére
consiste en la production ou modification du glutamate, la seconde par la transformation de la

glutamine en carbamyl-phosphate. Ces deux voies se rejoignent ensuite pour former la citrulline
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et enfin I’arginine. Plusieurs des intermédiaires peuvent étre directement importés par la bactérie.
C’est le cas notamment du glutamate et de I’ornithine (304, 321, 322).

Tous les génes, qui codent pour les protéines responsables de la production d’arginine a
partir de glutamine, font partie du régulon de I’arginine. C’est un systéme de rétrocontrole

négatif dirigé par ArgR (280, 282-284, 322).

11 existe différentes voies de dégradation de I’arginine, mais une seule est notable par le fait
que les génes codant pour les protéines enzymatiques, font aussi partie du régulon de I’arginine.
C’est la voie des AST (Fig. 13). Cependant, I’arginine avec ArgR, va réguler positivement
I’expression de ces génes. En effet, la voie des AST est utilisée pour la production d’azote et de
glutamate, lorsque la cellule est en carence d’azote, mais sur un milieu contenant de I’arginine

(276, 308, 316, 323).

Finalement, I’arginine, par son catabolisme, est un précurseur d’un grand nombre de
composants essentiels a la bactérie. Notamment la putrescine qui est utilisée comme source de

carbone et d’azote ou encore le succinate pour une chaine respiratoire (322).
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Figure 13 : Biosynthése de Parginine et son catabolisme par la voie des AST

Le nom des protéines enzymatiques, effectuant la biosynthése de I’arginine, est noté en vert ; le nom des protéines
enzymatiques, effectuant le catabolisme, est noté en rouge. Chaque molécule produite est en noir.
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3.2 La protéine ArgR

La protéine ArgR (281) est le régulateur principal du régulon de I’arginine (280, 324). Les
principaux génes retrouvés dans ce régulon sont impliqués dans le transport et le métabolisme de
I’arginine. Cette protéine agit, majoritairement, comme un régulateur négatif. Pour cela, elle se

fixera sur des séquences de régulation situées en amont des génes.
3.2.1 Structure et site de reconnaissance de ArgR

Découverte initialement comme un répresseur de la voie de biosynthése de I’arginine, la
protéine ArgR se présente sous forme hexamérique (325) et est stabilisée par I’arginine, afin de
I’activer (286, 326, 327). Ceci est particulier, car la majorité des protéines qui se fixent 8 I’ADN,
chez les procaryotes, sont sous forme de dimere et occasionnellement en trimére ou tétramére. La
quantité¢ de cette protéine est assez variable du fait que plusieurs facteurs peuvent induire ou

réprimer sa production. Les estimations varient de 40 a 200 hexaméres par cellule (322, 328).

La protéine ArgR reconnait spécifiquement une séquence ADN riche en bases A et T sous
forme d’un palindrome imparfait : les séquences ARG (285). Elles se composent d’une séquence
de 18 nucléotides, mais n’ont pas une identité parfaite lorsqu’on compare les séquences présentes
chez les génes du régulon. En revanche une séquence consensus peut se détacher :
WNTGAATAAWAATNCANT (ou W = A ou T et N = n’importe quelle base). Pour que la
protéine puisse se fixer, elle a besoin de la coopération de deux séquences ARG, séparées
communément de 3 pb (329, 330) et que ces deux séquences sont alignées sur la méme face de la
double hélice d’ADN (288, 289). 11 est possible que ArgR ne reconnaisse qu’une seule séquence
ARG, toutefois I’affinité de la protéine pour I’ADN sera grandement diminuée de prés de 100
fois (288, 289, 324, 331). C’est le cas notamment du géne argG qui posséde deux séquences
ARG constitutives et une séquence située plus en amont du géne (289, 324, 329). Généralement,
une des deux séquences chevauche la région -35 du promoteur, ainsi le complexe ADN-ArgR
couvre la séquence de Pribnow et le site d’initiation de la transcription (286, 288, 289, 326, 332).
Cela incite & penser que ArgR joue son rdle de régulateur négatif par le principe
d’encombrement stérique avec, dans ce cas, ’ARN polymérase (302, 322, 332). Pour les
séquences ARG qui sont plus éloignées du début de la transcription, la fixation de ArgR sur
I’ADN provoque un changement de conformation du promoteur et donc diminue I’affinité de

I’ARN polymérase pour I’ADN, ou encore, peut inhiber I’interaction d’un activateur de la



transcription avec sa séquence spécifique (302, 321). Cependant, dans le cas de la régulation des
genes de la voie des AST, ou ArgR induit leur activation, les séquences ARG sont positionnées

de telle fagon que cela facilite I’interaction de I’ARN polymérase avec I’ADN (323).

3.2.2 Fonctions de ArgR

Régulation des génes métaboliques de 'arginine et de son transport

En premier lieu, c’est en observant la répression catabolique par {’arginine que Maas ef a/
et Gorini et al. ont attribué a un facteur R, dénommé plus tard comme la protéine ArgR, le réle
de régulateur métabolique (280, 282-284, 333). En effet, par I’ajout d’arginine dans le milieu, ils
observérent une répression de différentes enzymes impliquées directement dans la synthése de
I’arginine, comme [’ornithine transcarbamylase (325). Plusieurs séquences ARG ont pu étre
mises en évidence par des expériences d’empreintes ADN sur tous les génes de biosynthése
(288, 289, 321). De méme, les génes du transport de 1’arginine et de son catabolisme par la voie

des AST ont été reconnus comme faisant partie du régulon de I’arginine (287, 302, 323, 329).

