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RESUME

Les microorganismes sont les principaux agents responsables d’intoxications alimentaires.
Escherichia coli (E. coli) 0157:H7 en fait partie. C’est un pathogéne capable de produire deux toxines
de type Shiga (Stxs), soit Stx1 et Stx2 portés respectivement par les deux prophages CP-933V et BP-
933W. Comme la majorité des agents pathogeénes, E. coli 0157:H7 est capable de développer des
résistances aux différents types de stress. Cette bactérie peut échapper aux stress telle I'irradiation
gamma qui est un procédé de stérilisation de plus en plus utilisée par les industries alimentaires
pour réduire les risques d’infections microbiennes. L’objectif principal de ce projet est de déterminer
le mécanisme de radiorésistance d’E. coli 0157:H7. L’effet de deux doses d’irradiation a été évalué :
La dose de sensibilisation qui endommage la cellule bactérienne sans la tuer et la dose Iétale. Nous
avons effectué, dans un premier temps, des analyses transcriptomiques via la technique “RNA-Seq’’
a 10 (t10) et a 60 (t60) minutes post-irradiation, associée a une analyse protéomique par la méthode
“iTRAQ"” a 60 minutes post-irradiation pour évaluer la réponse d'E. coli 0157: H7 a d'irradiation a
une dose de sensibilisation (0,4 kGy). Ainsi, comme une réponse rapide a cette dose, la bactérie
controle les voies métaboliques (du sulfure et de I’histidine) impliquées dans la production des
radicaux libres. En suite, elle arréte sa division cellulaire via la répression du géne sulA pour fournir
I’énergie nécessaire a la réparation SOS. En effet, les résultats ont montré que des génes et des
protéines intervenant dans cette réponse étaient induits par la dose de sensibilisation. Ce stress
semble activer les mécanismes de réponse a différents stress tels le stress oxydatif, le choc
thermique et le choc froid. Fait intéressant, nous avons observé que la voie de résistance aux -
lactamines et les génes de virulence sont induits par ce traitement. Nous avons adapté E. coli
0157:H7 ala carbenicilline pour évaluer I'implication de la voie de résistance aux B-lactamines dans
la résistance a l'irradiation. En Effet, deux génes intervenants dans la résistance aux antibiotiques
de type B-lactamines, soit ampC et ampG, s’avérent étre impliqués activement dans la résistance a
I'irradiation gamma via probablement le contréle du recyclage des peptidoglycanes. Dans le but
d’étudier la capacité d’E. coli 0157:H7 a s’adapter a une dose qui est normalement “létale”’, nous
avons adapté la bactérie a cette dose létale via six passages a 1.5 kGy. E. coli 0157:H7 a réussi a
survivre a cette dose. Les analyses bio-informatiques ont démontré que I’adaptation a la dose létale
d’irradiation a été un résultat de la perte des deux prophages Stx (CP-933V et BP-933W) et a la
mutation de trois génes : le géne Wt_02639 codant pour une protéine hypothétique, rpoA et wrbA.
Toutefois, la mutation du géne wrbA semble activer I’excision du prophage BP-933W et inhiber sa
réintégration pour ne pas perturber sa fonction impliquée dans la résistance au stress oxydatif. Les
bactéries adaptées avaient perdu leur pouvoir pathogeéne et leur résistance “caracteristique’” au pH
acide. Toutefois, la réintroduction du prophage BP-933W leur a permis de regagner ces deux
caractéristiques et a reprendre leur sensibilité a l'irradiation et au stress oxydatif a des niveaux
prochent du Wt. En effet, ces caracteristiques ont été acquises par la souche non virulente, soit K-12
MG1655, apres I'introduction du prophage BP-933W. En conclusion, cette étude a permis de montrer
qu’E. coli 0157:H7 résiste a l'irradiation, par I'induction des génes de résistance aux autres types de
stress, probablement par la réduction de la production intracellulaire des radicaux libres et
principalement par la perte des prophages surtout BP-933W.
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1. INTRODUCTION

1.1. Contamination des aliments

Une salubrité alimentaire et une agriculture durable sont les clés d’un développement
durable de la société favorisant le bien-étre de la population humaine. Les préoccupations des
consommateurs concernant la qualité et la salubrité des aliments augmentent sans cesse. Ainsi, la
salubrité alimentaire est I'un des principaux problemes qui attirent I'attention des chercheurs pour
bien contréler les contaminants des aliments. Or, I'alimentation est un vecteur important de maladies
infectieuses dues, entre autres, a la présence des microorganismes, tels que des bactéries, des virus,
ou des parasites. Ces contaminants sont responsables de plusieurs symptomes liés a la gastro-entérite
et peuvent conduire a des conséquences graves telles que douleurs stomacales, méningites ou méme
déces. En particulier, les bactéries pathogénes constituent la principale source d’infection (Figure 1).
Ces agents peuvent contaminer I'aliment a tous les stades de la chaine alimentaire : de la récolte
jusqu'au stade de la consommation et de la ferme jusqu’a la population, pouvant impliquer 'abatage

de I'animal, le stockage, le transport, la prérécolte, |'aprés-récolte et I'emballage.

Figure 1. Les contaminants alimentaires. Adaptée de Uyttendaele et coll. (2015)

*Le classement (axe Y) est réalisé en fonction du score d'importance moyenne entre 0 (élément le moins important) et 5
(élément le plus important) comme décrit par Van Boxstael et coll. 2013




L’'emergence des microorganismes résistants aux antibiotiques constituent des menaces
potentielles pour la santé publique et environnementale. Ainsi, un des principaux défis reconnus par
I’'organisation mondiale de la santé est la prévention de la contamination des aliments (Fukuda 2012).
Selon Santé Canada (2013), des bactéries pathogenes comme Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes), Escherichia coli (E. coli) 0157:H7, Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Cronobacter et Campylobacter spp. sont responsables d’environ 4 millions de cas d’infections d’origine
alimentaire au Canada chaque année. Des éclosions de toxi-infections sont régulierement signalées
dans le monde. Par exemple, une épidémie d’E. coli 0157:H7 aprés une consommation d'aliments
emballés contaminés dans I'Union européenne (2006); une éclosion de Cryptosporidium associée a des
salades ensachées au Royaume-Uni (2012); une éclosion de L. monocytogenes due a des produits de
salade préemballés contaminés (2016) et une éclosion de Salmonella liée a la laitue dans des salades

préemballées en Australie (2016).

1.2. Techniques pour lutter contre les infections d’origine alimentaire

Pour répondre aux exigences des consommateurs, les industries alimentaires augmentent
leurs recherches sur le développement de méthodes et techniques de production et de conservation
des aliments. Or, des intensités élevées de certains traitements peuvent provoquer des changements
défavorables dans la qualité organoleptique ou fonctionnelle de I'aliment. Hill et coll. (2002) ont
démontré que le traitement minimal repose sur I'utilisation de stress sublétaux multiples permettant
d’avoir le méme taux de contrdle microbien que si un seul stress létal est utilisé et qui permettra
d’avoir une large gamme d’aliments consommables sans risque d’avoir des intoxications ni d’effets sur

les qualités sensorielles et organoléptiques des aliments.
1.2.1. Méthodes thermiques

Le traitement a la chaleur est la méthode la plus utilisée pour pasteuriser ou stériliser les aliments.
Bien qu’il provoque des inactivations microbiennes importantes, plusieurs effets indésirables de ce
traitement ont été démontrés au niveau des aliments comme la désactivation d’enzymes, le
changement de la couleur, I'altération des propriétés sensorielles ainsi que la perte de certaines
vitamines (Aguilar-Rosas et coll. 2007). De plus, plusieurs bactéries développent de plus en plus une
capacité a résister a des traitements a la chaleur de 63,5°C pendant 30 minutes (la basse
pasteurisation) telles que certaines bactéries a Gram positif asporogenes comme Micrococcus luteus,
Streptococcus thermophilus et Microbacterium lacticum et des bacilles a Gram positif sporulés comme
les Bacillus et les Clostridium qui peuvent résister a des températures encore plus élevées (Guillet
2002). Aussi, certaines bactéries augmentent leurs synthéses en protéines dites de choc thermique

(hsp : pour « Heat shock proteins») qui favorisent une résistance naturelle a la chaleur. Ainsi, ces effets
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secondaires ont poussé les industries alimentaires a développer de nouvelles techniques non-
thermiques telles que la haute pression, le champ électrique pulsé, les rayonnements ultraviolets et
les rayonnements ionisants en réponse aux demandes des consommateurs. Ces techniques sont
développées pour avoir des aliments en bon état, plus frais et de meilleure qualité comme décrit par
le comité consultatif national sur les criteres microbiologiques pour les aliments (NACMCF pour “The

National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods’’) (NACMCF 2006).
1.2.2 Méthodes non-thermiques

1.2.2.1 Ultrasons sous pression

La définition classique de l'ultrason sous pression est I'énergie produite par des ondes
sonores de 20 000 ou plus vibrations (Hertz) par seconde. Le mécanisme de I'inactivation microbienne
par les ultrasons a été défini par Hughes et Nyborg (1962). Ainsi, I'ultrason crée des pressions
fluctuantes induisant des coupures au niveau des bulles microscopiques ce qui provoque des chocs
micromécaniques qui perturbent les composantes structurelles et fonctionnelles des cellules,
provoquant ainsi leur lyse. Alvarez et coll. (2003 et 2007) ont démontré que I'utilisation de ce
traitement a 20 kilohertz (kHz) sous une pression de 175 kilopascals (kPa) inactive Salmonella alors que
I’équipe de Pagan et coll. (1999) a observé qu’une pression de 200 kPa a 40°C diminue le temps de
réduction décimale de L. monocytogenes et de Salmonella enteritidis. Cependant, ce traitement n’est
pas encore utilisé pour décontaminer les aliments suite a son effet sur I'inactivation de certaines

enzymes essentielles.

1.2.2.2 Hautes pressions hydrostatiques (HPH)

Parmi les technologies non-thermiques permettant la conservation des aliments, la haute
pression hydrostatique est intéressante. Cette technique rend I'aliment plus stable en provoquant
I'inactivation des enzymes et des microorganismes pathogenes (Patterson 2005) en présence d’une
faible température (9°C a 20°C) sans changer les caractéristiques sensorielles et nutritionnelles de
I'aliment (Cheftel et Culioli 1997). Cependant, I'utilisation de 'HPH méme a des températures basses
peut avoir un effet indésirable sur la couleur de la viande fraiche qui peut changer avec la pression en
raison de la dénaturation de la globine dans la myoglobine ou de I'oxydation du fer (Mor-Mur et Yuste
2003). De plus, la dénaturation d’autres protéines telles que la myosine et I'actine par I’'HPH minimise

I'aspect rouge de la viande via I'oxydation des lipides secondaires (Hansen et coll., 2004).




1.2.2.3 Champs électriques pulsés

Cette technique se caractérise par sa capacité a inactiver les microorganismes et les
enzymes principalement dans les aliments liquides a des températures relativement basses ou
modérées (< 60°C) (Espachs-Barroso et coll., 2003) tout en préservant la saveur, la couleur et I'intégrité
des composants sensibles a la chaleur. Elle a été utilisée dans I'industrie alimentaire pour la premiéere
fois dans le but de prolonger la durée de vie des jus de fruits (Clark, 2006). Cependant, certaines
composantes des aliments, comme les gras du lait et les protéines des ceufs, ont un effet protecteur
sur I'inactivation microbienne ce qui rend I'efficacité de ce systéme de traitement limitée (Wan et coll.,

2009).

1.2.2.4 Irradiation

L'irradiation est I'un des procédés les plus efficaces pour lutter contre les infections
d’origine alimentaire en inactivant les microorganismes pathogénes. Cette méthode, considérée
comme une pasteurisation a froid si elle est utilisée aux doses recommandées par I'Agence
Internationale de I’Energie Atomique, I'Organisation des Nations Unies pour les aliments et
I'agriculture (FAO pour “ Food and Agriculture Organization’) et Santé Canada, ne provoque pas de
grandes pertes au niveau des caractéristiques sensorielles et nutritionnelles de I'aliment. L'avantage
de cette technique est que la composition chimique ainsi que I'aspect des produits traités ne sont pas

affectés et la technologie peut étre effectuée sur un produit emballé (Lawrie, 2006).
1.3 Effet de l'irradiation sur la conservation des aliments

1.3.1 Définition de l'irradiation

La technique de I'irradiation ou traitement par rayonnements ionisants est une méthode
d’inhibition des microorganismes utilisée depuis 1940 dans le but de conserver les aliments (Lawrie,
2006). L'irradiation a été promue par la FAO dans le codex Alimentarius en 2003. Elle a été acceptée
dans 50 pays tels les Etats-Unis, I'Egypte, I'Asie dont la Chine et la Thailande, I'Europe et aussi en
Ameérique du Sud (Aymerich et coll., 2008). Des organismes comme I'Organisation Mondiale de la Santé
(WHO pour «World Health Organisation») et la FAO ont proposé qu’une dose de stérilisation de 45
kGy puisse étre utilisée pour conserver toutes les principales catégories d’aliments (World Health
Organisation, 2006). Ainsi, le traitement aux rayonnements a des doses de 2 a 7 kGy élimine les
bactéries potentiellement pathogénes non-sporulantes comme Salmonella, Staphylococcus aureus,

Campilobacter, L. monocytogenes ou E. coli 0157:H7 (Farkas, 1998).



https://en.wikipedia.org/wiki/Food_and_Agriculture_Organization

L’irradiation est un traitement physique qui consiste a exposer les aliments aux rayons
électroniques/électromagnétiques dans le but d’assurer leur innocuité et pour prolonger leur durée
de vie. Ainsi, l'irradiation est produite par des rayonnements ionisants qui font partie du spectre
électromagnétique (Figure 2). Les rayons X et gamma sont des rayonnements de longueurs d’onde tres
courtes qui ont un niveau d’énergie tres élevé. lls sont aussi appelés ™ rayons ionisants™ (Lacroix,
2002). Lirradiation gamma est mesurée en kGy (1Gy = J kgl). Ainsi, la sensibilisation a l'irradiation
varie d’'un microorganisme a un autre selon sa composition chimique, sa structure physique et sa
capacité a se rétablir d’'une blessure causée par lirradiation. De plus, la quantité d’énergie de
rayonnement nécessaire pour contréler les micro-organismes au niveau des aliments varie en fonction
de la résistance de I'espéece elle-méme, du nombre de microorganismes présents et de I'aliment a

traiter (Farkas 2006).
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Figure 2. Spectre électromagnétique. Adaptée de http://healthycanadians.gc.ca/environment-
environnement/sun-soleil/radiation-rayonnement-eng.php.

1.3.2 Irradiation gamma

L'irradiation gamma est une technique favorisant le maintien de la qualité des fruits et
des légumes frais, des viandes, des poissons et des céréales en inactivant les microorganismes (Lacroix
et Vigneault, 2007). Elle a été largement utilisée pour inhiber la germination de certains fruits et
légumes, retarder leur maturation et leur sénescence et prolonger leur entreposage. Ainsi, des doses
de 1 a 2 kGy peuvent prolonger le temps de conservation des fruits et des légumes sans altérer leurs
qualités sensorielles (Moy et Nagai, 1985) et sans changer leur fraicheur apres la récolte (Farkas, 2005).

La technique d’irradiation peut aussi étre utilisée comme une méthode de stérilisation (10-50 kGy), de
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pasteurisation (1-10 kGy) ou de désinfestation (0,2-0,8 kGy) (Lacroix, 2012). Par exemple, la fraise
traitée a une dose de 1,5 a 3 kGy peut étre conservée pendant 14 jours sous conditions fraiches sans
étre endommagée par les microorganismes causant la pourriture des fruits (Dennison et Ahmed,
1971). Une dose de 1 kGy réduit de 4 a 5 log le nombre d’unités formatrices de colonies (UFC)
d’enterobacteries et élimine E. coli du chou (Lépez, 2005). Aussi, cette méme dose élimine E. coli du
jus de cantaloup (Wang et coll., 2006) et réduit de 2,35 log I'UFC de coliformes totaux au niveau de la
laitue fraiche coupée (Zhang et coll., 2006). Konteles et coll. (2009) ont démontré que des doses de
2,5-4,7 kGy réduisent le nombre de microorganismes pathogénes tel que L. monocytogenes, au-
dessous de la limite de détection dans le fromage. Cette méme étude a démontré que l'irradiation n’a
pas d’effet sur la texture du fromage Feta, mais une dose de 4,7 kGy affecte sa couleur, son aspect
léger ainsi que ses qualités organoleptiques apres un stockage de 30 jours a froid ce qui limite
I'utilisation de cette technique pour traiter les fromages. Les viandes et les poissons sont trés exposés
a la contamination microbienne grace a leurs teneurs élevées en protéines et en eau, éléments
essentiels qui favorisent la prolifération des germes. Ainsi, une dose de 2,5 a 5 kGy prolonge leur durée
de vie et les protége contre les agents pathogenes comme Salmonella, Yersinia, Campylobacter, E. coli,
L. monocytogenes et S. aureus (Molins, 2001). Une dose de 3 kGy réduit de 4 log le nombre total de
micro-organismes sans altérer la saveur de la viande suite a I'oxydation des acides gras et des acides
aminés. Au niveau du poulet, une dose d’irradiation de 2 kGy prolonge sa durée de conservation de
plus de 15 jours (Balamatsia et coll., 2006). Des doses de 2,5 et 5 kGy prolongent la durée de vie du
loup de mer de 15 jours et 17 jours, respectivement, aprés I'irradiation (Ozden et coll., 2007). Au niveau
du saumon fumé, une dose de 2 kGy maintient le niveau de L. monocytogenes en dessous de 6 log
UFC/g aprés 35 jours de stockage a 5°C avec des changements négligeables de son odeur (Medina et
coll., 2009). Toutefois, lorsque cette irradiation est combinée avec d’autres méthodes de conservation
telles que I'ajout d’extraits de plantes, d’huiles essentielles et extraits d’épices, le rendement du
traitement devient plus efficace (Chiasson et coll., 2004, Mahrour et coll., 2003). Ces études ont
montré que le traitement avec certains produits naturels peut augmenter la radiosensibilité de

certaines bactéries.