Il est a not¢é que ArgR réprime sa propre synthése, toujours par I’intermédiaire de
séquences ARG (285, 287, 325). Mais sa régulation est plus fine. En effet, le géne argR est sous
le controle de deux promoteurs différents. Le promoteur le plus proche du site de traduction
possede les séquences ARG, contrairement au deuxiéme promoteur situé plus en amont (285,
327). Il n’y a, par contre, pas encore d’explication, démontrée expérimentalement, sur le fait que
la protéine ArgR, lorsqu’elle inhibe le premier promoteur en se fixant sur I’ADN, n’interfére pas
avec la transcription provenant du second promoteur. Néanmoins, une hypothése peut Eétre
émise : I’existence d’une balance entre la quantit¢ d’ARN polymérase et de régulateur ArgR

actif. Ceci expliquerait la production d’un minimum de ArgR.

L’exception du répresseur chez Escherichia coli B

La souche B d’Escherichia coli posséde un alléle différent du geéne argR (noté argRp et
ArgRB pour la protéine) (334), qui ne différe, dans la séquence traduite, que d’un seul et unique
acide aminé en position 70. Ce seul changement d’acide aminé donne des propriétés physico-
chimiques a la protéine ArgR légérement différentes comparées a celle de la souche K-12, par
exemple. En absence d’arginine, ArgRB a une grande affinité pour I’ADN alors qu’en présence
cette affinité diminue, donc ArgRB est active sous ses deux formes : liée et non liée a I’arginine.

Ceci est le contraire de ce qui est observé habituellement, ou I’arginine active et accroit I’affinité
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de la protéine pour I’ADN. Par conséquent, argR; code pour une protéine se comportant comme

un super-répresseur (327).

Réles annexes de ArgR

Outre les régulations des génes directement en lien avec le métabolisme de I’arginine,
ArgR intervient aussi dans la synthése des protéines par I’intermédiaire du géne metY. Ce géne
code pour I’un des quatre ARN de transfert qui sont requis pour I’initiation de la synthése des
protéines. Cependant, ArgR réprime cet ARNt seulement en présence du complexe Crp-AMPc,
qui est lui-méme produit lorsque la bactérie est dans état de stress métabolique par le manque de
nutriment. Ce qui suggére une relation entre le métabolisme de la cellule et I’initiation de la
synthése des protéines, mais la relation directe entre métabolisme de I’arginine et ’ARN de

transfert n’est pas encore connu (335).

Il a été démontré que ArgR est une protéine accessoire dans la résolution des multiméres
en monoméres, des plasmides ayant pour origine de réplication ColEI, de méme que pour
I’origine ColK. Comme pour les régions promotrices des génes du régulon de I’arginine, on
retrouve, proche des sites de recombinaison, une séquence ARG. ArgR, en partenariat avec la
protéine PepA, provoque une modification de la conformation tridimensionnelle du plasmide, le
rendant ainsi plus stable et 8 méme d’étre résolu en monomere (331, 336-338). En outre, ces

deux protéines accessoires sont aussi requises pour le maintien du prophage P1 (339).

3.3 Apercu de Ia protéine ArgR chez les autres espéces bactériennes

Les éléments de régulation, la protéine ArgR et les s€quences ARG, ont été étonnamment
bien conservés a travers différentes lignées bactériennes et archaebactériennes. On retrouve ces
éléments chez Deinococcus radiodurans, Mycobacterium tuberculosis, Bacillus subtilis, ou
encore Chlamydia pneumoniae. Naturellement, il existe des différences, par exemple sur la
séquence consensus qui est reconnue par ArgR (329). De plus, les génes qui sont sous le controle
de ArgR peuvent différer, c’est le cas pour un homologue de artJ d’E. coli, qui, chez Chlamydia,

n’est pas régulé par ce systeme (340).

Les différentes études sur le régulon arginine, et plus particuliérement sur le régulateur
principal ArgR, ont montré une interrelation entre différents métabolismes et mécanismes

cellulaires, ainsi que leur régulation fine. Cela révelerait que le régulateur transcriptionnel ArgR
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joue un rdle plus important que la simple régulation des genes impliqués dans le métabolisme de

’arginine.
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Suite a la détermination, grace a la méthode SCOTS, de séquences exprimées in vivo
uniques a la souche APEC y7122 (et absentes de la souche K-12 %289), un nouveau cluster,
possédant quatre cadres de lecture ouverts et codant potentiellement pour un fimbria, fut
découvert (4). Cependant, apres le séquengage du cluster de génes, une 1S2 a été trouvée,
interrompant de fagon nette (pas de délétion de séquence) la fenétre de lecture ouverte (ORF)
efoC. Ceci peut étre avancé, car une analyse in silico a permis de révéler cette IS (voir Annexe
I), et qu’aprés un criblage par PCR de différentes souches du laboratoire, la souche ECOR72,
notamment, posséde ce cluster de génes non interrompu par une IS. Dans ces deux cas, le
cluster efoABCD est retrouvé entre les génes exuT et exuR (Fig. 14). Le nom choisi pour ce

cluster efo provient de « exu-linked fimbrial operon ».

Le criblage, effectué¢ par M. Lymberopoulos (2004), a révélé que plusieurs souches, de
différentes niches écologiques, possédent potentiellement ces génes (voir Annexe II) (341).
Etant donné que la présence de cette séquence ne semble pas étre associée avec un groupe
phylogénétique ou avec un pathotype particulier, il a été choisi de caractériser efoABCD chez la

souche ECOR72.

Vu que efoC n’est pas interrompu par une 1S, les hypothéses émisent sont que : d’une
part efoABCD code pour un fimbria fonctionnel et que d’autre part, ce fimbria a un role dans la

virulence de la souche ECOR72 lors de I’établissement d’une ITU.
Les différents objectifs de ce mémoire sont :

La caractérisation génomique du cluster de geénes efoABCD

L’établissement de la distribution et de la relation phylogénétique de ces génes avec les

autres fimbriae bactériens

La détermination de la fonctionnalité et de la régulation de ces génes

La détermination de leur role dans la virulence de la souche ECOR72
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Figure 14 : Organisation génétique de la région entre les génes exuR et exuT chez trois souches différentes
d’Escherichia coli
Les fléches représentent les génes de la région entre les génes exuRT. Les génes exuRT sont conservés chez
Escherichia coli, ils sont responsables du métabolisme des hexuronates. La région de la souche MG1655 ne
possede pas le cluster de génes efo4 BCD. Chez la souche %7122, une IS2 interrompt le géne efoC, sans délétion de
séquence. La souche ECOR72 présente un cluster « intact », sans IS. La taille des fléches est dépendante de la

taille des génes et de la région génomique représentée.
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MATERIEL ET METHODES

1 Liste des souches et plasmides utilisés ainsi que les milieux
et les conditions de croissance

Souches ou L. Sources ou
. Caractéristiques .
plasmides références
Souches
x7122 APEC ; 078:K80:H9 ; gyr4 Nal® (342)
lacl"rinB3 AlacZ4787 hsdR5 14 DE(araBAD)567
BW25142 DE(rhaBAD)568 AphoBR580 rph-1 galU95 AendA9 (343)
widA(AMIul)::pir-116 recAl ; Souche de clonage
F" (A80d lacZAM15) A(lacZYA-argF)U169 endAl recAl Laboratoires de
DH5a hsdR17(ri’ mg") deoR thi-1 supE44 gyrA96 reldl ;
Souche de clonge = Te recherche de Bethesda
ECOR72 UPEC ; Souche de référence de la collection ECOR (7
MG1655 F lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 3)
thi thr leu tond lacY ginV supE DAasdA4 recA::RP4 2- -
MIGN-517 Tc::Mu [pir] ; Km® (544)
thr-1 leuB thi-1 A(argF-lac)U169 xyl-7 ara-13 mtl-2
ORNIT2 gal-6 rpsL tonA2 supE44 A(fimBEACDFGH)::kan pilG1 @)
Serratia liquefaciens | ATCC27592 (346)
Tuner (DE3) Kit Novagen n°70726-3 pour production de protéines Novagen
QT48 x7122 AlacZYA::cat ; Cm® Cette étude
QT885 ORN172 + pBC-SK+ (189)
QT1282 DHS5a + plJ160 Cette étude
QT1306 ORNI172 + plJ164 Cette étude
QT1307 ORN172 +plJ165 Cette étude
QT1430 ECOR72 AefoABCD::kan ; Km® Cette étude
QT1465 ECOR72 AefoABCD::FRT Cette étude
QT1469 ECOR72 AlacZYA::FRT Cette étude
QT1516 ECOR72 AfimBEACDFGH (347)
QT1995 ECOR72 AfimBEACDFGH AefoABCD::FRT Cette étude
QT2921 ECOR72 AlacZYA::FRT + pRS415 Cette étude
QT2922 ECOR72 AlacZYA::FRT + pli407 Cette étude
QT2967 ECOR72 AlacZYA::FRT AargR::kan ; Km® Cette étude
QT2970 ECOR72 AlacZYA::FRT AargR::kan + pRS415 ; Km® Cette étude
QT2971 ECOR72 AlacZYA::FRT AargR::kan + plJ407 ; Km® Cette étude
QT2996 MGN617 + plJ422 Cette étude
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QT3021 QT2967::Tn7T-Gm::argR Cette étude
QT3026 QT3021 + pRS415 Cette étude
QT3027 QT3021 + plJ407 Cette étude
QT3044 ORNI172 + plJ425 Cette étude
QT3045 ORNI172 + plJ426 Cette étude
QT3057 Tuner (DE3) + plJ427 Cette étude
QT3103 ECOR72 AlacZYA::FRT + pSIF194 Cette étude
Plasmides
pBC-SK+ Plasmide a haut nombre de copies ; Cm® Stratagene
Plasmide assistant avec les génes de la recombinase Flp ;
pCP20 Thermosensible ; Ap® Cm® (348)
pCR-XL-TOPO Vecteur de clonage a haut nombre de copies ; Km® Invitrogen
pET-28 K::éeur d'expression avec un marqueur His en fusion ; Novagen
g Vecteur d'intégration simple copie dans le chromosome, o
pGP-Tn7-Gm au site atTn7 ; Ap* Gm® (349)
Plasmide matrice pour I'amplification de la cassette de A
pRDS résistance cat flanquée de sites FRT (348)
Plasmide matrice pour I'amplification de la cassette de "
prD4 résistance kan, flanquée de sites FRT (348)
Plasmide ayant les génes pour la A Red recombinase ;
pKD46 Thermosensible ; ApR (348)
pRS415 Vecteur de fusion pour un promoteur ; ApR (350)
Plasmide possédant les génes de la transposase Tns ;

PSTNSK-Cm Thermosensible ; Km® Cm® (349)
plJ160 pCR-XL-TOPO::efoABCD ; Km® Cette étude
pli164 pBC-SK+::¢foABCD ; Cm" Cette étude

pBC-SK+::efoABCD; Cluster inversé par rapport a .
plJ165 plJ164 ; Cm{ Cette étude
plJ407 pRS415::Pefo-efod’ ; Ap* Cette étude
plJ422 pGP-Tn7-Gm::argR ; Apt Gm® Cette étude
plJ425 pBC-SK+::efoACD ; Produit par PCR inverse ; Cm"® Cette étude
plJ426 pBC-SK+::efoABC ; Produit par PCR inverse ; Cm" Cette étude
pli427 pET-28::argR ; Km® Cette étude

Tableau 1 : Liste des souches et des plasmides utilisés dans cette étude
ApR résistance a I’ampicilline, Cm® résistance au chloraml?hénicol, Gm" résistance a la gentamicine, Km® résistance
a la kanamycine, Nal" résistance & I’acide nalidixique, Tc" résistance a la tétracycline.

De fagon routiniere, les souches ont été mises en croissance sur un milieu LB, a 37 °C, sur

gélose ou bouillon. Lorsque nécessaire, les antibiotiques ont été utilisés a des concentrations
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variables : pour Pampicilline, 100 pg/mL ; pour le chloramphénicol, 30 pg/mL ; pour la

gentamicine, 15 pg/mL ; pour la kanamycine, 30 pg/mL.