De plus, des études ont montré que la combinaison de certains traitements avec
I'irradiation peut réduire la dose nécessaire pour éliminer les agents pathogenes ou diminuer le taux
de croissance des microorganismes lors du stockage des aliments. Ainsi, I'application d’un traitement
thermique ““doux’ suivie d’un traitement a I'irradiation prolonge la durée de vie de certains fruits frais
sans affecter leur qualité (Farkas, 1990). D’autres études ont montré que I’'utilisation d’un traitement
a la chaleur combiné avec l'irradiation a un effet synergique permettant la destruction de bactéries

sous forme végétative (Farkas 1990) et des spores bactériennes (Gombas et Gomez, 1978). Ainsi, un




traitement avec une moyenne température de 45°C pendant 10 minutes, suivi d’un traitement avec
I'irradiation a une dose de 1,2 kGy, perturbe l'intégrité membranaire de Bacillus cereus, diminuent sa
concentration intracellulaire d’ATP, affectent la membrane cellulaire et augmentent la dégradation de

I’ADN par rapport a un traitement par l'irradiation seule (Ayari et coll., 2010).

L'irradiation cause des dommages a I'’ADN alors que la chaleur provoque une
déstabilisation des membranes (Kim et Thayer, 1996). Cependant, une combinaison d’un traitement a
des températures élevées avec l'irradiation augmente l'effet antimicrobien de lirradiation en
inactivant certaines enzymes dans les aliments et en réduisant la dose d’irradiation nécessaire pour
éliminer les agents pathogénes (Thakur et Singh, 1995). Ainsi, le traitement thermique a sec en
combinaison avec l'irradiation élimine complétement E. coli 0157:H7 au niveau de la luzerne et des
graines d’haricot tout en réduisant la dose nécessaire pour éliminer ce pathogene (Bari et coll., 2003).
Alvarez et coll. (2007) ont observé que des traitements de 21,6 min & 57°C ou de 5 minutes a 60°C
réduisent le contenu en Salmonella de 5 log dans les ceufs entiers liquides alors qu’un pré- traitement
avec une dose d’irradiation de 0,3 kGy ne nécessite que des traitements de 5,5 min a 57°C ou 2,3 min

a 60°C pour obtenir le méme effet antibactérien.

L'emballage sous atmosphére modifiée est un procédé permettant le ralentissement de
la croissance bactérienne (Gibson et Davis, 1995). Cependant, I'efficacité de ce traitement dépend de
la composition de I'aliment, de la contamination microbienne, des procédés de traitement et des
conditions de stockage (Reale et coll., 2008). Ainsi, le traitement a l'irradiation combiné avec
I’'emballage sous atmosphére modifié offre aussi un effet synergique. Zhu et coll. (2008) ont observé
que l'irradiation a une dose de 2,4 kGy aprés un emballage sous vide du jambon et de la dinde inoculés
avec 10°3a 107 UFC/cm? réduit de 5 log le nombre de L. monocytogenes. Caillet et coll. (2006) ont
démontré que l'augmentation du taux de CO, dans I'emballage a 50% avant le traitement par
irradiation a été en mesure d'augmenter de 3,8 fois I'effet de certains composés antimicrobiens
comme la cannelle de chine (Cinnamum cassia) et le trans-cinnamaldéhyde sur la durée de vie des
carottes. Cette étude a permis la démonstration de l'augmentation de la sensibilité de L.
monocytogenes aux rayonnements gamma dans des carottes lors de l'irradiation sous air ou sous
atmosphere modifiée (60% O, 30% CO,, 10% N>) en présence de différents composés antimicrobiens
naturels. Les résultats ont montré que la dose nécessaire pour réduire L. monocytogenes de 1 log UFC
était de 0,36 kGy pour les échantillons conditionnés a I'air et 0,17 kGy pour ceux emballés sous
atmosphere modifié. Lafortune et coll. (2005) ont observé que l'irradiation des carottes a 1 kGy sous
atmosphere modifié (60% 0,, 30% CO,, 10% N,) peut retarder le développement de la flore

microbienne totale, mais provoque I’altération de la fermeté.




1.3.3 Radiation aux ultraviolet (UV)

Les rayons ultraviolets sont un type de radiation électromagnétique composée de
photons a faible énergie émis a des longueurs d’onde entre 200 et 400 nm. L’irradiation UV est
exprimée en millijoules par centimétre carré (mJ cm ~2) (Forney 2009; Koutchma 2010). Ainsi, les
ondes courtes ultraviolettes (UV-C) dont la longueur d’onde est comprise entre 200 et 280 nm sont
utilisés comme une méthode de désinfection, qui implique la lumiere blanche intense, et pour le
traitement des aliments contre les infections microbiennes (Barbosa-Canovas 2008), ce qui peut
prolonger la durée de vie des aliments. Ces UV-C sont utilisés pour traiter les fruits et les [égumes frais,
les jus frais, les boissons, les viandes fraiches, le poulet et les fruits de mer (Forney 2009). Comme le
traitement a l'irradiation gamma, ce traitement agit sur I’ADN ce qui perturbe certaines activités
métaboliques des microorganismes (Forney 2009). Or, il n’y a pas beaucoup de données concernant
les conditions optimales a utiliser dans les industries alimentaires, ce qui limite I'utilisation de cette

méthode surtout qu’elle agit seulement en surface des aliments (Walkling-Ribeiro et coll., 2008).

1.4 Effet de l'irradiation sur la bactérie et son génome

L'irradiation gamma engendre la mort cellulaire qui est causée par des dommages
structurels et des dysfonctionnements physiques comme la perturbation des enveloppes cellulaires,
les changements de conformations de I’ADN, I’altération des ribosomes, I'aggrégation des protéines,
I'altération de la perméabilité sélective de la membrane ou la désactivation de certaines enzymes clés
(Gould, 1989). Selon Moseley (1983 et 1989), le traitement a l'irradiation affecte surtout le
chromosome. Ainsi, ce traitement a des effets directs et indirects sur la cellule microbienne : les effets
directs comprennent les événements causés par I'absorption de I'énergie des rayonnements par les
molécules cibles qui conduisent a des cassures au niveau des molécules irradiées alors que les effets
indirects dérivent de I'interaction des particules réactives formées par la radiolyse de I'eau telles que
le radical hydroxyle (OH®) et les molécules cibles. Ce radical OH* réagit avec le squelette sucre-
phosphate de la chaine d’ADN provoquant ainsi I'élimination des atomes d’hydrogene a partir des
sucres, ce qui cause la dégradation des liaisons d’esters de phosphate et par conséquent I'apparition
ultérieure des cassures de I’ADN simple brin (ADNsb). L'endommagement de I'’ADN, par l'irradiation,
rend les microorganismes incapables de se reproduire (Urbain 1986). Cet avantage fait de I'irradiation

une importante technique de conservation de divers produits alimentaires.




1.5 Résistance bactérienne

1.5.1 Résistance a l'irradiation : L'exemple de Deinococcus radiodurans

Parmi les organismes les plus résistants connus au monde se trouve Deinococcus
radiodurans (D. radiodurans). Cette bactérie non virulente présente une résistance extraordinaire aux
effets |étaux de nombreux agents endommageant I'ADN, y compris les rayonnements ionisants, le
peroxyde d’hydrogene, les acides, les températures élevées ainsi que de nombreux autres agents
endommageant I’ADN (Battista, 1997). Cette bactérie se caractérise par sa grande capacité a réparer
les cassures d’ADN double brin induites par les rayonnements ionisants. Ainsi, le processus de cette
réparation est radio-inductible en fonction de la synthése de nouvelles protéines suite a I'irradiation

(Kitayama et Matsuyama, 1968; Matsuyama, 1971).

Les ADN chromosomiques et plasmidiques de D. radiodurans sont aussi sensibles aux
ruptures des doubles brins d'ADN induites par l'irradiation que les bactéries sensibles sauf que cette
bactérie, comme d’autres bactéries extrémement résistantes a l'irradiation, utilise un mécanisme
classique de réparation et de protection de I'ADN, mais avec une efficacité bien supérieure a celle des
bactéries sensibles a I'irradiation (Cox et Battista 2005; Daly et coll., 2007). Sous sa forme végétative,
D. radiodurans R1 est particulierement résistant aux rayonnements UV. Elle est capable de survivre a
des doses allant jusqu'a 750 Jm™ avec une perte minimale de viabilité (Brooks et coll., 1980). Ainsi, D.
radiodurans R1 exprime la totalité des composants du systéme de réparation par excision de
nucléotides dépendant du complexe UvrABC qui caractérise de nombreuses espéeces, y compris E. coli
(Brooks et coll., 1980). Contrairement a E. coli, 'inactivation de la voie de réparation par excision
n’influence pas la résistance de D. radiodurans aux UV. White et coll. (1999) ont démontré que D.
radiodurans dépourvue de genes intervenant dans la réparation par excision ne devient sensible aux
UV que lorsque le gene usv (DR1819) est également inactivé. Ce géne, qui code pour une endonucléase
(homologue a celle d’E. coli), joue un réle important dans la réparation des dommages d’ADN induits
par les UV, probablement en complétant la réparation par excision ou par I'extension de brins apres la
réparation par recombinaison (Selvam et coll., 2013). De plus, la répression de recA produit également
une souche de D. radiodurans qui est extrémement sensible aux dommages de I'ADN (Tanaka et coll.,
2004). Cependant, malgré le fait que cette bactérie exprime plusieurs protéines analogues a celles
favorisant la résistance d’autres espéces, aucun travail n’a pu a ce jour donner une explication a sa
grande résistance aux UV-C (Selvam et coll., 2013). Toutefois, I'inactivation du géne usv n’influence
presque pas la résistance de cette bactérie aux UV-C en raison de la présence de la voie de réparation
par excision. Ainsi, malgré la présence de deux systémes de réparation par excision qui caractérisent

D. radiodurans, la cellule ne nécessite pas cette redondance pour résister aux UV-C, ce qui rend difficile




de dire que la présence des deux systemes de réparation contribue de maniere significative a la

tolérance extraordinaire de cette espece aux UV.

Aussi, la souche mutante pour polA s’est montrée sensible a toutes les formes de Iésions
de I'ADN, ce qui indique que I'ADN polymérase | de D. radiodurans (homologue a celle de I'E. coli) joue
un réle central dans la réparation des dommages induits par les UV-C sans doute en complétant la
réparation par excision ou par I'extension de brin aprées la réparation par recombinaison (Gutman et
coll., 1994). Toutefois, Zahradka et coll. (2006) ont démontré que PolA de D. radiodurans prend en
charge une réplication de I'ADN exceptionnellement efficace dés les premiers stades de récupération
aprés une irradiation. Cependant, le clonage du géne polA d’E. coli, sensible a l'irradiation, était
capable de complémenter les mutants polA de D. radiodurans sensibles a l'irradiation (Gutman et coll.,
1994). Le mécanisme par lequel l'irradiation de D. radiodurans rend les protéines de réparation,
natives ou clonées, plus fonctionnelles qu’au niveau des bactéries sensibles est inconnu (Makarova et
coll., 2007). Probablement que I'extréme résistance a l'irradiation est due a l'alignement de ses
chromosomes et/ou la morphologie de certaines séquences répétées facilite le réassemblage du
génome (Daly, 2006; Makarova et coll., 2001); ou bien a un ensemble de génes non caractérisés codant
pour des fonctions qui améliorent I'efficacité de la réparation de I'ADN (Cox et Battista, 2005); ou
encore, les complexes de Manganéese (Mn) non enzymatiques présents dans les membranes bactéries
résistantes protégent les protéines, mais pas I'ADN, de |'oxydation suite a l'irradiation (Daly, et coll.,

2007).

1.5.2 Mécanisme de résistance bactérienne

Au cours de la transformation des aliments, plusieurs traitements physiques et chimiques
sont appliqués pour inactiver la croissance des microorganismes et améliorer la durée de vie des
produits. Dans certaines circonstances, ces micro-organismes utilisent des mécanismes physiologiques
et moléculaires leur permettant de survivre sous des conditions de stress, ce qui peut perturber les
efforts des industries alimentaires visant a contrbler ces agents pathogenes. La majorité des
traitements qui inactivent seulement une partie de la population bactérienne et qui favorisent
I'apparition de sous-populations distinctes dans la culture traitée sont connus pour favoriser
I'apparition de plusieurs résistances (Skandamis et coll., 2008). Toutefois, les microorganismes qui
survivent a un type de stress développent souvent une résistance croisée a d’autres types de stress

(Wesche et coll., 2009).

Ainsi, pour survivre a des conditions difficiles, les microorganismes essaient de s’adapter
aux stress en augmentant leurs syntheses en protéines dites «de choc thermique », qui protegent les

cellules et les organismes du stress et empéchent souvent la mort cellulaire (Kvint et coll., 2003; (Park
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et coll., 2000). Bien que I'exposition prolongée a des conditions de stress puisse entrainer la mort
cellulaire, I'induction de ces protéines rend la bactérie tolérante. Aussi, la réponse au stress oxydatif
classique est régulée par des facteurs de transcription, tels que OxyR chez E. coli (Storz et coll., 1990),
OhrR chez B. subtilis (Mongkolsuk et Helmann, 2002) et Yap1 chez Saccharomyces cerevisiae (Delaunay
et coll., 2000). Ces régulateurs qui sont activés par |'oxydation des cystéines hautement conservées
induisent |'expression des enzymes antioxydantes telles que les peroxyrédoxines, les glutarédoxines
et les thiorédoxines. Cependant, chez de nombreux microorganismes, la réponse aux stress oxydatifs,
non seulement déclenche une réponse antioxydante, mais peut favoriser la régulation positive des
genes de choc thermique. Chez B. subtilis, le modeéle des bactéries a Gram-positif, I'induction des génes
de choc thermique de classe lll est engendrée par le facteur de transcription Spx (disulfide stress-
sensing transcription factor) (Rochat et coll., 2012). Aussi, chez E. coli, qui est a Gram-négatif, tous les
systemes de chaperon y compris DnaK (intervient dans le repliement et le dépliage des protéines),
GroEL (impliqué aussi dans le repliement des protéines), GroES (co-facteur de GroEL) et HtpG
(intervient dans I'entretien, I'activation et la stabilisation des protéines), ainsi que d’autres protéines
de choc thermique classique comme les protéases Clp (permettent le clivage de plusieurs protéines en
réponse a des températures extrémes) et les courtes protéines de choc thermique IbpA et IbpB
(stabilisent I'agrégation des protéines suite a |'exposition a des températures élevées), sont
positivement régulées par le stress oxydatif induit par le peroxyde d'hydrogene (Zheng et coll., 2001).
Chez E. coli, la réponse au choc thermique est controlée par le facteur sigma 32 (Arséne et coll., 2000).
Ainsi, dans des conditions normales (absence de stress), la concentration du facteur sigma 32 est tres
faible, et sa demi-vie est trés courte in vivo (Straus et coll., 1987). Toutefois, |'exposition des cellules a
un choc thermique favorise une augmentation de la concentration de ce facteur en impliquant de
nombreux mécanismes de régulation transcriptionnelle, traductionnelle et post-traductionnelle
(Morita et coll., 1999). L’application des facteurs sublétaux (acide ou thermique) pourrait induire des
mécanismes de résistance dans la population survivante et modifier leurs caractéristiques de virulence
(Hill et coll., 2002; Wesche et coll., 2009). Par conséquent, il est important d’élucider le mécanisme de
la réponse bactérienne (en particulier chez les bactéries pathogénes) aux applications séquentielles

des stress létaux.

Comme une réaction envers tous les types de stress, les bactéries développent un mécanisme de
réparation d’ADN dans le but de résister a ces différents chocs (Scharer, 2003). Plusieurs mécanismes

de réparations d’ADN sont reconnus :

- Inversion directe : réparation directe, par les photolyases, des diméres de pyrimidine causés par

les rayons UV (Payne et coll., 1987).
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- Réparation par excision de base : réparation du dommage au niveau d’une base individuelle
d’ADN. La base endommagée est éliminée par une ADN glycosylase et une endonucléase clive le
désoxyribose. L’'espace ainsi libéré est rempli par la base opposée en présence d’'une ADN
polymérase puis une ADN ligase structure le brin réparé (Zharkov, 2008).

- Réparation par excision de nucléotide : réparation des lésions étendues ou qui provoquent un
dommage important a ’ADN par une exposition aux UV-C ou a la radioactivité. Les hélicases
ouvrent le double brin d’ADN, ensuite les endonucléases simple brin coupent les extrémités 5’ et
3’ de la lésion, aprés I'excision I’ADN polymérase synthétise le brin enlevé et I’ADN ligase structure
le squelette de I’ADN (Sancar, 1996).

- Réparation par recombinaison homologue : c’est la principale voie de réparation des cassures
d’ADN double brin causées par les rayonnements ionisants chez les bactéries (Shrivastav et coll.,
2007). Elle consiste a utiliser TADN homologue non endommagé comme une matrice pour la

réparation (Nowosielska, 2007).

L'exposition a des agents qui interféerent avec la réplication de I'ADN ou qui provoquent
des dommages a I'ADN induit I'expression d'un ensemble de genes intervenant dans la réponse SOS et
qui sont impliqués dans la réparation de I'ADN, la recombinaison, la réplication et la division cellulaire
(Janion, 2008). Dans certains cas, une exposition prolongée ou répétitive a un méme agent stressant
pourrait favoriser des résistances a des stress connus comme létaux, tel qu’observé par Lacroix et
Lafortune (2004) chez Pantoea agglomerans (famille des Entérobactéries) isolée des carottes irradiées
avec une dose de 7 kGy et aprés 30 jours d’entreposage. Pourtant, les entérobactéries sont connues
comme des espéces tres sensibles a l'irradiation. Cela suggere que cette bactérie a développé un

mécanisme de résistance lui permettant de tolérer les différents stress tels que I'irradiation.
1.5.3 La réponse SOS

Les bactéries peuvent étre exposées aux différents facteurs de stress comme l'irradiation
gamma et les UV-C, pouvant causer, d’'une maniére directe ou indirecte, des dommages au niveau de
I'ADN. La réponse SOS est un systéeme de régulation trés conservé chez les bactéries qui est induit en
réponse a des dommages (Erill et coll., 2007) et qui permet aux cellules de survivre. Cette réponse
favorise également les réarrangements des intégrons, élément génétique retrouvé surtout chez les
bactéries a Gram négatif leur permettant de résister aux stress, en controlant I'expression des

intégrases (Cambray et coll., 2011; Guerin et coll., 2009).

Cette réponse, identifiée pour la premiére fois en 1975 au niveau d’'une fourche de
réplication présentant des Iésions d’ADN chez E. coli (Radman, 1975), est induite par I'activation de la

protéine recombinase A (RecA) (Anderson et Kowalczykowski, 1998) (Figure 3). Initialement, des
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dimeéres de LexA (pour Locus for X-ray sensitivity) se lient a la boite SOS empéchant la transcription
des genes de réparation. Suite a un stress, comme l'irradiation UV-C, certains produits chimiques ou
composés oxydants, des acides, des agents mutagénes organiques et certains antibiotiques, ’ADNsb
résultant d’'un dommage a I’ADN déclenche le mécanisme de réparation. Ainsi, des filaments de RecA
se forment et induisent le clivage autocatalytique de LexA et de plusieurs autres répresseurs
transcriptionnels ce qui rend LexA incapable de se lier a ses sites cibles, activant ainsi I'expression des
génes SOS (Little, 1991). Toutefois, aprés la réparation d’ADN, les dimeéres de LexA nouvellement

synthétisés se lient de nouveau a la boite SOS et inhibent la transcription des genes cibles.

Doubles brins d’ADN

00° 0 99 @O preca
l ADN endommagé

ADNdb —> ADNsb

009y00,4°

QE % Filament
RecA-ADN simple brin

ARN Pol l Autoclivage de LexA
.. Dimeéres de LexA AN AN
'I/ ) Inductions U\ v‘v‘ ARN Pol
[ohasos [{ Ghmessos ) [ panasos ]| omesos
Synthéses

l Réparation
d’ADN

009%°0 o0

Figure 3. Processus d’induction de la réponse SOS. Adaptée de Qin et coll. (2015).

ADNdb: ADN double brin; ADNsb: ADN simple brin; ARN Pol: ARN polymérase.

Chez E. coli, la réponse SOS comprend |'activation d'un ensemble spécifique de génes
visant a réparer les dommages a I'ADN (Little, 1991). Chez cette bactérie, I'activation synchronisée des
genes SOS est favorisée par le répresseur transcriptionnel LexA (Wertman et Mount, 1985). Cette
protéine forme des dimeres qui sont capables de reconnaitre un motif de liaison palindromique appelé
boite LexA (ou boite SOS), qui a été montré pour suivre un consensus 5’-TACTGT(AT),ACAGTA-3’
(Fernandez de Henestrosa et coll., 2000; Wade et coll., 2005). Toutefois, les sites de liaison a la boite

LexA sont généralement situés a proximité ou chevauchent avec le site de liaison a I’ARN polymerase
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au niveau des promoteurs des genes SOS une fois liés a leurs sites cibles, les diméeres LexA empéchent
la liaison a I'ARN polymérase et répriment ainsi |'expression des genes. Le géne lexA est induit
tardivement pour arréter l'induction de la réponse SOS quand le signal génotoxique disparait
(Fernandez et coll., 2000). Toutefois, quand la cible de LexA est lexA, elle échappe a I'autoclivage pour
empécher l'inhibition du mécanisme de la réparation (Butala et coll., 2011). Cette observation peut
expliquer comment I'affinité de liaison de LexA aux différents promoteurs est corrélée avec le moment

de I'expression des génes cibles selon leur importance pour la réponse SOS.

La caractérisation expérimentale des genes régulés par LexA, et donc les géenes qui
constituent la réponse SOS, a été réalisée pour E. coli (Courcelle et coll., 2001), Bacillus subtilis
(Goranov et coll., 2006) et Pseudomonas aeruginosa (Cirz et coll., 2006). Chez E. coli et B. subtilis, le
régulon LexA comprend soit 43 et 63 genes respectivement, bien que seulement 7 génes soient
communs entre eux. Par contre, le régulon de la bactérie P. aeruginosa, n’est formé que de 15 génes.
Dans tous les cas, LexA contréle I'expression de recA et lexA, les régulateurs positifs et négatifs de la
réaction respectivement, ainsi que les genes qui codent pour des protéines impliquées dans la
réparation de I'ADN ou de la recombinaison, et les geénes qui codent pour des ADN polymérases non

essentiels.

La protéine RecA est également nécessaire pour la recombinaison homologue
(Kowalczykowski et coll., 1994) et participe a la voie de tolérance aux dommages de I'ADN en formant
des complexes avec les ADN polymérases IV (Pol IV) et ’ADN Pol V (Godoy et coll., 2007). Evidemment,
la survie des cellules est liée a leur tolérance a I’ADN endommagé. Ainsi, la protéine UvrA est I'un des
premiers produits de genes dont I'augmentation de I'expression est souvent liée a un ADN
endommagé chez E. coli (Courcelle et coll., 2001). Cette enzyme intervient dans la réparation par
excision de nucléotides détectant les Iésions de distorsion de I’ADN produites par plusieurs facteurs
telle que l'irradiation (Yang, 2011). Toutefois, la capacité de la cellule a réparer son ADN par excision
est favorisée par une surproduction de I’hélicase UvrD et des sous-unités UvrA et UvrC de
I’excinuclease UvrABC. De plus, I'augmentation de I'expression de I’ADN polymerase |l accroit la
capacité de la cellule a synthétiser de ’ADN au niveau des sites abasiques (Qiu et Goodman 1997) et
I’'augmentation de 50 fois de la quantité des protéines RecA (Karu et Belk 1982) et RecN (Picksley et
coll., 1984) favorisent la réparation par recombinaison. Cependant, lorsque la réparation par
recombinaison ne peut pas réparer certaines lésions de I'ADN, le complexe UmuD’C catalyse la
synthése d'ADN trans-lésion (Woodgate et Ennis 1991). Aussi, plusieurs autres facteurs peuvent
déclencher la réponse SOS chez E. coli. Ainsi, les antibiotiques B-lactamines stimulent cette réponse ce

qui facilite la propagation des bactéries par une inhibition transitoire de la division cellulaire lors de la
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réparation de '’ADN endommagé, ce qui favorise la survie de la bactérie suite a une exposition

normalement létale aux B lactamines (Miller et coll., 2004).

1.6 Escherichia coli

1.6.1 Découverte et classification

Le pédiatre et bactériologiste allemand Theodor Escherich avait isolé et décrit en 1885,
pour la premiere fois, le bacille Bacterium coli commune a partir des selles de nourrissons souffrants
de diarrhées néonatales (Escherich, 1885). Il soupgonnait son implication dans |'apparition des
entérites. En 1919, Castellani et Chalmers ont renommé cette bactérie Escherichia coli (E. coli) en
hommage aux travaux de ce chercheur (Grimont, 1987). Le genre Escherichia, appartenant a la famille
des Enterobacteriaceae, est un bacille droit a Gram négatif regroupant six espéces différentes selon
leurs caractéristiques biochimiques : E. coli; E. hermannii; E. blattae ; E. fergusonii ; E. vulneris et E.
albertii (Euzéby, 2007). La plupart des souches de I'espéce E. coli colonisent le tractus gastro-intestinal
de 'homme et des animaux a sang chaud d’une maniéere inoffensive en tant que microflore
bactérienne normale (Grimont, 1987). Néanmoins, certaines souches d’E. coli sont devenues
pathogénes par I'acquisition des facteurs de virulence au moyen de transposons, de plasmides, de
bactériophages et / ou d’ilots de pathogénicité (Kaper et coll., 2004). En effet, en 1945 Bray avait
associé des souches pathogenes d’E. coli a certaines épidémies de diarrhée chez les enfants (Braun,
1974). Le développement de la technique du sérotypage des 1947 a permis d’identifier les souches d’
E. coli, particulierement les souches pathogénes, grace a leur antigéne de paroi lipopolysaccharidique
«O» (Kauffmann, 1947). Au niveau d’'un méme sérogroupe «O», l'identification de I'antigene flagellaire
protéique «H» détermine le sérotype de la souche (Kaper et coll., 2004). Finalement, en 1950, plusieurs
sérogroupes particuliers d’E. coli ont été déterminés comme des souches pathogénes humaines et
animales responsables de symptomes variés allant de faibles diarrhées jusqu’a la mort (Levine 1987;
Nataro et Kaper 1998).

Selon leur interaction avec I’'héte, les souches E. coli pathogenes peuvent étre classées en
six pathotypes regroupant les souches de sérotypes spécifiques: EPEC (“Enteropathogenic E. coli’);
ETEC (“Enterotoxigenic E. coli”); DAEC (“Diffusely adherent E. coli”’) ; EIEC (“Enteroinvasive E. coli”);
EAEC (“Enteroaggregative E. coli”’ et EHEC (“Enterohaemorrhagic E. coli”’). Les EPEC et les EHEC
possedent le locus d'effacement des entérocytes (LEE), ilot de pathogénicité responsable de I'adhésion
bactérienne aux cellules épithéliales (Griffin, 1991); par contre seuls les EHEC sont capables de
produire les “Shiga-like toxin “ (Stx) responsables des colites hémorragiques et du syndrome
hémolytique et urémique chez I'nomme (Kaper et coll., 2004) (Beutin et coll., 2000) (Tableau 1 et

Figure 4).
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Tableau 1. Pathotypes et sérotypes d’E. coli pathogénes

Phénotypes Caractéristiques Sérotypes
ETEC - Diarrhée aqueuse, modérée a sévere associés a 078:H12; 0120:H7; 0128:H7; 020:H-;
des crampes abdominales; 025:H42; 06:H16; O8:H9; 011:H2;
-Production des entérotoxines thermostables 015:H11.
et/ou thermolabiles.
Sérotypes appartenant aux
EIEC - Syndromes dysentériques et forte fievre;
sérogroupes : 0173; 0143; 0112;
- Plasmide de virulence.
0124; 028ac; 0144; 0136
EAEC - Diarrhée persistante;
- Production de toxines.
- Diarrhées chez les enfants de plus de 12 mois;
DAEC
- Pas de production d'entérotoxines ou de toxines
Stx.
. . . , 086:H34; O55:H6; 0142:H34;
-Diarrhées séveres accompagnées de
0111:H2; 0114:H2; 0119:H6;
EPEC vomissements et de fiévre chez les enfants de
. . 0127:H6; 0142:H6; 026:H11, O55:H7;
moins de 12 mois;
) o ) ] 055:H34; 086:H8, 0111:H9;
- Pas de production d'entérotoxines ou de toxines
0111:H25, O119:H2; O111ac:H8;
Stx.
) ) 0125ac:H6; 0128:H2
- Présence du locus d'effacement des entérocytes
(LEE)
-Diarrhée aqueuse; colite hémorragique; 026:H-; 026:H11; 091:H-;
EHEC - Productions de toxines Stx (vérotoxines).

- Plasmide de virulence.
- Présence du locus d'effacement des entérocytes

(LEE)

0103:H2; 0111:H; 0113:H21;
0118:H16; 0128:H2; 0145:H;

0145:H28; 0146:H21; O157:H7

D’apres Beutin et coll., 2000; Kaper et coll., 2004; Milon et coll.,

1999; Yousef Alikhani 2005.
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Figure 4. Mode de colonisation des différents pathotypes d’E. coli. Adaptée de Kaper et coll,,
(2004).

ETEC: Colonisent lintestin gréle et adhérent aux entérocytes. Ces bactéries produisent des
entérotoxines thermolabiles ou thermostables provoquant des diarrhées osmotiques (Nataro and
Kaper 1998).

EIEC : Envahissent les cellules épithéliales du c6lon provoquant des diarrhées aqueuses accompagnées
des crampes abdominales et de fortes fieévres. Elles ont la capacité de se déplacer de la cellule
épithéliale infectée aux cellules adjacentes (Nataro et Kaper 1998).

EAEC : Colonisent le petit intestin et le cblon et adherent aux cellules épithéliales en formant un biofilm

provoquant des diarrhées chroniques. Les EAEC produisent des cytotoxines et des entérotoxines.
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DAEC : Colonisent I'intestin et adhérent aux entérocytes causant des diarrhées chez les enfants de plus
de 12 mois. Elles ont la capacité d’induire I'effet cytopatique sur les cellules cibles caractérisé par une
exacerbation de certaines microvillosités qui s’enroulent sur les bactéries.

EPEC : Colonisent I'intestin gréle et adherent aux entérocytes et provoquent des diarrhées chez les
enfants de moins de 12 mois. Elles sont capables de détruire la structure des microvillosités formant
ainsi des lésions histopathologiques ou des lésions d’attachement et d’effacement caractéristiques des
cellules de la muqueuse intestinale. Ces lésions résultent de I’action de protéines codées par les génes
du locus LEE.

EHEC : Ce pathotype est associé a des symptomes variés allant de la diarrhée a la colite hémorragique
et au syndrome hémolytique et urémique (Karmali et coll., 1983). Il envahit le cOlon et induit les Iésions
d’attachement et d’effacement. Les EHEC produisent les Stxs d’ou leur dénomination STEC pour
“Shiga-toxin producing E. coli”. lls peuvent aussi étre nommeés VTEC pour “Verocytoxin-producing E.
coli”. lls ont été isolés pour la premiére fois en 1982 aux Etats-Unis aprés une épidémie suite a la
consommation de ‘hamburgers’ contaminés (Riley et coll., 1983). Plus tard, d’autres épidémies y ont
été associées: en 1993 a Washington (501 malades et 3 déces) (Bell et coll., 1994), en 1996 au Japon
(9451 malades et 12 déces) (Michino et coll., 1999) et en Ecosse en 1996 (9512 malades et 17 déces)
(Cowden et coll., 2001). Les bovins constituent le réservoir majeur des EHEC. Bien que ces bactéries
produisent les Stx, elles ne sont pas pathogénes pour ces animaux. Le principal mode de transmission
des EHEC a 'homme est la consommation d’aliments d’origine animale. Toutefois, I'ingestion d’eau,
de fruits ou de légumes contaminés, ou bien le contact avec des animaux ou des personnes infectés
peuvent étre une source de transmission (Caprioli et coll., 2005; Tozzi, 2001). Cependant, plus de 380
sérotypes VTEC différents colonisant ’homme ou les animaux ont été isolés, mais peu d’entre eux sont

des pathogénes humains tels 0157:H7, le sérotype le plus connu et le plus étudié (Tarr et coll., 2005).
1.6.2 Escherichia coli 0157:H7

Les souches d’E. coli 0157:H7 sont souvent associées aux cas séveres de toxi-infections
d’origine alimentaire. Plusieurs infections par ce pathogéne ont été associées a la consommation de
viandes de bovins. Les légumes, les fruits ou méme I'eau potable ont également été impliqués. Ainsi,
la consommation d’un aliment avec aussi peu que 10 cellules d’E. coli 0157:H7 peut causer une colite
hémorragique et le syndrome hémolytique et urémique chez I’homme (Karmali et coll., 1983; Phillips
1999). Ce sérotype a été associé a au moins trois épidémies importantes au Canada. En 2014, une
éclosion de 119 cas de toxi-infection suite a la consommation de viande contaminée (23
hospitalisations, dont, 6 présentant le syndrome hémolytique et urémique) a été repérée en Alberta
(Honish 2017), en 1999, 143 cas ont été signalés en Colombie-Britannique liés a du salami (MacDonald

et coll., 2004), et évidemment en 2000, la célebre éclosion de 2300 cas d’origine hydrique a Walkerton
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en Ontario, qui a mené a sept déces (Hrudey et coll., 2003). La bactérie E. coli 0157:H7 se caractérise
par une fermentation tardive (> 24 h) du sorbitol et une incapacité de synthétiser la B-glucuronidase,
enzyme capable d’hydrolyser le 4-méthylumbelliféryl-D-glucuronide. Cette molécule synthétique est
ajoutée a la solution de Sorbitol MacConkey pour vérifier la contamination des aliments par E. coli

0157:H7 (Brown 2001).