2 Liste des amorces utilisées

Amorces | Direction Caractéristiques Séquences 3' ~ 5'
e I el 7o A

CMD33 | Sens ChuA.1 (méthode Clermont) o %A CCA ACG GTC
CMD34 | Anti-sens ChuA.2 (méthode Clermont) chii(/i %C/ic CAG TAC CAA
CMD35 Sens YjaA.l (méthode Clermont) ggé ,‘?‘gT GTC AGG AGA
CMD36 | Anti-sens YjaA.2 (méthode Clermont) ATG GAGAAT GEGTTC
CMD37 | Sens TspE4C2.1 (méthode Clermont) g,’;‘TG CT /’:‘A TGT CGG GGC
CMD38 [ Anti-sens TspE4C2.2 (méthode Clermont) $$§ ggc AAC AAA GTA
CMD46 Sens | Début du promoteur T7 (utilisée avec CMD327) S?X gg‘g CGA CTCACT
CMDI177 Sens Pour produire un mutant /ac %ég ggA ATC GCG CTG
CMD178 | Anti-sens Pour produire un mutant /ac ggé E;G ATG ACG CTT

CMD266 - Cassette de rési;:,aellc(e: ].'2\14 lla)l :<1a;1§;nycine (utilisée i/ég E%A TAG CCG AAT
cMD267 | Anti-sens Cassette de résis:::el:ec a‘llvlltll) l;t(l)r;z;mycine (utilisée i(é? ('ggC CCT GAA TGA
CMD327 | Anti-sens Terminateur T7 (utilisée avec CMD46) ggg "EGT TATTGC TCA

CMD345 | Sens Au début du géne exuT L
CMD346 | Anti-sens Dans le géne exuR ggg g?A CTG CAA ATC
CMD368 Sens Amorce de séquengage du cluster efo ggg CA,SS ?%GATTA TCA
CMD369 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo g’:’é g};’f‘r ’;:;I ](;TT GGG

CMD370 Sens Amorce de séquengage du cluster efo ?g;’é‘ gg? %%A‘ AAACTG
CMD371 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo (T:ETG 1;2’;%%% ‘XGA GAA
CMD372 Sens Amorce de séquengage du cluster efo Xg‘é T/;“:CA%%ETG ATG
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AGA TTATTT CCA GCG

CMD373 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo TAT CGG TAT T
- g TCT CGG TAA ATATTA
CMD374 Sens Amorce de séquengage du cluster efo TGC AAT GGT T
: : GTA GACTTT TAA TGC
CMD375 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo CAC GCT GTA G
- . CTT TAC CTT TAA CTT TCT
CMD376 Sens Amorce de séquengage du cluster efo GCC ACT C
. . CGC TAA GTT GTA CAG
CMD377 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo TTT CAG AGA T
Amorce de séquengage du cluster efo (aussi |AAC GCC TTA AGC TGT
CMDa78 | Sens utilisée avec CMD1096) TAT GAA AGT A
- ; ATA AGG GAA CAA CAC
CMD379 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo ACT GTC ACT T
5 ; . ACT TAT AGC TCT ACG
CMD380 Sens Amorce de séquengage du cluster efo CTG GCT GTC
. . ATG CCA AAT CAT ACG
CMD381 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo TAA TTT CAC T
TAC AGC GGA GAT GTT
CMD382 Sens Amorce de séquengage du cluster efo ACT TGT AGT G
A ; ; TTC ATC TTT GAG CAT
CMD383 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo GAT TTC ATA A
5 : CTG GAA GGG GAA AGT
CMD384 Sens Amorce de séquengage du cluster efo TAA ATT ACA T
A . ; CAG TTC TGG CAG TAT
CMD385 | Anti-sens Amorce de séquengage du cluster efo TTG ACC TG
e e . GCT CTA GAC CGA TGT
CMD386 Sens Amplification du cluster efo avec site Xbal GTT TGG TCG TAA C
- . e e . TCT CTA GAG CGG CAA
CMD387 | Anti-sens |  Amplification du cluster efo avec site Xbal GTT GTT GAT ACA AAC
CMD707 Sens Dans le géne exuT (utilisée avec CMD267) ggg %IC AGG TAATGT
AAT GCG GCC GCA AAA
TGCTTT TTT ATA TTG
CMD783 Sefi Mutation du cluster efo par la méthode ACT TAC AAT AAATCT
Datsenko (site Notl) ACA TCT CTA ATA CAC
CGT GTA GGC TGG AGC
TGC TTC
TAA GCG GCC GCT GGC
AAG GAA GGC GTA AAG
. Mutation du cluster efo par la méthode ATT ACT GAC AATTTG
CMD744. | Anti-sens Datsenko (site Notl) CCC ATG TAG TAC CCG
GAT GGG AAT TAG CCA
TGG TCC
CMD1096 Dans le géne foC (utilisée avec CMD378) | A 10T GCCTGA ACC
CMDI1123 Dans le géne exuR (utilisée avec CMD266) gég /(igr GGT CAT CAC
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Dans un des bords du transposon Tn7 (utilisée

GCT TTT TCA CAG CAT

CMDI416 | Ant-sens avec CMD26) AAC TGG A
ATG CGA AGC TCG GCT
AAG CAA GAA GAA CTA
CMD1480| Sens Mutation de argR par la méthode de Datsenko |GTT AAA GCA TTT AAA
GCA TTG TGT AGG CTG
GAGCTGCTTC
TTA AAG CTC CTG GTC
GAA CAG CTC TAA AAT
CMD148]1 { Anti-sens | Mutation de argR par la méthode de Datsenko |CGC TTC GTA CAG CTC
TTT GAT GAA TAT CCT
CCTTAGTTCC
Amplification du géne argR avec son promoteur CAGAAT CCC GGG GOC
CMDI1482| Sens : ! : GTG ACG CAG GCA TGT
pour complémentation avec site Smal TTC
Amplification du géne argR avec son promoteur THCLC BULACE CIUS
CMD1483 { Anti-sens . h . AAG CGA CGG GGC AGA
pour complémentation avec site Kpnl GA
PCR inverse sur plJ164, s ion du géne UTTCTG CCTAUG GUC
CMDI1504| Sens S foB uppression Gug ATC TAC CGT GGT GTA
GTA AGC AT
. . . CTG CAA CCT AGG ACA
CMD1505 | Anti-sens | TCR inverse sur plJ 'e?:;“pp’ess"’" dugene 11CG CTG CGA CCA GAA
GAG ATT
PCR inverse sur plJ164, suppression du géne Al aIC LelAULETT
CMDI1506| Sens b 1’) g TAC GCC TTC CTT GCC
AAC CAT
PCR inverse sur plJ164, suppression du géne AR A LT S TG
CMDI1507 | Anti-sens £ ’D P GCT CTA CCA GAT GCC
il AAA TCA
" . e GCG AGT TTG AAC TGG
CMD1535| Sens Détermination de I'opéron efoABCD (efoA) CGG TCC ATT A
. . - . TGC TAG CAT CCA GGC
CMDI1536 | Anti-sens | Détermination de I'opéron efoA BCD (efoB) TTT GAA CCA
. - . GGC ATC TAC CGT GGT
CMD1537} Sens Détermination de I'opéron efoABCD (efoB) GTA GTA AGC AT
: g s ek AAT AGCC TCA AACCCT
CMD1538 | Anti-sens | Détermination de I'opéron efoABCD (efoC) GCG GGA AT
: _—— __— ACT GGT AGC TGA AGA
CMD1539| Sens Détermination de I'opéron efoABCD (efoC) TGG CGG ATT
. . N o TAT TTC CTG CCG ACG
CMDI1540 | Anti-sens | Détermination de I'opéron efoABCD (efoD) CTT CAT CCT
GTA TTG AAT TAA TAT
CMDI1557| Sens Amplification du promoteur efo TGT GAA TAT TTA TAA
ATTC
. I ATA AATTTG ATC TTA
CMD1558 | Anti-sens Amplification du promoteur efo CAA TAT TGT TTC C
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biot*GTA TTG AAT TAA
CMDI1559| Sens Amplification du promoteur efo avec biotine | TAT TGT GAA TAT TTA
TAA ATT C

. e . biot*ATA AAT TTG ATC
CMDI1560 | Anti-sens | Amplification du promoteur efo avec biotine TTA CAA TAT TGT TTC C

CMDI1561 Sens Amplification du promoteur de argR (/ii:l; "éic GTTCAG CCA

CMD1562 | Anti-sens Amplification du promoteur de argR é?g ggA LT Al

GTT CAT GTC ATA TGC
CMDI1567| Sens Pour la production de ArgR avec site Ndel GAA GCT CGG CTA AGC
AAG A

CAT TAG TAG CGG CCG
CMD1568 | Anti-sens Pour la production de ArgR avec site Notl CTT AAA GCT CCT GGT
CGA ACA

Tableau 2 : Liste des amorces utilisées dans cette étude
« biot » signifie qu’une molécule de biotine est ajoutée. Les bases soulignées correspondent & la modification de
séquence pour ajouter un site de restriction enzymatique.

3 Manipulations génétiques et de ’ADN

Les enzymes de restriction et la ligase, utilisées dans cette étude, proviennent de la
compagnie Fermentas. La Taq polymérase provient de la compagnie Bio Basic Inc. La
polymérase a ADN a haute fidélité, Herculase II Fusion, provient de la compagnie Agilent
Technologies. Les produits de PCR, les fragments digérés et les extractions plasmidiques ont été
extraits et purifiés a I’aide des kits de biologie moléculaire de la compagnie Bio Basic Inc. La
préparation des bactéries €lectrocompétantes et chimiocompétantes a été faite selon (351). Dans
la majorité des cas, les plasmides initialement créés ont été introduits dans la souche de clonage

BW25142.

4 Construction des mutants pour ECOR72

La majorit¢é des mutants utilisés dans cette €tude ont ét€ produits par la technique
développée par Datsenko et Wanner (348). Briévement, en utilisant la A Red recombinase
(pKD46), le ou les génes, que I’on veut muter, sont remplacés par une cassette de résistance. La
cassette de résistance dépend du plasmide qui est utilis€ comme matrice pour la PCR:
I’utilisation du plasmide pKD3 donne la cassette de résistance au chloramphénicol (Cm') et le

plasmide pKD4 a la kanamycine (Km'). Les amorces utilisées ont un fragment 3’ qui ne
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s’apparie pas avec le plasmide, mais qui est une séquence d’homologie se trouvant de part et
d’autre du ou des génes qui seront mutés. Aprés la mutation effectuée et la sélection des clones
résistants, la cassette de résistance peut €tre, ou non, enlevée grace a la recombinase FLP
(plasmide pCP20). Cette recombinase reconnaitra des séquences FRT qui flanquent cette

cassette.
— ECOR724lac::FRT (QT1469)

Cette souche a été produite par la méthode de Datsenko. La cassette de résistance a été
amplifiée a partir d’un lysat de la souche QT48 (x7122Alac::Cm"), avec les amorces
CMD177/178. Les amorces ont été prises a I’extérieur de la zone de mutation afin d’avoir de
larges séquences d’homologie avec la souche ECOR72. La cassette a été ensuite enlevée a [’aide

du plasmide pCP20. La mutation a été vérifiée par croissance sur une gélose MacConkey.
— ECOR724lacdargR::Km" (QT2967)