La virulence d’E. coli O157:H7 est due a sa résistance aux acides gastro-intestinaux
(Gorden et Small 1993) suite a I'activation du systeme dépendant de I'acide glutamique (GAD). Aussi,
cette bactérie synthétise deux types de distincts toxines, soit Stx1 et Stx2, qui provoque la colite
hémorragique et le syndrome hémolytique et urémique (O'Brien et coll., 1984). Les génes qui codent
pour ces toxines, appartenant au génome de bactériophages qui se sont intégrés dans le chromosome
bactérien, sont contrélés par plusieurs stress sublétaux tels des chocs acides et/ou thermiques (Buncic
et Avery 1998) et par la présence d’agents antimicrobiens a des concentrations inhibitrices (Yoh et
coll., 1999). Le complexe chaperon DnaK/Dnal/GrpE régule plusieurs fonctions cellulaires clés
intervenant a la fois dans le développement, la croissance et la résistance aux stress chez E. coli (Mayer
et Bukau 2005). Ce complexe contréle la qualité et le repliement des protéines et 'assemblage ou le
désassemblage des complexes oligomériques. Il intervient aussi dans la réponse au stress menant a
des agrégations et des repliements anormaux des protéines (Sharma et coll., 2010). Ainsi, l'irradiation
de cette bactérie favorise I'augmentation de I'expression relative des ARN messagers qui codent pour
certaines protéines de stress GroES, GrpE (co-chaperon permettant la prévention de I'agrégation des
protéines suite au stress thermique), ClpB, IbpB et HtpG et diminue celles des génes qui codent pour
DnaK et Htpx (protéase favorisant la dégradation de certaines protéines surproduites (Trudeau et coll.,

2014).

1.6.3 Effet de l'irradiation gamma sur la synthése de protéines de stress chez E.

coli 0157:H7

Plusieurs études ont déterminé le role des protéines de choc thermique dans la résistance
a plusieurs types de stress mais leurs implications dans la résistance liée a I'irradiation ne sont pas
beaucoup Etudiées. Caillet et coll. (2008) ont démontré que I'irradiation gamma influence I'expression
des tois proteines de choc thermique Dnak, GroES et GroEL chez E. coli, S.Typhimurium, S.aureus et
L. monocytogenes. Ce traitement favorise I'augmentation de I'expression de GroEL chez les quatre
pathogénes alimetaires, principalement chez E. coli et L. monocytogeénes. De plus, ces chercheurs ont
observé une importante induction de DnAK et GroES au niveau d’E. coli. Trudeau (2012) et Trudeau
et coll. (2014) ont démontré que chez E. coli 0157:H7, l'irradiation avec une dose de sensibilisation

favorise I'augmentation de la synthése d’une protéine de 28,6 kDa et diminue celle de 5 autres (13,7;
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15,3; 26,9; 30,7 et 34,5 kDa). Cependant, la dose |étale a beaucoup plus d’effets sur la synthese des
protéines en provoquant la diminution de la synthése de 13 protéines (15,3; 17,2; 18,5; 22,1; 26,9;
30,7;32,8; 34,5; 40,0; 43,3; 54,0; 75,7 et 87,3 kDa) et en augmentant celle de 8 autres (22,8; 24,7; 36,7;
56,8; 60,7; 66,5; 71,0 et 81,5 kDa). En se basant sur le poids moléculaire, ces auteurs ont identifié
certaines de ces protéines. Ainsi, les protéines de 54,0 et 75,7 kDa induites correspondent
respectivement a la rhamnulokinase et a la protéine Bet de transport de choline et la protéine
d’assemblage de primosome alors que les six protéines de 56,8; 60,7; 66,5; 71,0 et 81,5 kDa dont
I’expression a été réduite correspondent respectivement a la glycérol kinase; la protéine hypothétique
Z2695; la sous-unité SecD de la translocase; les sous-unités gamma et tau de I'ADN polymérase lll et |a
protéine PriA. Or, aucune de ces protéines n’est liée aux protéines de choc thermique comme Dnak,

GroEL et GroES.

1.6.4 Génome d’Escherichia coli 0157:H7

La taille chromosomique d’E. coli 0157:H7 est d’environ 5,5 Mb (Tableau 2) dont une
séquence de 4.1 Mb trés bien conservée chez toutes les espéces d’E. coli (Perna et coll., 2001b).
Toutefois, la comparaison de la taille du génome de deux souches pathogénes de 0157:H7, soit EDL933
et Sakai, avec celle de la souche E. coli K-12 non pathogene suggere que dans les 1.4 Mb restants du
génome, 0.53 Mb sont caractéristiques des souches 0157:H7 dénommées ilots O (“ O islands”) et
interviendrait dans sa virulence (Dobrindt et coll.,, 2003). La majorité de ces séquences spécifiques
sont des éléments génétiques mobiles transférés horizontalement tels que des transposons, des
séquences d’insertion, des plasmides, ou bien des prophages (Dobrindt 2005). Selon Reid et coll.,
(2000), E. coli 0157:H7 dériverait d’'une souche 055:H7 non toxigéne et moins virulente, possédant le
locus d'effacement des entérocytes (LEE) en quatre événements séquentiels: (i) acquisition du
bactériophage contenant stx2, (ii) acquisition du plasmide p0O157, (iii) acquisition du bactériophage
contenant stx1, et (iv) perte de la capacité de fermenter le D-sorbitol et perte de I'activité béta-
glucuronidase. Ainsi, E. coli 0157:H7 posséde 463 génes associés aux phages contre seulement 29
génes chez E. coli K-12 (Wick et coll., 2005). De plus, au moins 53 especes différentes avaient contribué

a cette séquence unique d’E. coli 0157:H7 (Putonti et coll., 2006).
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Tableau 2. Comparaison du génome d’E. coli K-12 non pathogéne et de deux souches EHEC
0157:H7 pathogénes. Tiré de Dobrindt (2005)

Pathotype/souche Taille (pb) Nb d’ORF Nombre de | Plasmides
(prévu) prophages

Non pathogéne K-12 / | 4 639 221 4284 10 -

MG1655

EHEC (0157:H7) /

EDL933 5528 445 5361 18 pO157

EHEC (0157:H7) /

Sakai 5594477 | 5361 24 pO157 et POSAK1

1.6.5 Principaux facteurs de virulence

Plusieurs facteurs de virulence sont présents chez E. coli 0157:H7. Non seulement les protéines Stx qui
sont associées aux maladies humaines, mais aussi la présence du plasmide pO157 sont corrélées a la

capacité de provoquer ces maladies (Figure 5) :

Tlot de pathogénicité (LEE) Shiga toxines
- Dans le chromosome - Dans ’ADN phagique inséré dans le chromosome
- Lésions d"attachement et d’effacement - Endommagementde la cellule héte
- Systéme de sécrétion de type Il - Cytokines/ Type l et Il
P ’ .
Pathogénie d’E. coli
Plasmide 0157 Autres facteurs
- “F- like plasmid” - RpoS: résistance a I'acidité, a la chaleur etau sel
- Facteurs de colonisations chez les bovins - EAST1: Enterotoxine
- Code pour des facteurs de virulence - Divers régulateurs feffecteurs de LEE

(Hémolysine, Catalase/ peroxidase, etc,)

Figure 5. Facteurs de virulence d’E. coli 0157:H7. Adaptée de Lim et coll. (2010)
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1.6.6 Shiga toxines Stxs

Principal facteur de virulence caractéristique des EHEC, y compris E. coli 0157:H7, les
Shigatoxines Stxs (ou Vitx pour vérocytotoxine) sont codées par des bactériophages. Elles sont aussi
connues sous le nom de vérotoxines suite a leur effet cytotoxique sur les cellules VERO, cellules
épithéliales rénales du singe vert d’Afrique (Cercopithecus aethiops sabaeus) (Konowalchuk coll.,
1977). Elles tiennent leur nom grace a leur grande similitude avec une toxine produite par Shigella
dysenteriae. Les Stxs peuvent étre divisées en deux groupes : Stx1 et Stx2 (ou Stx2EDL933) qui ont une
similitude de 56% en séquences d’acides aminés. Toutefois, les Stx2 sont 1000 fois plus toxiques pour
les cellules endothéliales rénales humaines comparativement aux Stx1 (Siegler et coll., 2003). Les Stx1
sont les plus similaires aux toxines produites par S. dysenteriae sérotype 1 (Takao et coll., 1988).
Cependant, si les Stx1 ont une structure bien conservée avec des variants présentant les mémes
propriétés antigéniques et la méme toxicité (Zhang et coll., 2002), les Stx2 se caractérisent par des
séquences nucléotidiques tres variées ainsi que des propriétés antigéniques différentes (Melton-Celsa
1998). Les Stxs sont des hétéropolyméres de 70 kDa possédant une structure conservée. Elles sont
formées d’une sous-unité A enzymatiquement active de 33 kDa et de cing sous-unités B identiques de
7 kDa se liant aux récepteurs globotriosyl céramides GB3 au niveau de la cellule hote, soit les cellules
endothéliales vasculaires humaines, les cellules épithéliales rénales, et au niveau du systéme nerveux
central (Nataro et Kaper 1998). Les animaux ne possédent pas ces récepteurs dans leur appareil
gastro-intestinal ce qui pourrait expliquer pourquoi les EHEC peuvent les coloniser de fagon
asymptomatique (Malyukova et coll., 2009). Ces deux sous-unités sont le produit d’'un opéron de 1,2
Kb appartenant a des bactériophages de type lambda qui s’est intégré dans le chromosome de toutes
les souches STEC (Herold et coll., 2004).

La liaison des STEC a la cellule héte déclenche le mécanisme de la cytotoxicité via la
production des Stxs (Figure 6). Ainsi, les sous-unités B des Stxs interagissent avec le récepteur GB3 des
Stxs; le complexe Stx-récepteur est internalisé par endocytose a l'intérieur de la cellule et transporté
de fagon rétrograde au réticulum endoplasmique (RE) a travers I'appareil de Golgi. Une fois dans le RE,
la Stx est clivée par des protéases et la fraction toxique Al est ainsi libérée dans le cytoplasme ou elle
exerce son activité enzymatique sur 'ARN ribosomique 28S. Cette action inhibe la synthese des
protéines via I'inhibition de la traduction d’ARN et par conséquence provoque la mort cellulaire (Endo

et coll., 1988; Karmali et coll., 2010).
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Figure 6. Mécanisme d’action des Shiga-toxines. Adaptée de Vinicius Silva
Castro et coll. (2017)

1.6.7 Locus d'effacement des entérocytes (LEE)

La colonisation de la muqueuse intestinale par les EHEC induit des Iésions
histopatholoques spécifiques ou lésions d’attachement et d’effacement (A/E) trés semblables a celles
induites par les EPEC. Les génes responsables de ces |ésions se situent dans la région LEE, un ilot de
pathogénicité de 43 kb avec une séquence de prophage supplémentaire de 7,5kb chez E. coli 0157:H7.
Cet ilot est constitué de 41 génes répartis en 5 opérons transcriptionnels (Elliott et coll., 1998)
organisés en 3 principaux groupes : i) un systeme de sécrétion de type Il (SSTIII), ii) une adhésine
(appelée aussi intimine) et son récepteur transloqué Tir, et iii) plusieurs protéines sécrétées faisant
partie du SSTIII (Delahay et coll., 2001; Perna et coll., 1998). Toutefois, les lésions A/E provoquent un
effacement des microvillosités et une adhérence bactérienne a la membrane cellulaire par un
mécanisme non complétement élucidé. Ainsi, via le SSTIII, la bactérie injecte des molécules effectrices
directement dans la cellule-héte, ce qui stimule I'accumulation de micro-filaments d’actine et

I'attachement de la bactérie a la membrane cytoplasmique de I'entérocyte via I'adhésine, entrainant
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ainsi des modifications au niveau du cytosquelette cellulaire, apparition de piédestaux véritables et

enfin la disparition ou I'effacement des microvillosités (Hueck, 1998; Mainil et Daube, 2005).
1.6.8 Plasmide 0157 (p0O157)

En plus des deux facteurs de virulences Stx et LEE codés par des génes chromosomiques,
la majorité des souches EHEC ont un plasmide de virulence tres conservé, soit le pO157 d’environ 90
Kb (Caprioli et coll., 2001). Ce plasmide qui code pour plusieurs autres facteurs de virulence inclut
différents éléments génétiques mobiles tels que des séquences d'insertion, des prophages et des
parties d'autres plasmides. Il comprend 100 cadres de lecture ouverts (ORF pour “Open Frame
Reading”’) dont 43 ORF présentant des similitudes avec des protéines connues incluant 35 protéines
qui pourraient intervenir dans la virulence d’E. coli 0157:H7 (Burland et coll., 1998). Certaines de ces

protéines sont déja caractérisées telles :

- La catalase péroxydase périplasmique KatP : active a la fois au niveau du cytoplasme et du
périplasme. Chez E. coli 0157:H7, elle intervient probablement dans la colonisation de
I'intestin via la réduction du stress oxydatif (Brunder et coll., 1996);

- Lasérine protéase EspP : Capable de cliver la pepsine A et le facteur V de coagulation humain
(Schmidt et coll., 1997);

- L’entérohémolysine Ehx : Toxine de type RTX provoquant la lyse des globules rouges qui sont
une source du fer, un élément important pour la colonisation et la pathogénicité (Soloaga et
coll., 1999). Elle est hautement conservée chez les différents sérotypes d’EHEC comme la
0157:H7, |la 0O8:H19 et la 0111:H8 (Brashears et coll., 2006).

- La métalloprotease StcE : Intervient dans le mécanisme d’inflammation. Elle est régulée par
certains genes du locus LEE (Lathem et coll., 2002).

- L’adhésine putative ToxB: Toxine présentant une similarité de 20% avec la toxine de
Clostridium difficile (Makino et coll., 1998) et de 43 % avec le produit de fa-1/lifA, géne
appartenant au chromosome des EPEC et des EHEC non-0157 (Morabito et coll., 2003). Elle
est codée par certains plasmides des souches EHEC, principalement pO157 et p0O26 (Tatsuno
et coll., 2001; Tossoli et coll., 2005). Elle interviendrait dans le mécanisme d’adhésion aux

cellules-hotes (Tatsuno et coll., 2001).
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1.7 Résistance de Escherichia coli 0157:H7
1.7.1 Résistance a I’acide

Le faible pH de I’estomac (pH 1,5 a 3) est I'un des principaux mécanismes de défense par
lequel I'h6te se protege contre les agents pathogénes entériques d’origine alimentaire
(Peterson et coll., 1989). Or, certaines bactéries ont pu élaborer des stratégies pour faire face
a cette acidité en développant des mécanismes de résistance. La capacité de survivre dans
I’environnement acide de I'estomac augmente les risques de colonisation des intestins. Ainsi,
0157:H7 fait partie des bactéries infectieuses extrémement résistantes a 'acidité (Leyer et
coll., 1995). Parmi les mécanismes de résistance a ce stress, trois importants sont identifiés
chez E. coli :

- Le systéme 1 (ou AR1 pour “acid resistance 1”’) nécessitant le facteur sigma alternatif (RpoS)
(Price et coll., 2000). Ce mécanisme, réprimé par le glucose, n’est pas bien compris, quoique
des études aient démontré que RpoS régule positivement I'expression des genes de I'opéron
ehxCABD porté par le plasmide de virulence pO157 et qui code pour I'enterohémolysine chez
E. coli 0157:H7/EDL933. D’ou un réle potentiel du facteur RpoS dans la virulence chez cette
souche (Li et coll., 2008).

- Lessystémes AR2 et AR3, basés sur la décarboxylation d’acides aminés (arginine et glutamate).
Pour le systeme AR2, les glutamate décarboxylases GadA et GadB convertissent le glutamate
en acide y-amino butyrique, ou GABA (Castanie-Cornet et coll., 1999; Lin et coll., 1996). Ce
systeme est régulé positivement, entre autres, par les facteurs sigma de stress global RpoS et
RpoN (Mitra et coll., 2012; Tramonti et coll., 2002) et par SdiA, un régulateur négatif des génes
du locus LEE (House et coll., 2009). Tandis que pour le systeme AR3, I'arginine décarboxylase
AdiC convertit I'arginine en agmatine (Gong et coll., 2003). Pour les deux systéemes AR2 et AR3,
I’'homéostasie du pH est maintenue par la décarboxylation (de I'arginine ou du glutamate) via
le remplacement du groupement a-carboxyle par un proton (H*) transporté de
I’'environnement extracellulaire au cytoplasme (Figure 7). Toutefois, le systéme AR3

dépendant du glutamate favorise la résistance la plus efficace a pH 2,0 (Price et coll., 2004).
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Figure 7. Mécanisme de résistance a I'acidité. Adaptée de Liu et coll. (2015).

1.7.2 Résistance au stress thermique et froid

1.7.2.1 Stress thermique

La résistance au stress thermique est favorisée par les protéines HSP (pour " heat shock
protein") qui conférent aux cellules une thermotolérance leur permettant de s’adapter et de survivre
a plusieurs types de stress (Joly et coll., 2010; Mjahed et coll., 2012). Toutefois, I'augmentation de la
synthése de ces protéines et leur accumulation favorisent la résistance des bactéries a d’autres stress
plus intenses. Ainsi, une action protectrice est attribuée aux HSP envers un stress thermique ou a
d’autres types de stress ultérieurs (Parsell et coll., 1993). Les HSP protégent la cellule contre les
dommages aux protéines induits par le stress via une augmentation rapide et transitoire du taux de
chaperons qui favorisent le repliement des protéines, et des protéases, qui dégradent les protéines

mal repliées (Bukau 2000; Horwich et coll., 1999).

En plus de [I'hyperthermie, d’autres conditions stressantes provoquant
I’endommagement des protéines tels les solvants organiques, les métaux lourds, les infections virales
ainsi que tous les changements induisant des dommages aux protéines et influencant leur repliement,

peuvent induire la synthése des HSP (Santoro 2000). Toutefois, la réorientation de la synthese
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protéique suite au stress pousse la cellule a réprimer des génes « constitutifs » et a activer des génes
de choc thermique par l'implication de processus de régulation transcriptionnelle, post-
transcriptionnelle et traductionnelle, d’ou le dynamisme de cette réponse. Ainsi, I'exposition d’ E. coli
a des températures élevées active cette réponse qui accroit, d’'une maniere considérable, les niveaux
cellulaires des chaperons et des protéases ce qui lui permet de résister aux problemes liés a
I'agrégation et au mauvais repliement des protéines (Meyer et Baker 2011; Guisbert et coll., 2008).
Chez cette bactérie, GroESL, composé des sous-unités GroEL et GroES est le systeme induit par le choc

thermique le plus abondant et le plus étudié.

La régulation de I'expression des HSP passe par la protéine %, le facteur central de la
transcription en condition de stress qui dirige I'ARN polymérase vers les promoteurs des génes cibles
(Taylor et coll., 1984). Chez E. coli, le facteur o3? est régulé positivement par un mécanisme & action
directe ou "feedforward" permettant une importante traduction de son ARNm suite a une exposition
a des températures élevées (Morita et coll., 1999), tandis qu’elle est régulée négativement par deux
boucles de rétroaction ou "feedback" favorisées par les chaperons (Dnak/Dnal/ GrpE) et les protéases
(comme FtsH) (Guisbert et coll., 2008). Toutefois, la régulation de 0? par les chaperons résulte aussi
de I'état de repliement des protéines cellulaires. Cet état régule a la fois la dégradation et |'activité de

32 (Figure 8).
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Figure 8. Mécanisme de résistance au stress thermique chez E. coli. Adaptée de Guisbert et coll.
(2008).
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1.7.2.2 Stress froid

Pour survivre a des basses températures, la bactérie augmente sa synthése en protéines
dites de choc froid (CSP pour "Cold Shock Protein"). Ainsi, chez E. coli, la réponse au stress froid se
manifeste par I'expression de plusieurs protéines impliquées dans le renouvellement de I'ARNm, la
réplication cellulaire, la modification conditionnelle et post-synthétique des bicouches de lipides
membranaires, le processus de biosynthése et la captation des sucres. Bien qu’E. coli 0157:H7 puisse
tolérer 5°C, elle peut néanmoins croitre a une température aussi basse que 8°C (Palumbo et coll., 1995;
Wang et coll., 1997). Cependant, lors d’un choc froid, E. coli induit initialement une famille de CSP,
avec une production prédominante de CspA, la principale protéine de choc froid, représentant plus de
10% de la synthése protéique cellulaire totale (Goldstein et coll, 1990). CspA est une protéine
chaperon intervenant dans la régulation de ’ARNm par la protection de sa structure secondaire stable
en réponse aux basses températures, facilitant ainsi sa traduction (Jones et Inouye 1994). Cependant,
une expression élevée de CspA empécherait la traduction des ARNm, ce qui bloquerait la croissance
cellulaire. Ainsi, aprés I'adaptation au froid, ’ARNm de CspA est dégradé (Neuhaus et coll., 2000). A la
fin de la phase d’acclimatation/adaptation au froid, la polynucléotide phosphorylase (PnPase) est
induite (Neuhaus et coll., 2000). Cette protéine joue un role critique dans la survie d’E. coli 0157:H7 a
4°C (Hu et coll., 2014) et dans la survie de la souche K-12 a 15°C (Zangrossi et coll., 2000; Beran et coll.,
2001). Elle intervient dans la modification post-transcriptionnelle de I’ARNm et la réplication cellulaire
(Clements et coll., 2002). De plus, le facteur sigma RpoS est impliqué dans la régulation des enzymes
intervenant dans la modification conditionnelle des bicouches lipidiques membranaires des cellules
hypothermiquement adaptées, ainsi que dans la régulation de nombreuses protéines impliquées dans
les voies métaboliques centrales (énergie, synthése protéique, etc.) de ce pathogéne d'origine

alimentaire, en réponse au stress froid (Jia et coll., 2014).
1.7.3 Résistance aux antibiotiques ; I'exemple des B-lactamines

L'utilisation accrue d’antibiotiques dans la nutrition animale pour traiter et contréler
certaines maladies ou pour augmenter la croissance animale favorise la résistance bactérienne aux
antibiotiques (Courvalin, 2008). Ainsi, des mutations spontanées apparaissant chez des souches d'E.
coli 0157:H7 telle la souche EDL933 favorisent la résistance a I'ampicilline. Ainsi, de telles mutations
ont augmenté la motilité et altéré la sensibilité aux phages et le temps de génération bactérienne in

vitro, ce qui a entrainé une augmentation de la virulence d'E. coli 0157:H7/EDL933 (Téth et coll., 2003).

Chez les bactéries a Gram-négatif, la production des B-lactamases est le premier
mécanisme induit par lequel elles résistent aux B-lactamines. Ainsi, I'expression du géne ampC, qui

code pour la B-lactamase AmpC, est inductible par divers antibiotiques de type B-lactamines, (Sanders
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Jr et Sanders Jr, 1986). Chez E. coli, les taux d'AmpC augmentent considérablement en présence de ce
type d’antibiotique, conduisant au recyclage du peptidoglycane, nécessaire a la croissance et a la
division des cellules (Normark, 1995; Park et Uehara, 2008; Livermore, 1995). Dans des conditions non
stressantes, AmpC est exprimé a des niveaux tres bas dans la cellule. Dans ce cas, la bactérie entame
le recyclage normal des peptidoglycanes impliquant le transport des muropeptides a travers la
membrane cellulaire interne via la perméase AmpG. Ainsi, les tripeptides 1,6-anhydro-MurNAc sont
formés et convertis, par I'intérmediaire d’AmpD, en pentapeptides qui seront recyclés pour former des
molécules UDP-MurNAc-pentapeptide. Ces composés sont incorporés dans la paroi cellulaire. Aussi,
ils se lient a I'unité de régulation de I'AmpR qui, dans ces conditions, prédomine et inhibe I'expression
du géne ampC. Cependant, en présence d’antibiotiques de type B-lactamines, les produits de
dégradation des peptidoglycanes, soit les 1,6-anhydro-MurNAc-tripeptides ou pentapeptides
s’accumulent dans le cytosol. lls sont par la suite internalisés vers le cytoplasme a travers AmpgG,
activant ainsi '’AmpR, qui devient un régulateur positif d’ampC. L'AmpC ainsi produite pourra
hydrolyser I'antibiotique cible (Lindquist et coll., 1993, Macdougall et coll., 2011; Mark et coll., 2011;
Zeng et Lin, 2013) (Figure 9).
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Figure 9. Mécanisme de résistance aux antibiotiques de type B-lactamine.

Adaptée de Harris et coll. (2015)
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1.7.3 Résistance au stress oxydatif

Le stress oxydatif est di a la production des dérivés réactifs d’oxygene ou ROS (pour
“Reactive Oxygen Species”) trés toxiques en raison de leur potentiel a endommager les fractions
oxydables de I’ADN, des protéines et des lipides. L'ion superoxyde (O;) et le peroxyde d’hydrogéne
(H202) provoquent la libération du fer a partir du cluster Fe-S des protéines, ce qui génére le radical
hydroxyle (*OH) hyperactif dans I’environnement intracellulaire (Cabiscol et coll., 2000; Cooke et coll.,
2003). Toutefois, la réponse au stress oxydatif est indispensable pour assurer la survie des bactéries a
métabolisme aérobie. Chez les procaryotes, la superoxyde dismutase (SOD), la peroxirédoxine et la
catalase sont les premieres enzymes produites pour se protéger contre les endommagements
provoqués par ROS (Cabiscol et coll., 2000; Lushchak, 2001). Or, ces enzymes sont insuffisantes dans
les conditions les plus stressantes. Ainsi, chez E. coli, plusieurs régulateurs sont activés durant un stress
oxydatif, incluant OxyR et SoxS. Ainsi, OxyR controle un régulon de plus que 30 génes en réponse au
H,0,; SoxR dirige un régulant de 100 génes via |'activation de I'expression de SoxS (en réponse a l'ion
superoxyde) et RpoS (en réponse a 'augmentation de sa propre concentration cellulaire) (Kramer et
coll., 1987). Toutefois, la réponse au stress oxydatif favorisée par les systémes OxyR et SoxRS est liée
a d'autres processus cellulaires fondamentaux tels que la biosynthése des acides aminés (méthionine
et acides aminés aromatiques), la synthése de la paroi cellulaire (biosynthése des lipides A et des
peptidoglycanes), et le transport des cations métalliques divalents (Mn2* Zn2* et Mg2*) (Figure 10).
Aussi, le facteur RpoS controle I'expression d’environ 200 génes intervenant dans la résistance au
stress oxydatif incluant I’hydroperoxidase KatE, I'exonuclease Il XthA et SodC (Patten et coll., 2004,
Barth et coll., 2009; Gort et coll., 1999).
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Figure 10. Réponse au stress oxydatif. Adaptée de Seo et coll. (2015)
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E. coli K-12

1.8 Bacteriophages

1.8.1 Cycle lytique et cycle lysogénique

Les bactériophages (ou phages) ont été isolés pour la premiere fois au début des années
1900 (d'Herelle, 1917; Twort, 1915). Ce sont des virus bactériens jouant un rdle primordial dans
I’évolution des bactéries incluant les souches d’EHEC. Par exemple, le génome d’E. coli 0157:H7 peut
contenir jusqu’a 24 prophages insérés dans différents sites du chromosome, promouvant ainsi la
diversification génétique de la bactérie (Hayashi et coll., 2001).

Les phages peuvent étre divisés en deux groupes selon leur cycle de vie (Figure 11): i) les
phages virulents chez lesquels la multiplication se fait seulement par un cycle lytique, commencant par
la réplication du génome phagique, puis la production de la capside, I'assemblage du génome phagique
avec les éléments de la capside et en fin la formation des virions qui se liberent de la cellule bactérienne
souvent aprées sa destruction (lyse); ii) les phages tempérés : ces phages peuvent se multiplier par un

cycle lytique ou un cycle lysogénique. Ce dernier consiste a garder le génome du phage au sein du
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génome bactérien en état de dormance (prophage) (tobocka et coll., 2004; Ravin 2011). Toutefois,
lors de la lysogénie, il n’y a pas d’expression des genes prophagiques. En se multipliant, la bactérie
hote multiplie le prophage qui, suite a une induction par les rayons UV ou certains antibiotiques
capables d’induire la réponse SOS, peuvent entamer le cycle lytique et en conséquence produire des

toxines Stxs (voir la section 1.8.3.) (Herold et coll., 2004; Wagner et Waldor 2002).
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Figure 11. Cycle lytique et lysogénique. Adaptée de Campbell (2003)
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1.8.2 Prophages Stx

Chez E. coli 0157:H7, plus de 60 phages sont identifiés. Toutefois, 18 prophages différents
ont été identifiés chez la souche EDL933, incluant les prophages CP-933V et BP-933W codant pour les
toxines Stx1 et Stx2, respectivement (Perna et al. 2001). Ces toxines sont codées par un opéron
d’environ 1230 pb porté par deux bactériophages de type lambda intégré dans le génome bactérien
(Perna et al. 2001). Le génome de ces prophages est trés organisé. Il est constitué de trois opérons :
"early left", "early right" codant pour les genes impliqués dans la réplication et la recombinaison, et
"late" codant pour les protéines structurelles de la particule virale, les protéines d’encapsidation et les
protéines de la lyse (Ptashne et Switch, 1992). Ainsi, des protéines (O et P) de l'opéron "early right"
initient la réplication en utilisant la machinerie d’E. coli. Cette réplication se fait simultanément avec
la formation des particules de téte et de queue suite a I’expression de I'opéron "late". En revanche, le
mécanisme de |'encapsidation dépend de la réplication de I’ADN phagique. La lyse de la cellule hote se

fait par la holine, qui dégrade la membrane plasmique et la lysine qui lyse la couche de peptidoglycanes

(Campbell, 1994).
1.8.3 Régulation des génes stx par la réponse SOS

L’expression des génes stx dépend principalement de I'induction des prophages (Tyler et
al. 2013), bien que la transcription du géne stx1 puisse étre favorisée par son propre promoteur en
présence d’'une faible quantité de fer (Aertsen et al. 2005; Calderwood et Mekalanos 1987).
Cependant, I'induction des prophages Stx est contrdlée par RecA (Figure 12). Ainsi, a I'état lysogéne le
répresseur Cl reste lié aux sites de I'opérateur droit (Og) et gauche (O,) empéchant ainsi I'induction des
prophages (Waldor et Friedman, 2005). Toutefois, I'induction de la réponse SOS favorise la production
et I'activation de RecA (Mihldorfer et al. 1996), qui clive le répresseur Cl. Ainsi, I'anti-terminateur Q
est transcrit en protéine Q qui active la transcription des génes de phage y compris stxA et stxB. Les
bactéries subissent une lyse et libérent Stx qui seront absorbés systématiquement par la cellule-hote.
Il est donc supposé que tout agent ou condition endommageant I’ADN active I'induction des

prophages.
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Figure 12. Régulation de I’expression des Shiga-toxines par le cycle phagique.

Exemple du Prophage BP-933W. Adaptée de Sperandio et Pacheco (2012).

Toutefois, les taux des Stx augmentent considérablement sous certains inducteurs
typiques de la réponse SOS (Muniesa et coll., 2004; Imamovic et Muniesa, 2012). Ainsi, des
antibiotiques comme la mytomicine C, I'ampicilline et la ciprofloxacine augmentent la production de
Stx qui a une capacité d’interférer avec la réplication d’ADN déclenchant ainsi la réponse SOS
(McGannon et coll., 2010). Le H,0,, I'acide nitrique et d’autres facteurs de stress induisent les Stxs

(Tableau 3).
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Tableau 3: Induction de I’expression des Stxs

Stx Régulation Références
Stx1 Cycle phagique Tyler et coll. 2004.
Fer O’Brien et coll. 1982.
Antibiotiques Zhang et coll. 2000; McGannon et coll. 2010.
Stx2 Cycle phagique Tyler et coll. 2004.
Antibiotiques Zhang et coll. 2000; McGannon et coll. 2010.
oxyde nitrique Vareille et coll. 2007.
H,0, Wagner et coll. 2001.
stress Reading et coll. 2007; Hughes et coll. 2009.

1.8.4 Réplication et recombinaison

Les phages de type lambda initient leur réplication de la méme maniere qu’E. coli, par
plusieurs cycles de réplication bidirectionnelle ou "théta" aboutissant a plusieurs monoméres
circulaires du génome (Weisberg 1983). Toutefois, ces phages peuvent utiliser leur propre systeme de
recombinaison ou bien le systéme RecBCD d’E. coli en présence du site Chi (Figure 13). La présente de
ce motif dans le génome des prophages inhibe la dégradation totale du double brin d’ADN par RecBCD,
I’'hélicase/exonucléase bactérienne. Cependant, lorsqu’il y a une coupure de I’ADN phagique circulaire
au niveau du site cohésif (cos), une réplication en “cercle tournant” (sigma) peut se produire (Enquist
et Skalka 1973). Or, dans le cas ou c’est la seule coupure disponible, la recombinaison phagique dépend
généralement de la recombinase bactérienne RecA (Tarkowski et coll., 2002). La protéine Gam inhibe

RecBCD pour empécher la dégradation de I’ADN. Ainsi, I’ADN concatémere peut étre produit.
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Figure 13. Réplication et recombinaison des phages de type lambda.

Adaptée de Bobay et coll. (2013).

1.8.5 Systeme “Red”

Les génes red (exoW, bet et gam) jouent un réle critique dans la recombinaison

homologue chez les phages de type lambda tels BP-933W et CP-933V (Gingery et Echols, 1968; Singer
et Weil, 1968). lls font partie d’un opéron P, contrélé par le répresseur c/ (Poteete, 2001). Les
protéines ExoW et Bet semblent former un complexe fonctionnel exonuclease/recombinase. La
protéine Gam favorise la protection des doubles brins d’ADN linéaires par I'inhibition de I'enzyme
RecBCD d’E. coli via une interférence avec son site de liaison a ’ADN (Court et coll., 2002; Murphy,
2007). Suite a un endommagement d’ADN, la protéine ExoW se lie et digere I’ADN, puis dépose la

protéine Bet sur ’ADNsb et se dissocie du complexe ExoW/Bet. Dépendamment du Mg?*, la protéine
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Bet commence la renaturation des séquences homologues I’ADNsb préférentiellement sur des sites

riches en paires de bases AT.
1.8.6 Intégration des prophages

Les phages Stxs s’intégrent dans le génome bactérien par recombinaison site-spécifique
(att) médiée par des intégrases de type tyrosine recombinases (Landy 1989). Ces enzymes se fixent sur
les sites att et activent la recombinaison et I'intégration du phage. Ainsi, une courte séquence similaire
permet la reconnaissance entre le génome bactérien (attB) et le génome phagique (attP) (Weisberg

1983). A la fin, un prophage bordé des sites attL et attR est ainsi formé (Figure 14).

Recombinaison d’ADN via les sites att

Prophage

attP

Int, IHF Int, IHF, Xis
integration excision
o o I

attL ottR

Figure 14. Recombinaison du phage de type Lambda.

Adaptée de http://parts.igem.org/File:DNARecombinationattintIHF.png

Le site d’insertion est variable selon le phage (Schmidt 2001). Ainsi, pour E. coli 0157:H7
possédant stx1 et stx2, BP-933W codant pour la Stx2 s’integre au niveau du gene de wrbA
(“tryptophan [W] repressor-binding protein’) intervenant dans la réponse au stress oxydatif, alors
que CP-933V codant pour Stx1 préfere le gene mirA (yehV) intervenant dans la formation des pili

(fimbriae) et la formation de biofilms bactériens (Herold et coll., 2004). Or, pour les souches 0157:H7
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qui possédent seulement Stx2, le site d’insertion des phages est souvent sbcB, I'exodeoxyribonuclease
| (Hayashi et coll., 2001). La méme réaction de recombinaison peut favoriser I'excision des prophages
stxs entre les sites attl et attR (Weisberg 1983) en présence de I'excisionase (Landy 1989).