Elle a été fabriquée a partir de la souche QT1469 par la méthode de Datsenko. La cassette
de résistance a été amplifiée a partir du plasmide pKD4, avec les amorces CMD1480/1481. La
mutation a été vérifiée par PCR avec les amorces CMD1482/1483 et par repiquage pour vérifier

les résistances aux antibiotiques.
— ECOR724lacdargR::Km" Tn7::argR-Gm" (QT3021)

QT3021 a été créée a partir de la souche QT2967 par la méthode d’intégration simple copie
dans le chromosome, au site attTn7, développée par notre laboratoire (349). Bri¢vement, cette
méthode consiste a introduire au site unique a#tTn7 le ou les génes que I’on veut rajouter. Elle se
base sur une conjugaison entre une souche donneuse (MGN617) auxotrophe pour I’acide méso-
diaminopimélique (DAP), transformée préalablement avec le plasmide pGP-Tn7-Gm
(transposon Tn7) qui contient le fragment d’ADN qui sera introduit dans le chromosome, et la
souche receveuse qui posseéde déja le plasmide codant pour les transposases (pSTNSK-Cm).
Apres la conjugaison, les transposases intégreront le fragment contenu dans le transposon Tn7
qui a été fourni par la souche donneuse. La dissociation entre la souche donneuse et la souche
receveuse se fait par un isolement sur une gélose ne contentant pas de DAP, donc seule la souche
receveuse peut croitre sur cette gélose. Le plasmide pSTNSK-Cm est éliminé par des passages a

42 °C des clones.
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La premiéere étape est I’amplification du geéne argR de ECOR72 a partir des amorces
CMD1482/1483. Cet amplicon a été digéré Smal et Kpnl et inséré dans les mémes sites de
restriction dans le plasmide pGP-Tn7-Gm. Ceci a produit le plasmide plJ422 qui a €té introduit
par électroporation dans la souche MG1655, ce qui a donné la souche QT2996. La souche
QT2967 a été transformée avec le plasmide pPSTNSK-Cm, puis la conjugaison a eu lieu afin de
donner la souche QT3021. La vérification de I’intégration du géne argR a été faite par deux PCR
avec les amorces CMD26/1416 et CMD1482/1483.

~— ECOR724efo::FRT (QT1465)

Cette souche a été produite par la méthode de Datsenko. La cassette de résistance a été
amplifiée a partir du plasmide pKD4, avec les amorces CMD783/784. Elle a été ensuite enlevée
a ’aide du plasmide pCP20. La vérification de la mutation a été faite par PCR avec les amorces

CMD386/387
— ECOR72AfimAefo::FRT (QT1995)

Cette souche a été produite par la méthode de Datsenko, avec comme base génomique la
souche QT1516 (347). Cependant, la cassette de résistance n’a pas ét€ amplifi€e a partir d’un des
plasmides matrices pour cette technique, mais a partir de ’ADN génomique de la souche
QT1430, avec les amorces CMD345/346. QT1430 est une souche intermédiaire dans la
production de la souche QT1465 : la cassette de résistance a la kanamycine n’a pas €t€ enlevée
par I’utilisation du plasmide pCP20. Donc en prenant des amorces dans les génes exuT et exuR,
les séquences d’homologie avec la zone & muter sont assez grandes pour une reconnaissance par
la A RED recombinase. La vérification de la mutation a été exécutée aprés I’insertion de I’alléle
efoABCD::Km', avec les amorces CMD266/1123 et CMD267/707.

5 Clonage et séquencage des génes du cluster ¢fo

Le cluster de genes efo a été récupéré par PCR, avec la polymérase a haute fidélité
Herculase II Fusion, & partir de I’ADN génomique de ECOR72 (obtenu par lyse alcaline). Les
amorces utilisées sont CMD386/387. L’amplicon a été digéré par Xbal et inséré dans le plasmide
pCR-XL-TOPO, aux mémes sites de restriction. Le plasmide ainsi créé (plJ160) a été introduit

par électroporation dans une souche d’Escherichia coli DH5a (QT1282). Aprés une culture de

62



nuit, 8 37 °C en LB liquide et avec de la kanamycine, le plasmide a été extrait et purifié. Le
plasmide purifi¢ et les amorces de séquengage CMD368 a CMD385 ont été envoyés au Service

Séquengage du Centre Innovation Génome Québec de I’Université McGill.

6 Détermination de la formation d’un opéron par les gémes
efoABCD

L’extraction d’ARNm a été faite sur 1 mL d’une culture bactérienne, incubée pendant la
nuit a 37 °C agitée et dans 5 mL de LB, grace aux kits d’extraction d’ARN de la compagnie
Qiagen (RNAprotect Bacteria Reagent ; RNeasy Plus Mini Kit; RNase-Free DNase Set). La
production de ’ADN complémentaire a été effectuée avec le kit de Bio-Rad : iScript cDNA
Synthesis Kit. Les protocoles qui ont été utilisés sont ceux des compagnies. Six couples
d’amorces (de I a VI) ont été utilisés. Le couple I (CMD1535/1536) amplifie une région de
346 pb entre les geénes efod et efoB. Le couple 11 (CMD1537/1538) amplifie une région de
231 pb entre les genes efoB et efoC. Le couple 111 (CMD1539/1540) amplifie une région de
408 pb entre les génes efoC et efoD. Le couple IV (CMD1535/1538) amplifie une région de
739 pb entre les genes efod et efoC. Le couple V (CMD1535/1540) amplifie une région de
3481 pb entre les génes efoA et efoD. Le couple VI (CMD1537/1540) amplifie une région de
2973 pb entre les génes efoB et efoD. Les PCR sur ’ADN complémentaire et I’ADN génomique
de ECOR72 ont été exécutées avec les conditions suivantes : pour les couples d’amorces 1, 11, 111
et IV le nombre de cycles était de 35, avec une température d’hybridation de 55 °C et un temps
d’élongation de 1 min. Pour les couples d’amorces V et VI, le nombre de cycles était le méme,

avec une température d’hybridation de 58 °C et un temps d’élongation de 4 min.