Une fois intégré, le prophage exprime constitutivement une seule protéine indispensable
au maintien du cycle lysogénique, soit le represseur Cl. Via sa fixation sur les opérateurs Or et Oy, Cl
empéche la protéine Cro de se fixer sur ces sites inhibant ainsi la transcription de I'opéron "early right"
et en conséquence l'induction du cycle lytique (Figure 15). Toutefois, certaines conditions de stress
comme la mitomycine C ou l'irradiation UV, peuvent activer la réponse SOS et par conséquent RecA
clive Cl. Ainsi la concentration en Cl chute ce qui permet I'expression de la protéine Cro qui, en se liant

a l'opérateur de CI (OR3), inhibe sa transcription. Le cycle lytique est, ainsi, déclenché (Ptashne 1992).

Répresseur A

Induction

‘

Croissance

Figure 15. Maintien du cycle lysogénique et induction du cycle lytique.

Adaptée de Ptashne (2011).
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1.9 Problématique

E. coli O157:H7 fait partie des principaux agents responsables d’intoxications
alimentaires. Ainsi, selon santé Canada (2013), ces agents pathogénes sont responsables de 4 millions
de cas d’infections d’origine alimentaire au Canada chaque année. De plus, 25% de la production
alimentaire dans le monde sont perdus a cause de la détérioration précoce des aliments (Ghaly et coll.,
2010). Des éclosions de toxi-infections liées a E. coli 0157:H7 sont régulierement signalées dans le
monde dont au moins trois épidémies importantes au Canada. Ainsi, plusieurs infections par ce
pathogéne ont été associées a la consommation de viandes de bovins, de légumes, de fruits ou méme
de I'eau potable. La consommation d’un aliment avec aussi peu que 10 cellules d’E. coli 0157:H7 peut
causer une colite hémorragique et le syndrome hémolytique et urémique chez ’lhomme (Karmali et
coll., 1983; Phillips 1999). La virulence d’E. coli 0157:H7 est due a sa résistance aux acides gastro-
intestinaux (Gorden et Small 1993). Ainsi, 0.53 Mb du génome d’E. coli 0157:H7 semblent intervenir
dans sa virulence (Dobrindt et coll., 2003). La majorité de ces séquences spécifiques sont des éléments
génétiques mobiles transférés horizontalement tels que des transposons, des séquences d’insertion,
des plasmides, ou bien des prophages (Dobrindt 2005). La souche EDL933 d’E. coli 0157:H7 posseéde
18 prophages différents incluant les prophages CP-933V et BP-933W codant pour les toxines Stx1 et
Stx2, respectivement (Perna et coll., 2001). L’expression des génes stx qui dépend principalement de
I'induction des prophages est sous le controle de la réponse SOS (Tyler et et coll., 2013). Anisi, tout
agent ou condition endommageant I’ADN activeront I'induction des prophages Stx et la production des
toxines Stx (1 et 2) qui seront absorbées systématiquement par la cellule-héte. Toutefois, des
antibiotiques (comme la mytomicine C, I'ampicilline et la ciprofloxacine) le H,0,, I'acide nitrique et
d’autres facteurs de stress, augmentent considérablement les taux de ces Stx (Muniesa et coll., 2004;

Imamovic et Muniesa, 2012).

Au cours de la transformation des aliments, l'irradiation peut étre appliquée pour
inactiver la croissance des microorganismes et améliorer la durée de vie des produits. C'est un
traitement qui n’affecte pas la composition chimique ni I'aspect des produits. Elle peut étre effectuée
sur un produit emballé (Lawrie, 2006). L’irradiation gamma engendre la mort cellulaire qui est causée
par des dommages structurels et des dysfonctionnements physiques comme la perturbation des
enveloppes cellulaires, les changements de conformations de I’ADN, l'altération des ribosomes,
I'aggrégation des protéines, l'altération de la perméabilité sélective de la membrane ou la

désactivation de certaines enzymes clés (Gould, 1989).

Toutefois, dans certaines circonstances, les micro-organismes utilisent des mécanismes

physiologiques et moléculaires leur permettant de survivre sous des conditions de stress comme
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I'irradiation, ce qui peut perturber les efforts des industries alimentaires visant a contréler ces agents
pathogenes. La majorité des traitements qui inactivent seulement une partie de la population
bactérienne et qui favorisent I'apparition de sous-populations distinctes dans la culture traitée sont
connus pour favoriser I'apparition de plusieurs résistances (Skandamis et coll., 2008). Ainsi, les
microorganismes qui survivent a un type de stress développent souvent une résistance croisée a
d’autres types de stress (Wesche et coll., 2009). Cependant, |'utilisation accrue d’antibiotiques dans la
nutrition animale pour traiter et controler certaines maladies ou pour augmenter la croissance animale
favorise la résistance bactérienne aux antibiotiques (Courvalin, 2008). Cette résistance pourrait donc
affecter les traitements utilisés par les industries alimentaires pour inhiber la propagation des agents

pathogenes et par conséquence augmenterait les risques des toxi-infections.

Le but de ce présent travail est donc de déterminé le mécanisme de la résistance d’E. coli
0157:H7 a lirradiation gamma. Dans un premier temps, l'effet de lirradiation a la dose de
sensibilisation (0.4kGy) sur le génome et le protéome d’E. coli 0157:H7 sera évalué par les techniques
RNA-seq et iTRAQ. Ensuite, des souches adaptées a la carbenicilline (B-lactamines) seront testées
quant a leur résistance a l'irradiation. En fin, et pour comprendre comment cette bactérie pourrait

résister a la dose “létale” d’irradiation, des clones adaptés a cette dose seront séquencés et étudiés.
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2 HYPOTHESE ET OBJECTIFS

1.1. Hypothese

L’hypothése de notre travail est que la résistance d’Escherichia coli 0157:H7 a 'irradiation
gamma implique les mécanismes de sa résistance a d’autres types de stress tels aux

antibiotiques

2.2 Objectifs

2.2.1 Objectif général

Déterminer le mécanisme de la radiorésistance d’E. coli 0157:H7.

2.2.2 Objectifs spécifiques:

Objectif 1: Déterminer I'effet de I'irradiation a la dose de sensibilisation sur la réponse
globale d’ E. coli 0157:H7,

Objectif 2: Evaluer I'effet des génes clés de la résistance aux antibiotiques de type B-

lactamines sur la radiorésistance d’E. coli 0157:H7;

Objectif 3: Caractériser le mécanisme de lI'adaptation d’E. coli 0157:H7 a une dose
d’irradiation considérée comme “létale”.
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Résumé

Escherichia coli (E. coli) 0157:H7, un pathogene humain d'origine alimentaire produisant les shiga-
toxines, est capable de développer des résistances a plusieurs stress y compris a l'irradiation gamma.
Nous avons évalué la réponse d'E. coli 0157: H7 a d'irradiation a une dose de sensibilisation (0,4 kGy).
Nous avons effectué des analyses transcriptomiques via la technique “RNA-Seq” a 10 (t10) et a 60
(t60) minutes post-irradiation, associée a une analyse protéomique par la méthode “iTRAQ” a 60
minutes post-irradiation. Les résultats ont montré que plusieurs voies ont été induites par ce stress
telles les voies de réparation par excision de base et de nucléotides ; le métabolisme du soufre et de
I'histidine et certains facteurs de virulence. Le répresseur de la division cellulaire sulA ainsi que certains
autres génes impliqués dans la réponse SOS et dans le mécanisme de réparation (tels que recA, recN,
recl, recQ, mutM, uvrA, uvrB et uvrD) ont été régulés positivement a t60. Comme réponse précoce au
stress lié a d'irradiation (a t10), les génes dnaK, groEL, ibpA, les genes impliqués dans le métabolisme
du soufre, ainsi que ceux liés au stress oxydatif étaient surexprimés. A 'opposé, la synthése de
I'histidine était régulée négativement. Toutefois, les génes intervenant dans le stress acide, le choc
thermique, la résistance aux UV et de virulence, en particulier stx2A stx2B, étaient régulés
positivement 60 minutes apres irradiation. Ce traitement a favorisé I'augmentation de I'expression des
protéines CysN, MutM, DinD et DnaC. Nos résultats donnent un apercu sur la réponse d’E. coli 0157:H7

a une dose non léthale 0,4 kGy.
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3.1.1 Abstract

Shiga toxin-producing Escherichia coli (E. coli) 0157:H7, one of the most severe human
foodborne pathogens, is able to withstand several stresses, including some levels of y-irradiation. In
this study, we assessed E. coli 0157:H7 response to a sensitization irradiation dose of 0.4 kGy using
RNA-seq transcriptomics at 10 (t10) and 60 (t60) min post-irradiation, combined with iTRAQ
proteomics analysis at 60 min post-irradiation. Several pathways were induced by the treatment, such
as base excision repair and nucleotide excision repair pathways; sulfur and histidine metabolism and
genes that contribute to virulence. Additionally, the sulA gene, coding for cell division repressor,
together with other genes involved in SOS response and repair (including recA, recN, recl, recQ, mutM,
uvrA, uvrB and uvrD) were up-regulated at t60. As the early response to irradiation stress (t10), dnak,
groEL, ibpA, sulfur metabolism genes, as well as those related to oxidative stress were up-regulated,
while histidine biosynthesis genes were down-regulated. Acid stress, heat shock, UV resistance and
several virulence genes, especially stx2A/stx2B, were upregulated at 60 min post-irradiation. This
treatment was also found to increase the levels of CysN, MutM, DinD and DnaC proteins in the cells.
Our results provide insight into the irradiation resistance response of E. coli 0157:H7 at a non-lethal

dose.

3.1.2 Introduction

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) represent a significant threat to public health
measures. EHECs are characterized by the production of Shiga-like toxins, acquired from Shigella
dysenteriae by horizontal gene transfer through phages (Perna et al., 2001). More than 200 different
serotypes associated with EHEC strains have been identified, including E. coli 0157:H7, first identified
from large foodborne outbreaks in the USA in 1982 (Riley et al., 1983). Intake of food contaminated
with as low as 10 cells of E. coli 0157:H7 can cause hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome

in humans (Karmali et al., 1983, Phillips, 1999).

Compared to the non-pathogenic E. coli strain K-12, the genome of E. coli 0157:H7 strain
EDL933 possesses 0.53 Mb involved in its virulence, including 463 phage-related genes compared to
only 29 genes in K-12 (Wick et al., 2005; Dobrindt et al., 2003). E. coli 0157:H7 derived from a non-
toxigenic and less virulent strain 055:H7 acquired the locus of enterocyte effacement (LEE) in four
sequential events: (i) acquisition of a bacteriophage containing stx2; (ii) acquisition of the virulence
plasmid p0157; (iii) acquisition of a bacteriophage containing stx1; and (iv) loss of D-sorbitol

fermenting ability and beta-glucuronidase activity (Reid et al., 2000).
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Furthermore, the virulence of E. coli 0157:H7 can also be attributed to its resistance to
gastrointestinal acids, for which three systems are involved (Leyer et al., 1995): Acid resistance System
1 (AR1), which requires the alternative sigma factor (RpoS), positively regulates the expression of the
ehxCABD operon (carried by pO157 plasmid) encoding the enterohemolysin in EDL933 (Li et al., 2008,
Price et al., 2000). AR2 and AR3, in which the pH homeostasis is maintained by decarboxylation of
arginine, are promoted by arginine decarboxylase AdiC (for AR2) or by glutamate decarboxylases GadA
and GadB (for AR3) via substitution of the a-carboxyl group by H* transported from the extracellular

environment to the cytoplasm (Price et al., 2000).

Microorganisms usually utilize physiological and molecular mechanisms during food
processing that allow them to survive under stress conditions and promote the emergence of multiple
resistances (Skandamis et al., 2008). Heat shock proteins (HSPs) such as DnaK, GrpEL, HtpG, Clp and
IbpA, which are controlled by sigma factor 32, are positively regulated by oxidative stress induced by
hydrogen peroxide in E. coli (Zheng et al., 2001). In contrast, this bacterium increases Cold Shock
Protein (CSPs) synthesis under low temperatures especially CspA, which is the major cold shock protein

accounting for more than 10% of total cellular protein synthesis (Goldstein et al., 1990).

In bacterial cells, oxidative stress can produce reactive oxygen species (ROS) that can
damage DNA, proteins, and lipids. Superoxide anion (O;) and hydrogen peroxide (H.0;) release iron
from the Fe-S clusters of proteins, generating hyperactive hydroxyl radicals (OH®) in the intracellular
environment (Cabiscol et al., 2000, Cooke et al., 2003). In prokaryotes, superoxide dismutase (SOD),
peroxiredoxin and catalase are the first enzymes produced to protect against ROS-induced damages
(Cabiscol et al., 2000, Lushchak, 2001). In E. coli, several regulators are activated during oxidative
stresses including OxyR, which regulates more than 30 genes in response to H,0,, SoxR controlling
some 100 genes via expression of SoxS in response to superoxide O,, and RpoS which controls the
expression of approximately 200 genes involved in oxidative stress response, including

hydroperoxidase KatE and SodC (Barth et al., 2009, Patten et al., 2004).

Similar to oxidative stress, gamma irradiation (y-irradiation) generates ROS, such as OH®,
resulting from radiolysis of water. These OH" radicals cause elimination of hydrogen atoms from the
DNA sugar-phosphate backbone, thus promoting the degradation of the phosphodiester bonds and
consequently the subsequent appearance of single-stranded breaks (ssDNA) (Moseley, 1989). Damage
to DNA by irradiation prevents microorganisms from replicating and proliferating (Urbain, 1986).
However, these microorganisms can develop physiological and molecular mechanisms that allow them
to survive stresses, including irradiation treatment. In this work, we have evaluated the effect on E.

coli 0157:H7 of y-irradiation at the sensitization dose of 0.4 kGy. RNA-seq transcriptomics combined
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with iTRAQ proteomics analyses revealed that both conserved (expected) and unexpected pathways

are involved in the response to a y-irradiation stress.
3.1.3 Material and methods

3.1.1.1 Bacterial strains, plasmids and growth conditions

E. coli O157:H7 strain EDL933 (ATCC43895), originally isolated from Michigan ground
beef, was provided by Prof. Charles M. Dozois (INRS-IAF-Canada). Following a standard procedure
(Baba et al., 2006, Datsenko et al., 2000), deletion mutants ( ArecA, ArecN, AumuD, AibpA, AsulA, AtatC
and AuvrB) were generated by one-step PCR fragment-mediated A-Red recombination as described by
Datsenko and Wanner (2000) using the sensitive plasmid PKD46 (Genetic stock center, Yale University,
USA) using primers shown in Table 4. Bacteria were cultivated overnight in Tryptic Soy Broth (TSB) or
on Tryptic Soy Agar plates (both from Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA). Transformed bacteria
were cultivated in 1 mL SOC medium (Thermo Fisher Scientific, Burlington, Ontario, Canada) (pKD46)
or 1 mL TSB and incubated at 30°C for 1h, then on TSB plates supplemented with 100 pg/mL

carbenicillin (for the pKD46) or 50 pug/mL of kanamycin (for the mutants).

Table 4. PCR primers used to generate mutants of E. coli 0157:H7 EDL933

Mutants | Primer sequence (5’->3’ direction)

ArecA F: AAATGGCGATAGGTGCACTG; R: GTCCATAACCTTTGCGGCTA
ArecN F: GGTCATAAACAGCAGCAGC; R: TGGTTGATGTCAGGACGGTA
AumuD | F: AGATCCAATGCTCCATCTGC; R: AGATCGCAGAATGCCTCATC
AibpA F: TGGAGCATCCTCCGAGTAAT; R: ATCTTCCTGACGGAAACCTG
AsulA F: CCAACGTTGCCAGGTATTCT; R: AAGTGTGAACTCCGTCAGGC
AtatC F: CGAGCCTCACTAACCTGACG; R: CACATTCACCAATCGCCACC

AuvrB F: TGGCAGTCACTGAACAGGC; R: ATGTCTCGGCGGTGAAAGAG
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3.1.1.2 y-irradiation treatments

Cell cultures (Wt or mutants) from the exponential phase of growth (ODgwo = 1) were
subjected to irradiation treatments at the sensitization dose of 0.4 kGy, as recommended (Caillet et
al., 2005). This step was performed at room temperature (20 + 1°C) at the Canadian Irradiation Center,
in which samples were irradiated in a UC-15A irradiator (Nordion Inc., Kanata, ON, Canada) with a dose
rate of 16.8 kGy/h (0.4kGy/1.4min).

The viability and growth rate of wild-type (Wt) or mutant bacteria were evaluated

immediately after irradiation treatment as described previously (Gaougaou et al., 2018).

3.1.1.3 RNA and protein extractions

Wild-type 0157:H7 was grown in TSB at 37°C and irradiated at the sensitive dose (0.4 kGy)
at the exponential phase of growth (OD600 = 1). RNA extraction was performed 10 min (t10) or 60 min
(t60) post-irradiation treatment. A quantity of 5 ml of control (non-irradiated) or irradiated culture was
treated with 10 ml of RNAprotect bacterial reagent (Qiagen, Montreal, CANADA), centrifuged at 12,000
x g for 5 min, cells were suspended in 1 mL PureZOL (Life Science Research, Ontario, Canada) and total
RNA was extracted according to the manufacturer’s instructions. Extraction of proteins was carried out
60 min post-irradiation treatment. Thus, 300 ul extraction buffer (0.5% sodium deoxycholate, 50 mM
ammonium bicarbonate, 50 mM DTT, 1 uM Pepstatin, protease inhibitor cocktail) was added to 1 mL
of control orirradiated culture, sonicated at 6 x 10s at a frequency of 20 kHz, and centrifuged at 16,000

x g for 15 min at 4°C.

3.1.1.4 Transcriptomic analysis

Total RNA samples (200 ng in 40 uL per replicate) were sent to the McGill University and
Génome Québec Innovation Centre for quality control, library preparation, and sequencing by lllumina
HiSeq 2000 PE100. Demultiplexed raw sequencing reads were filtered with fastx_tools
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) to discard low quality fragments (q = 20, p = 90; the reads
with less than 90% base calls with quality above Qphred score > 20 were removed). Next, R1 files were
reverse-complemented and merged with R2 files. The software Rockhopper (Tjaden 2015) was next
used to align and annotate the reads on the genome of E. coli 0157:H7 EDL933. Raw sequences were
deposited to the Sequence Read Archive of the National Center for Biotechnology Information under
the BioProject PRJINA551375. Comparative transcriptomic analysis of gene expression profiles was
performed using the software R (R Core Development Team, 2008) using the package NOISeqBIO

(Tarazona et al. 2011). The resulting standardized gene expression table was used to compute the
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parameters of NOISeqBIO statistics, namely the log-ratio of the average expression values and the
average difference values for the two experimental conditions. Differential gene expression values
were considered significant when the probability to recover the same score value in the noise
distribution was <5%. A minimal 1.5-fold-change threshold was applied to restrict downstream

interpretations.

3.1.1.5 Protein preparation

Protein extracts from E. coli 0157:H7 were mixed with 5 volumes of frozen acetone and
incubated overnight at -20°C. Precipitated proteins were centrifuged 15 min at 16,000 x g. Protein
pellets were air dried, and then resuspended in 0.5 M triethylammonium bicarbonate (TEAB) and 0.5%
sodium deoxycholate (DOC). Finally, the concentration of proteins in each sample was determined
colorimetrically using the Bradford assay. Protein digestion, peptide labelling, and mass spectrometry
analyses were performed by the Proteomics platform of the Research Center at the Quebec University

Hospital Center (CHUQ, Laval University, QC, Canada).

3.1.1.6 iTRAQ sample labelling

Equal amounts of proteins (50 pg) for each group (control or irradiated) were used for
iTRAQ labeling. TEAB and DOC were added to each sample to reach a final concentration of 0.5 M and
0.5%, respectively. Proteins were then reduced using Tris-(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) and
alkylated using Methyl methanethiosulfonate (MMTS) according to the iTRAQ kit manufacturer’s
instructions (Applied Biosystems). Samples were digested at 37°C overnight with trypsin (Sequence
grade Modified, Promega) using a 1:50 ratio. After digestion, peptides were acidified to precipitate
DOC, purified with an oasis HLB cartridge (1cc, 10mg, Water Corp.), and lyophilized. Dried peptides
were dissolved in 30 pl 0.5 M TEAB and labelled with iTRAQ label reagent (ABI). A 4-fold (4-plex)
multiplex labelling was performed for 2 h at room temperature in the dark. Labelled peptides were
combined in one tube, dried with a SpeedVac, and cleaned up using HLB cartridges. Samples were then
fractionated (14 fractions) on high pH (pH 10) by reversed-phase chromatography using an Agilent
1200 HPLC system. Finally, fractions were dried by SpeedVac and resuspended into 0.1% formic acid

for analysis by mass spectrometry.

3.1.1.7 Mass spectrometry

Approximately 1 pg of peptide samples from each of the 14 high-pH fractions were
injected, separated by online reversed-phase (RP) nanoscale capillary liquid chromatography (nanolLC),
and analyzed by electrospray mass spectrometry (ESI MS/MS). The experiments were performed with

a Dionex UltiMate 3000 nanoRSLC chromatography system (Thermo Fisher Scientific / Dionex Softron
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GmbH, Germering, Germany) connected to an Orbitrap Fusion mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA) equipped with a nanoelectrospray ion source. Peptides were trapped at
20 pl/min in a loading solvent (2% acetonitrile, 0.05% TFA) on a pre-column cartridge (PepMap C18, 5
mm x 300 um; Thermo Fisher Scientific / Dionex Softron GmbH, Germering, Germany) during 5
minutes. Then, the pre-column was switched online with a self-made 50 cm x 75 um internal diameter
separation column packed with ReproSil-Pur C18-AQ 3-um resin (Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-
Entringen, Germany) and the peptides were eluted with a linear gradient from 5-40% solvent B (A:
0,1% formic acid, B: 80% acetonitrile, 0.1% formic acid) in 90 minutes, at 300 nL/min. Mass spectra
were acquired by means of a data dependent acquisition mode, using Thermo XCalibur software
version 3.0.63. Full scan mass spectra (350 to 1800m/z) were acquired in the orbitrap using an AGC
target of 4e5 ions, a maximum injection time of 50 ms and a resolution of 120 000. Internal calibration
using lock mass on the m/z 445.12003 siloxane ion was used. Each MS scan was followed by acquisition
of fragmentation MSMS spectra of the most intense ions for a total cycle time of 3 seconds (top speed
mode). The selected ions were isolated using the quadrupole analyzer in a window of 1.6 m/z and
fragmented by higher energy Collision-induced Dissociation (CID) with 45% of collision energy. The
resulting fragments were detected by the Orbitrap at resolution 60,000 with an AGC target of 1e5 and
a maximum injection time of 120 ms. Dynamic exclusion of previously fragmented peptides was set

for a period of 20 sec and a tolerance of 10 ppm.

3.1.1.8 Database searching

Spectra were searched against the E. coli 0157:H7 entries in the UniProt protein database
(www.pir.uniprot.org; 12163 entries) using Proteome discover (version 2.1; Thermo Scientific, San
Jose, Ca). Trypsin enzyme parameter was selected with two possible missed cleavages. MMTS
alkylation of cysteines was set as static modification as well as iTRAQ modification at the N-terminus
of the peptide and on lysine or tyrosine but methionine oxidation and deamidation of Asn and Gin
were set as variable modifications. Mass search tolerance was 10 ppm and 25 amu for MS and MS/MS
respectively. For protein validation, a maximum False Discovery Rate of 1% at peptide and protein level
was used based on a target/decoy search. Protein Discoverer results were exported into a MS Excel
spreadsheet. A protein was considered underexpressed when the mean ratio of the replicate was
lower than 0.861, while considered overexpressed at a mean ratio higher than 1.351, as calculated

from the 5% percentile value of XL-STAT tool.
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3.1.4 Results and discussion

Global gene and protein expression profiles of E. coli 0157:H7 EDL933 following y-
irradiation stress: y-irradiation is used to eliminate potentially pathogenic bacteria, such as E. coli
0157:H7, and to prolong shelf life of food products (Koutchma et al., 2009). The impacts of a
sensitization irradiation dose of 0.4 kGy on the transcriptomic and proteomic profiles of E. coli 0157:H7
EDL933 was evaluated to explore and better understand the radioresistance mechanisms of this
relevant strain. High-throughput RNA-seq and proteomic methods were performed to respectively
investigate the global cellular changes in the irradiated bacterial cells in comparison to control cells.
We examined the transcriptomic profiles following 10 min and 60 min of y-irradiation treatment. The
sensitization irradiation dose of 0.4 kGy used in this study only damages the bacteria without killing
them (Caillet et al., 2005). In total, irradiation treatment significantly changed the transcription of 2310
genes at t10, corresponding to 65% of the annotated genes. Among these genes, 1320 (57%) were up-
regulated and 990 (43%) were down-regulated. At t60 post-irradiation, 1014 genes (33% of the
annotated genes) were differentially expressed including 776 (76%) genes that were up-regulated and
238 (24%) that were down-regulated. As for proteins, they were assessed at t60 and among all the 959
proteins that were detected, 6% were up-regulated and 6% were down-regulated.

Based on these results, y-irradiation stress can be considered as a dramatic stress for E.
coli 0157:H7, as it activated the transcription of more than half of these genes 10 min after treatment.
y-irradiation treatment at 0.4 kGy affected transcription and translation of gene transcripts related to
various categories and metabolic pathways: biosynthesis of secondary metabolites; microbial, purin,
sulfur, histidine and fatty acid metabolism; antibiotics, amino acids, peptidoglycan and
lipopolysaccharide biosynthesis; beta-lactam and vancomycin resistance and virulence (Figures 16-18).
This stress activated mechanisms involved in DNA repair by nucleotide or base excision repair and
homologous recombination such as uvrA/B/C, recA, recN, rec),dinB umuC/D (Table 5). However, many
more genes were differently expressed at t10 versus t60, suggesting a rapid and intense response to
irradiation stressin E. coli0157:H7. At t10 post-irradiation, metabolic pathways attributed to oxidative
stress were altered, including oxidative phosphorylation. Strikingly, histidine biosynthesis was
dramatically reduced 10 min following irradiation. Thus, 88% of genes involved in this pathway were
down-regulated (Figure 16) indicating that limiting the histidine metabolism pathway could be an early
response to y-irradiation stress in E. coli 0157:H7. This finding is consistent with a recent study which
has shown that histidine enhances oxidative DNA damage to E. coli cells by generation of intracellular
hydroxyl radicals in the presence of H,0, (Nagao et al., 2018). On the other hand, irradiation increased
the expression levels of 80% of genes involved in sulfur metabolism at both t10 and t60 (Figures 16

and 17). Importantly, sulfur metabolism has been implicated in bacterial defense against ROS via
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intracellular accumulation of L-cysteine, a sulfur source. In fact, cysteine reduces intracellular ferric

iron which can promote H,0; conversion to hydroxyl radicals (Mironov et al., 2017, Park et al., 2003).
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Histidine metabolism (8)
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Figure 16. KEGG pathway analysis of the differentially expressed genes in E. coli 0157:H7 ten min
following irradiation at 0.4 kGy. The differentially expressed genes were analysed by RNA-seq
transcriptomics. The total number of genes related to each pathway is shown between parentheses.
Orange: up-regulated genes; Green: down-regulated genes.
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Figure 17. KEGG pathway analysis of the differentially expressed genes in E. coli 0157:H7 sixty min
following irradiation at 0.4 kGy. The differentially expressed genes were analysed by RNA-seq
transcriptomics. The total number of genes related to each pathway is shown between parentheses.
Orange: up-regulated genes; Green: down-regulated genes.
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Figure 18. KEGG pathway analysis of the differentially expressed proteins in E. coli 0157:H7 sixty
min following irradiation at 0.4 kGy. The differentially expressed protein were analysed by iTRAQ-
based proteomics. The total number of proteins related to each pathway is shown between
parenthese. Orange: up-regulated genes; Green: down-regulated genes.
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Involvement of SOS response genes and proteins in y-irradiation resistance: E. coli
0157:H7 highly activates expression of SOS response genes such as recA, recN, dinB, umuC, umuD and
uvrB (25 to 79-fold increases), t60 min post-irradiation. Thus, genes involved in base (mutM) and in
nucleotide excision repair (uvrA, uvrB and uvrD) were 1.88 to 5.9-fold up-regulated. In addition, at t60
expression of genes involving in SOS response was increased. Notably, the expression of sulA, encoding
the SOS cell division inhibitor, was induced by 73-fold by exposure to y-irradiation (Table 5). This is
consistent with studies showing that in E. coli, sulA expression increases following stress and SOS
induction promotes downregulation of energy-intensive pathways such as cell division to provide the
cell more energy to repair damaged DNA (Bhat et al., 2015, Friedberg et al., 2005, Kocharunchitt et al.,
2014). In addition, expression of ibpA, a heat shock protein increased 13-fold t10 after irradiation
treatment suggesting involvement in early response to y-irradiation stress (Table 5). This corresponds

with Matuszewska and al. (2008) wherein ibpA was involved in resistance to oxidative stress in E. coli.
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Table 5. Genes highly expressed 10 min or 60 min post-irradiation at 0.4kGy

Locus Gene/Function Fold change | Fold change
tag (t10) (t60)
24002 | recA: DNA strand exchange and renaturation 0.16 25
23909 | recN: recombination and DNA repair 0.07 79
Z0292 | dinB: Translesion repair and untargeted mutagenesis 0.2 17
Z2979 | parM: Plasmid segregation protein ParM 15 ND
721947 | umuC: SOS mutagenesis and repair; DNA polymerase V 0.2 36
Z1946 | umuD: SOS mutagenesis; error-prone repair 0.14 56
Z1308 | sulA: Suppressor of lon; inhibits cell division 0.05 73
Z5360 | tatC: Sec-independent protein translocase 0.2 1.6
Z0998 | uvrB: DNA repair; excision nuclease subunit B 0.2 5
Z2001 | narG: nitrate reductase 1, alpha subunit 12 ND
Z2002 | narH: nitrate reductase 1, beta subunit 10 ND
Z3689 | cysU: sulfate, thiosulfate transport system permease T 12 ND
protein
Z5183 | ibpA: heat shock protein 13 ND

*t10: 10 min post-irradiation; t60: 60 min post-irradiation; ND: No difference in expression; bold numbers

indicate up-regulated genes; An addition minimal 1.5-fold-change was applied to restrict downstream

interpretations.

To investigate how irradation-induced genes are involved in resistance of E. coli 0157:H7

to radiation induced stress, deletion mutants of several genes were generated then irradiated at 0.4

kGy. Although growth of six (ArecA, ArecN, AumuD, AibpA, AtatC and AuvrB) of the seven tested

mutants was slighlty affected before treatment, viability of all mutants, excepted of AumuD, was

significantly (P £0.001) more reduced following y-irradiation treatment comparatively with the Wt, for

which the counts of viable cells showed an average 1.4 log reduction. The reduction level was 4.7, 1.54

,2.1,2.3,2.23,3.44 and 2.83 logs for, ArecN, AumuD, ArecA, AtatC AuvrB, AsulA and AibpA respectively

(Figure 21), supporting their involvement in radioresistance.
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This was further verified by measuring the growth kinetics of the mutants after 0.4 kGy y-
irradiation (Figure 22). This experiment revealed that two mutants are especially sensitive to y-
irradiation: ArecN and AtatC (Figure 22, A and D), for which recovery after 0.4 kGy required 12h and
13h respectively. In fact, deletion of tatC, a translocase exporting folded proteins from the cytoplasm
to the outer membrane, compromises the integrity of the outer membrane and consequently makes
bacterial cells sensitive to many stresses (Black et al., 2013, Lee et al., 2006, van der Ploeg et al., 2011).
In this study, we show that tatC seems to have an important role in radioresistance of E. coli 0157:H7.
The most dramatic effect of irradiation treatment was observed in ArecN (Figure 21), the gene most
strongly induced by irradation treatment at t60. Byrn and al. (2014) have shown that a ArecN mutant
of E. coli K12 was sensitive to irradiation. Indeed, recN has long been associated with irradiation
survival (Sargentini and Smith, 1986). These data confirm our results regarding the involvement of tatC

and recN in the E. coli radioresistance.
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Figure 21. Viability of E. coli 0157:H7 deletion mutants following y-irradiation. Differences between
the log1oCFU counts of (Irr /Ctl) for each strain vs Wt were analyzed using Student's t test. Ctl: control
non-irradiated (orange); Irr: irradiated (green).

Interestingly, some of the mutants (especially AibpA) were unable to fully recover and
maintain their recovery following irradiation. Deletion or alteration of certain genes involved in DNA
repair cause slow growth phenotypes (Byrne et al., 2014, Linn et al., 1987). Normally in recA mutants
of E. coli, double-strand DNA breaks are not repaired causing chromosomal loss and eventually cell

death (Skarstad et al., 1993). However, Kouzminova and al. (2004) have suggested that E. coli can
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develop strategies to avoid double-strand DNA breaks, and this may explain many observations
(Capaldo et al., 1974, Miranda et al., 2003) including ours (Figures 21 and 22C) whein a ArecA mutant

was found to be viable and can grow following stress.
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irradiated.
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Impact on protein profile of 0157:H7 t60 post irradiation: We found that RecC, Recl,
RecQ, and CorA proteins were respectively 1.39, 1.38, 1.6 and 1.6-fold up-regulated 60 min post-
irradiation (Table 6). In E. coli, homologous recombination is a relatively error-free mechanism induced
by certain stresses such as y-irradiation and chemical mutagens. RecBCD and RecF pathways are part
of this recombination. Thus, RecBCD and RecF pathways were activated to repair respectively, double-
stranded DNA and single-stranded DNA gaps (Kowalczykowski, 2000, Persky et al., 2008). The RecF
pathway involves the function of many proteins such as of RecA, RecN, Rec) and RecQ (Tseng et al.,
1994) while RecBCD pathway implicates RecC (Masterson et al., 1992). Seo et al. (2015) have shown
that oxidative stress response is related to other fundamental cellular processes such as transport of
divalent metal cations (Mn2*, Zn2* and Mg2*). This data is consistent with the up-regulation of CorA
(Table 6), the principal Mg2* uptake system in E. coli (Knoop et al., 2005). Other proteins involved in
DNA repair are up-regulated at t60 min following irradiation such as replicative DNA helicase DnaB and
UvrB which catalyzes the recognition and processing of DNA lesions are respectively 1.46 and 1.5-fold
up-regulated (Table 6) consistent with repair system activation following stress by y-irradiation.