7 Préparation de I’antisérum spécifique 2 EfoB

Le peptide CTKIWSNDVTKDVK a été synthétisé et purifié. Etant une séquence interne a
la protéine EfoB, la partic C-terminale et N-terminale ont été acétylée et amidatée
respectivement. Ce peptide a été couplé avec un hapténe, la protéine KLH (pour « Keyhole
Limpet Hemocyanin »). Ce peptide a servi & immuniser deux lapins blancs de Nouvelle-Zélande.

Le service de design et de la syntheése du peptide, ainsi que de la production du sérum polyclonal,
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a été fournit par la société New England Peptide, Inc. Le sérum a été absorbé contre un lysat de

la souche ORN172.

8 Visualisation par MET et immunobuvardage de type
Western

8.1 Visualisation par microscopie électronique a transmission (MET)

Pour effectuer la visualisation par microscopie électronique a transmission du fimbria Efo
chez la souche afimbriaire ORN172, plusieurs plasmides ont été créés. L’opéron efoABCD, avec
son propre promoteur, a été¢ amplifié par PCR avec les amorces CMD386/387. L’amplicon et le
plasmide pBC SK+ ont été digérés avec I’enzyme de restriction Xbal, puis les deux ont été ligués
ensemble pour former les plasmides plJ164 et plJ165. La souche ORN172 a €té transformée par
électroporation avec ces plasmides et avec le plasmide pBC SK+ vide, ce qui a produit les
souches QT885, QT1306 et QT1307. Les plasmides, ne contenant plus, soit le géne efoB
(p1J425), soit le géne efoD (plJ426), ont €té construits a partir d’amplicons (obtenus par des PCR
inverses a partir des amorces CMD1504/1505 pour efoB- et CMD1506/1507 pour efoD-) ligués

sur eux-mémes, aprés une digestion par I’enzyme Avrll.

Les bactéries ont €té centrifugées, a 120000 x g pendant 5 min, sur des grilles de nickel.
Puis une coloration négative, par I’acétate d’uranyle, a été appliquée. Les grilles ont été séchées

et observées au microscope électronique a transmission Philips EM300.

8.2 Extraction fimbriaire

Aprées une préculture de nuit dans 5 mL de LB, 1 mL de cette culture a été transféré dans
100 mL de LB, pour une croissance agitée de nuit & 37 °C. Aprés cette croissance, les cultures
ont été centrifugées a 2057 x g pendant 15 min. Le culot a été ensuite repris dans une solution de
75 mM NaCL avec 0,5mM Tris-HCl & pH 7, pour obtenir une concentration finale de
500 mg/mL de culture bactérienne. Il a été chauffé pendant 60 min & 60 °C et puis vortexé
pendant 2 min. Une centrifugation a été effectuée a 3000 x g a 4 °C, pendant 15 min. Le
surnageant a été récolté dans un autre tube, auquel il a été ajouté de I’acide trichoroacétique a
une concentration finale de 1/10 du volume total, ceci afin d’effectuer la précipitation des

protéines. 1l a été incubé pendant 20 min sur glace et centrifugé a 20000 x g a 4 °C, pendant
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15 min. Le culot a été lavé deux fois, avec | mL d’une solution de 0,05 M de Tris-EDTA a

pH 12 et a été resuspendu dans 200 pL de 0,05 M de Tris-EDTA a pH 8,5.

8.3 Immunobuvardage de type Western

Cent pL de solution de charge bleue 3x (0,24 M Tris-HCI pH 6,8, 6 % SDS, 30 % glycérol
v/v, 16 % B-mercaptoéthanol v/v et 0,06 % bleu de bromophénol p/v) ont ét€ ajoutés aux
échantillons. 25 pLL de HCI 1 M ont été rajoutés et les échantillons ont été chauffés dans un bain-
marie a ébullition, pendant 5 min. Apres refroidissement, 25 pL. de NaOH 1 M ont été ajoutés.
Les extractions fimbriaires ont été séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide,
contenant du laurylsulfate de sodium (SDS) selon (351). Deux gels sont formés, le premier dit de
concentration a 5 % et un second dit de séparation a 15 %. La migration a été effectuée pendant
15 min a 100 V et pendant 45 min a 200 V. Les gels ont été, soit colorés avec du bleu brillant de
Coomassie, soit transférés sur membrane de nitrocellulose (Bio-Rad) pendant 60 min a 100 V, en
utilisant une cellule électrophorétique Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Les membranes ont été
bloquées avec une solution de blocage (25 mM Tris, 0,9 % NaCl p/v, 0,05 % Tween 20 (Pierce)
viv, 3% de lait écrémé p/v, pH 7,2). L’incubation avec I’anticorps primaire (1:5000) et
I’anticorps secondaire (1:25000) a été effectuée pendant 60 min chacun, a température piece. La
détection par substrat chimiluminescent a été pratiquée avec le kit de détection Supersignal West

Pico (Pierce).

9 Présence de efoC parmi les souches d’Escherichia coli

L’ADN génomique, des souches testées, a été extrait par lyse alcaline. Un fragment
spécifique & efoC et incluant ou non une IS, a été amplifié par PCR, avec les amorces
CMD378/1096. Ce géne est le plus conservé chez les fimbriae de la voie « chaperonne-usher »
(26, 352). Le protocole utilisé est celui du fabriquant de la Taq polymérase. 30 cycles ont été
effectués, avec une température d’hybridation de 56 °C et un temps d’élongation de 2 min et
30 sec. La spécificité des amorces est vérifiée par I’utilisation d’une souche négative (MG1655)
et d’une souche positive (ECOR72) pour le fimbria Efo. Les fragments obtenus font 1235 pb ou
2571 pb pour les souches positives, sans ou avec une IS. La liste des souches criblées est

présentée en annexe (Annexe III).
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10  Analyses in silico

10.1 Analyse par recherche de similitudes

Les outils utilisés sont disponibles en ligne sur le serveur de WNCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Le Blastn, ainsi que la recherche par similitude des domaines

conservés (353), a été utilisé avec les valeurs par défaut.

10.2 Production des arbres phylogénétiques

Tous les arbres phylogénétiques ont été produits grace au logiciel MEGAS (354).
L’algorithme d’alignement des séquences est Clustal W (355, 356). La méthode statistique est le
« Neighbor Joining ». Le nombre de réplications pour le bootstrap est de 1000, sauf pour la
figure 23 ou le nombre est réduit a 100, afin de diminuer le temps de calcul. Le modéle de
substitution pour les acides nucléiques est « Jukes-Cantor » et pour les acides aminés c’est le

modele « Jones-Taylor-Thornton ».

10.3 Analyse du promoteur de ¢fo

L’analyse du promoteur efo a été effectuée a partir des 200 premiéres paires de bases en
amont du géne efod, grice au logiciel en ligne BPROM de SofiBerry
(http://linux 1 .softberry.com/berry.phtml).

11  Expériences de p-galactosidase

Les tests de B-galactosidase ont été effectués en accord avec le protocole de J.H. Miller
(1992) (357). Apreés une préculture de nuit dans 5 mL de milieu LB, 10 uL de la culture
bactérienne ont été étalés sur une gélose, le type de milieu est dépendant de I’expérience. Pour le
milieu liquide, c’est une dilution au 1/100, dans 5 mL finaux, qui a été effectuée. La culture en
microaérobie a été obtenue grace aux sachets de production de CO- de la compagnie « Becton,
Dickinson and Company » (GasPak EZ Campy Container System, BD). Aprés une croissance de
nuit, les bactéries ont été resuspendues dans 1 mL de tampon Z (60 mM NaHPO,*7H,0, 40 nM
NaH,PO,;*H,0, 10 mM KCI, 1 mM MgSO4+7H,0, 50 mM B-mercaptoéthanol, pH 7) et la

DOs0o nm @ €té ensuite ajustée a 0,25, dans un volume final de 1 mL. Pour les cultures en liquide,
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les absorbances ont €té directement ajustées avec du tampon Z. 1l a été ajouté 2 pl.de SDSa 1 %
et 40 uL de chloroforme. Pour lyser les cellules, un vortex de 15sec a été effectué. Une
incubation de 5 min a 28 °C, avant I’ajout de 200 pL. d’ONPG a 4 mg/mL pour démarrer la
réaction enzymatique, a été effectuée. Le temps d’incubation, aprés le début de la réaction, est
variable selon les conditions et les souches testées (<5 min pour les souches possédant le
plasmide plJ407 et 30 min pour celle possédant le plasmide vide pRS415). La réaction a été
stoppée avec I’ajout de 500 pL de Na,CO; a 1 M. Une centrifugation a vitesse maximum,
pendant 2 min, a été exécutée pour culoter les débris cellulaires. L’absorbance a été mesurée a
une longueur d’onde de 420 nm (357). L’activité de la B-galactosidase, exprimée en unité Miller,
a été calculée selon la formule : Activité = (1000*DOu420 nm) / (#*v*DOs00 nm). Ol ¢ correspond au
temps d’incubation de la réaction avec ’ONPG ; v, le volume de la culture utilisée (dans cette
expérience ce volume est de 1 mL) ; DOgoonm €st I’absorbance, prise a la longueur d’onde de
600 nm, de la culture bactérienne (dans cette expérience elle est ajustée a 0,25) et DO4ap nm €St

I’absorbance du milieu réactionnel, prise a la longueur d’onde de 420 nm.

12 Expériences de retard sur gels de polyacrylamide

12.1 Expression et purification d’une protéine recombinante ArgR

Pour construire le plasmide pET-28::argR (plJ427), le géne argR a été amplifié a partir de
I’ADN génomique de ECOR72 par PCR. Les amorces utilisées sont CMDI1567/1568.
L’amplicon a été digéré avec Ndel et Notl et inséré dans les mémes sites de restriction de pET-
28. Le plasmide ainsi produit a été introduit par électroporation dans la souche d’Escherichia
coli Tuner (DE3), pour exprimer la protéine (QT3057). La construction a été vérifiée en utilisant

les amorces CMD46/327.

La protéine ArgR a été exprimée avec un marquage composé de six histidines en N-
terminal de la protéine. Cinquante mL de culture de la souche QT3057 ont été amenés jusqu’a
une DOgoonm de 0,6, en LB-Lennox avec kanamycine a 37 °C et supplémentés avec de I’IPTG
(isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) & une concentration finale de 1 mM. Aprés deux heures
de croissance, les cellules ont été récoltées et resuspendues dans 1 mL de tampon de lyse
(50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 20 mM imidazole, | mM EDTA, 0,1 % Triton X-100, 1 mM
PMSF, 0,25 mg/mL lysozyme) et incubées toute la nuit a -80 °C. Aprés décongélation, les lysats
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ont été complétés avec 10 pg/mL de DNasel et 20 mM de MgSOs. Ils ont été incubés pendant 1
heure, a température piéce, sous agitation et ensuite centrifugés a 14000 x g a 4 °C, pendant
30 min. Le surnageant a été passé a travers une colonne d’acide nitrilotriacétique de nickel (Ni-
NTA), de la compagnie Qiagen. La colonne a été lavée six fois avec du tampon de lavage
(50 mM NaH»PO,, 300 mM NaCl, pH 8) qui contient une concentration croissante d’imidazole
(deux fois avec 50 mM, deux fois avec 75 mM et deux fois avec 150 mM d’imidazole). La
protéine recombinante ArgR a été finalement éluée avec un tampon d’élution (50 mM NaH,PO,,
300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8) et analysée par SDS-PAGE (Protocole du kit
HisProbe-HRP de la compagnie Thermo Scientifique). L’ imidazole a été éliminé par dialyse a
4 °C et la concentration en protéine a été déterminé<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>