In contrast, DcyD, Yecl and MazF proteins were down-regulated after irradiation exposure
(t60). Moreover, DcyD which is a D-cysteine desulfhydrase can transform cysteine to pyruvate,
ammonia, and sulfide (Awano et al., 2005). Yecl (FtnB) promotes iron (i) oxide-hydroxide production,
which is able to damage cells. We have previously shown the importance of cysteine accumulation and
intracellular oxidative stress inhibition following irradiation. E. coli radioresistance may include the
down-regulation of DcyC and Yecl to decrease cysteine catabolism. Finally, MazF, a toxic component
of a type Il toxin-antitoxin system, alters the protein expression profile of the cell by mRNA cleavage.
MazF induces cell death following stress conditions (Hazan et al., 2004). Thereby, this protein was likely

down regulated after irradiation at t60 to protect bacterial killing.
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Table 6. Different expressed proteins in E. coli 0157:H7 60 min post-irradiation

Locus tag | Translated protein Fold change (t60)
24139 RecC: exonuclease V subunit gamma 1.39

74230 Recl: ssDNA exonuclease 1.38

75343 RecQ: ATP-dependent DNA helicase 1.6

25650 DnaB: replicative DNA helicase 1.46

73001 UvrB: excinuclease ABC subunit B 1.5

75333 CorA: Magnesium transport protein 1.6

23008 DcyD : D-cysteine desulfhydrase 0.8

72956 Yecl : Ferritin-like protein 2 0.58

724097 MazF : Endoribonuclease 0.8

* t60: 60 min post-irradiation; bold numbers indicate up-regulated genes; A protein was considered
underexpressed when the mean ratio of the replicate was lower than 0.861 and over-expressed when the mean
ratio of the replicate was higher than 1.351

Effects of y-irradiation on stress-associated and virulence genes: The influence of y-
irradiation treatment at 0.4 kGy on genes implicated in response to oxidative, heat shock, cold shock,
acid and UV irradiation stresses and genes related to virulence were investigated (Table 7). Four genes
associated with oxidative stress (rpoS, soxR, katE and sodC) were up-regulated immediately after y-

irradiation treatment. In contrast, soxS and wrbA were up-regulated 60 min post-irradiation.
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Table 7. A list of stress-associated and virulence genes showing
differential gene transcription 10 min and/or 60 min following

irradiation at 0.4 kGy.

Locus tag/Stress Gene name [Fold Fold
associated and virulence change t10 cchange t60
Stress

Oxydative stress

24049 rpoS 1.52 ND
25661 lsoxS ND 1.78
25662 ISoxXR 1.8 ND
22761 katE 1.76 ND
22661 lsodC 1.52 1.58
21423 wrbA ND 3.9
Acid resistance

24930 gadA 2 1.56
22215 gadB 1.65 1.52
Cold shock

21117 cspD 2.87 ND
Heat shock

z0014 dnak 2.9 ND
25748 groEL 2.1 ND
23059 vedU (hsp31) (3.9 1.52
20590 htpG (hsp90) (1.57 1.50
UV resistance

25059 musM ND 1.88
Virulence

21464 IStx2A 0.64 2.4
21465 Istx2B ND 2.24
24195 Eiva IT3SS 0.2 2.2
24197 IT3SS 0.4 2.5
24187 [T3SS ND 7.4

* £10: 10 min post-irradiation; t60: 60 min post-irradiation; ND: No difference in expression; bold numbers
indicate up-regulated genes; An addition minimal 1.5-fold-change was applied to restrict downstream

interpretations.

We note that sodC transcription was increased at both t10 and t60 post-irradiation. In
fact, it appears that to protect itself from ROS-induced stress generated by y-irradiation, E. coli use
superoxide dismutases such as CuZnSOD (SodC) and catalases such as HPII (KatE), which are part of the

major oxidative stress regulon SoxRS (Chiang et al., 2012). Thus, in the presence of ROS, SoxR induces
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soxS expression, and as result SoxS protein levels increase which regulate transcription of several genes
of oxidative stress response including sodC and katE (Chiang et al., 2012, Demple et al., 1991,
Nunoshiba et al., 1992). The increase in rpoS expression was expected because it controls the general
stress response in E. coli (Notley et al., 1996).

The two acid resistance genes, gadA and gadB were up-regulated at both t10 and t60
post-irradiation. In pathogenic E. coli, gadA and gadB are induced by low pH (1.5-3.0) to survive and
resist the extremely acidic environment of the stomach (Mates et al., 2007, Peterson et al., 1989).
GadA and GadB are the key genes of the most effective acid-resistance system (AR2) in E. coli (Ma et
al., 2003, Tucker et al., 2002). This system is positively regulated by Rpos and RpoN (Mitra et al., 2012,
Tramonti et al., 2002). pH homeostasis is maintained by decarboxylation promoted by GadA and GadB
via replacement of the a-carboxyl group by a proton (H*) transported from the extracellular
environment to the cytoplasm, increasing the intracellular pH levels (Foster, 2004, Richard et al., 2004).
Our results may indicate that AR2 is involved in E. coli 0157:H7 radioresistance via increasing gadA and
gadB expression by rpoS at t10 and by recN at t60, and potentially the protons (H*) transported to
cytoplasm may reduce ROS.

On the other hand, dnak, groEL, yedU and htpG which are involved in the heat shock
response and cspD implicated in cold shock resistance were up-regulated at t10, indicating that these
genes encode proteins that are part of the early response to irradiation stress. Expression of yedU and
htpG continued at 60 min after irradiation. These results are in line with Zheng et al. (2001) and
Trudeau et al. (2014) who demonstrated that the chaperone systems including DnaK, GroEL, GroES,
YedU and HtpG, were positively regulated by H,0,-induced oxidative stress and by y-irradiation.
Together, these data show that a global stress response is induced in E. coli 0157:H7 upon exposure
to a sensitization dose of irradiation.

Virulence genes (stx2A, stx2B, z4195, spaS and z4187,) were up-regulated at t60 post-
irradiation. Stx1 and Stx2, which are encoded by 2 bacteriophages, are the principal virulence factors
of E. coli 0157:H7 causing bloody diarrhea and hemolytic-uremic syndrome (HUS) (Smith et al., 2014).
Stx2 subtypes (Stx2A and Stx2B) are much more toxic than Stx1 (Scheutz, 2015, Strockbine et al., 1986).
In addition, the virulence strategy of E. coli 0157:H7 requires the type Il secretion system (T3SS) to
export effector proteins directly into host cells (Aili et al., 2008). Many stresses can induce stx2 (A and
B) and T3SS genes, such as acid and oxidative stresses (House et al., 2009; Allen and Griffiths, 2015),

which is compatible with our results.
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Coherence between transcriptome and proteome at t60 post-irradiation with 0.4kGy: It
is well known that correlation between transcriptome and proteome can be low due to diverse factors
such as post transcription regulation (Haider and Pal, 2013). Here, coherence was found between the
expression of ten genes and their corresponding translated proteins (Table 8). However, mutM, cysN,
dnaC and dinG genes and MutM, CysN, DnaC and DinG proteins were up-regulated after E. coli
0157:H7 exposure to y-irradiation at 0.4 kGy. We have shown previously that expression of genes
involved in DNA damage repair mechanisms increase following irradiation treatment (Table 5). Both
MutM and DinG proteins are part of this mechanism. MutM is related to UV radiation stress and is a
component of the base excision repair pathway while DinG is involved in DNA recombination repair
and the recovery of replication after DNA damage (Voloshin et al., 2007). The CysN protein is a sulfate
adenylyl transferase involved in sulfur metabolism which can be induced as a bacterial response to
ROS (Table 8).

We also noted that some genes and their protein products were down-regulated by
irradiation treatment. This is the case of aldA, ygfP and glpK implicated respectively in pyruvate, purine
biosynthesis and glycerolipid degradation. murQ involved in amino sugar and nucleotide sugar
metabolism, and /ivD associated with biosynthesis of amino acids suggesting that these pathways can
disturb damage repair following y-irradiation. This treatment also decreased expression of tnaA and
the translated protein TnaA that transforms tryptophan to indole, which can participate in growth

inhibition of E. coli (Gutiérrez-Huante et al., 2018).
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Table 8. Differentially expressed proteins and genes in E. coli 0157:H7 60 min post-irradiation

Locus tag Translated Function Fold Fold
protein transcriptome | proteome
t60 t60
25059 MutM Base excision repair, UV resistance 1.88 1.37
z4059 CysN Sulfure metabolism 6.8 1.42
25961 DnaC D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 1.7 1.43
22851 DinG Putative regulator 3.3 15
22306 AldA Microbial metabolism in diverse environments | 0.55 0.8
23693 MurQ Amino sugar and nucleotide sugar metabolism | 0.6 0.83
25203 TnaA Tryptophanase 0.62 0.85
25282 IlvD Biosynthesis of amino acids 0.65 0.85
25471 GlpK Glycerolipid metabolism 0.54 0.86
74222 YgfP Purine metabolism 0.6 0.84

*A protein was considered under-expressed when the mean ratio of the replicate was lower than 0.861 and
overexpressed when the mean ratio of the replicate was higher than 1.351; An addition minimal 1.5-fold-
change was applied to restrict downstream interpretations of transcriptome; Bold numbers indicate up-
regulated genes or proteins.

3.1.5 Conclusion

In this study, we investigated the global response of E. coli 0157:H7 associated with
exposure to y-irradiation at the sensitization dose of 0.4 kGy using transcriptomic and proteomic
analyses. y-irradiation caused important changes in various metabolic pathways involving sulfur and
histidine metabolism; amino acid biosynthesis and pathogenicity. Diverse DNA damage repair genes
were induced by this stress such as recombinational repair recA, recN, recj and recQ; base excision
repair (mutM) and nucleotide excision repair (uvrA, uvrB and uvrD). As with other stresses, y-
irradiation promotes down regulation of energy intensive pathways such as cell division to provide the
cell with more energy to repair DNA damage. In addition, E. coli 0157:H7 controls histidine and sulfur
metabolism apparently to resist ROS stress. The transcription of genes related to oxidative stress and
genes encoding for chaperones DnaK and GroEL was up regulated as an early response to irradiation
stress. Also, acid stress, heat shock and UV resistance response genes were positively regulated 60 min
post-irradiation treatment indicating their involvement in E. coli 0157:H7 radioresistance. Finally,
virulence genes were activated. Further studies concerning virulence induction in relation to y-
irradiation stress may further explain any correlations between pathogenicity and radioresistance in

E. coli 0157:H7.
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Résumé

Certains agents pathogenes peuvent développer une adaptation globale favorable en
réponse a certains traitements de stress, entrainant ainsi, une virulence accrue et/ou une résistance
aux différents stress. La résistance aux B-lactamines, ainsi que les génes ampC et ampG impliqués dans
cette résistance, ont été étudiés pour évaluer leur role éventuel dans la radiorésistance d'Escherichia
coli 0157: H7 (E. coli). Des bactéries E. coli ont été adaptées a 25, 15 ou 7 pg / mL de kanamycine ou
de carbénicilline et irradiées avec une dose de sensibilisation (0,4 kGy) ou une dose létale (1,5 kGy).
Chez E. coli 0157: H7 W, l'irradiation a une dose de 0,4 kGy a augmenté |'expression des genes ampC
et ampG respectivement de 1,6 et 2 fois tandis qu’au niveau de la souche préalablement adaptée a 25
pug / mL de carbénicilline (Carb25), cette expression était de 2,4 et 3,4 fois plus élevée aprés le
traitement a l'irradiation. Les mutants AampC et AampG ainsi qu’E. coli adaptée a 25 pg / mL de
kanamycine étaient plus sensibles a la dose 0,4 kGy que le Wt. E. coli Carb25 et les souches
surexprimant ampC et ampG étaient totalement résistants a 0,4 kGy et méme capables de survivre et
de se développer aprés I'exposition a une dose d'irradiation de 1,5 kGy, qui est normalement |étale.
Nous avons également constaté que ces souches peuvent tolérer d’autres stress, tels que les stress
oxydatifs, froids et thermiques. Cela démontre que I'adaptation a carbénicilline favorise la résistance
a l'irradiation y et a d'autres stress, probablement via 'augmentation de I'expression de I'AmpC et de
I'AmpG. Ces résultats sont importants pour les industries alimentaires, en particulier lorsqu’on
envisage 'utilisation de I'irradiation pour la conservation des viandes obtenues directement d’animaux

qui ont subis des traitements avec des antibiotiques de type B-lactamines.
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3.2.1 Abstract

Some pathogens might develop favorable global adaptation in response to certain stress
treatments resulting in enhanced virulence and/or resistance to a different stresses. B-lactam
resistance, as well as ampC and ampG genes involved in this resistance, were studied to evaluate their
possible role in Escherichia coli 0157:H7 (E. coli) radioresistance. E. coli adapted to 25, 15 or 7 pg/mL
of kanamycin or carbenicillin, were produced and treated with sensitization (0.4 kGy) or lethal (1.5
kGy) irradiation doses. In E. coli 0157:H7, irradiation treatment at 0.4 kGy increased ampC and ampG
expression respectively by 1.6 and 2-fold in the wild-type strain (Wt) but up to by 2.4 and 3.4-fold when
the strain was beforehand adapted to 25 pg/mL of carbenicillin (Carb25). Accordingly, AampC and
AampG mutants and E. coli adapted to 25 pg/mL of kanamycin were more sensitive to 0.4 kGy
treatment than Wt. While, E. coli Carb25 or overexpression of ampC and ampG provided complete
resistance to 0.4 kGy and were even able to survive and grow after exposure to a normally lethal 1.5
kGy irradiation dose. We further noticed that these strains can tolerate other stresses like oxidative,
cold and heat shocks. This demonstrates that carbenicillin adaptation promotes resistance to y-
irradiation and to other stresses, likely at least through increased AmpC and AmpG expression. These
results are important for the food industry and particularly when considering the use of irradiation for

food preservation of meat obtained directly from animals fed B-lactam antibiotics.

3.2.2 Introduction

The bacterium E. coli serotype 0157:H7 was identified in 1989 as a human pathogen that
can produce one of several Shiga toxins known to cause haemorrhagic colitis and hemolytic uremic
syndrome (Karmali et al., 1983). E. coli 0157:H7, found in the feces of healthy cattle, can be acquired
by direct contact with infected animals or people, by consumption of contaminated food (i.e. meat,
fruits, vegetables and poultry), or by wastewater of slaughterhouses (Karmali et al., 1983; Phillips,
1999; Loukiadis et al., 2006). The emergence of antibiotic use in animal feed to treat, control and
prevent clinical diseases or to enhance animal growth promotes bacterial resistance by natural
selection of mutant populations unresponsive to the antibiotics (Courvalin, 2008). Furthermore,
spontaneous antibiotic-resistant E. coli 0157:H7 strains are emerging, such as ampicillin and
chloramphenicol resistant mutants of strain EDL933, which led to increased motility, altered sensitivity
to phages, and altered generation time in vitro and increased virulence (Toth et al., 2003; Carone et

al., 2014). As a result, Canadian authorities have recognized that some antimicrobial drugs used in
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veterinary medicine, e.g. B-lactams, can promote the development of resistance and might have

serious consequences on human health (Health Canada, 2002).

Bacterial resistance to B-lactam antibiotics induces an SOS response, through RecA and
DpiA, and is driven by either B-lactamases modifying penicillin-binding proteins (PBPs), or by increased
active efflux or decreased permeability, dependent on permeases (Poole, 2004). In many
Enterobacteriaceae and other Gram-negative bacteria, the expression of the B-lactamase gene ampC
is inducible by various B-lactam antibiotics (Sanders Jr and Sanderslr, 1986; Zeng and Lin, 2013). Some
mutations can alter this inducibility, resulting in increased B-lactamase synthesis and consequently
greater resistance to other B-lactam antibiotics (Sanders and Sanders Jr, 1983; Juan et al., 2006). AmpC
belongs to the group |, class C of B-lactamases and it is expressed at very low levels in wild type strains.
AmpC levels increase significantly in E. coli in the presence of certain B-lactam antibiotics (Livermore,

1995).

The expression of ampC is induced by several gene products leading to peptidoglycan
recycling, which is required for cell growth and division (Normark, 1995; Park and Uehara, 2008). The
peptidoglycan layer is composed of B-1,4-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) and N-acetylmuramic
acid (MurNAc) residues. Peptidoglycan degradation, caused for instance by the action of B-lactam
antibiotics, leads to the generation of a pool of GIcNAc-anhMurNAc-peptides which can be transported
to the cytoplasm by the permease AmpG (Park and Uehara, 2008) and act as signals involved in ampC
induction and metabolism through the transcriptional regulator AmpR and the repressor AmpD.
Therefore, mutation in ampD or in ampR may lead to overproduction of AmpC beta-lactamase (Kaneko

et al., 2005; Schmidtke and Hanson, 2008).

In several food industries, y-irradiation is used to prolong shelf life of food products and
to reduce the growth of pathogens (Koutchma et al.,, 2009; Ben-Fadhel et al., 2016). At doses of 2-7
kGy, y-irradiation can eliminate potentially pathogenic bacteria, such as E. coli 0157:H7. The microbial
inactivation mechanism of y-irradiation is explained by oxidative radicals resulting from the radiolysis
of water, generating an oxidative stress that will cause damage to nucleic acids, proteins and whole
cells (Farkas, 2006). The increase of these free radicals induces an oxidative stress response in the
bacteria. However, many pathogens can develop physiological and molecular mechanisms of
resistance that can overcome the efforts of food industries to control food contamination and improve

food safety. Bacterial radioresistance is a complex phenomenon that is still poorly understood.

The aim of this study is to assess the impact of increased resistance to antibiotics widely
used in animal feed (B-lactams) on the radioresistance of E. coli 0157:H7, more specifically by

evaluating the effect of AmpC B-lactamase and of AmpG permease.
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3.2.3 Materials and methods

3.2.3.1 Materials

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG), N,N’-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichloride
(Paraquat) carbenicillin, ampicillin, piperacillin and kanamycin were obtained from Sigma Aldrich,

Ontario, Canada. PureZOL was provided from Life Science Research, Ontario, Canada.

3.2.3.2 Bacterial strains, plasmids and growth conditions

E. coli strains and plasmids used in this study are listed in Table 9. Bacteria were cultivated
overnight (O/N) in Tryptic Soy Broth (TSB, Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) or on Tryptic Soy
Agar plates (TSA, Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA). The media was supplemented with: (i)
100 pg/mL carbenicillin and incubated at 30 °C for E. coli 0157:H7 (pKD46) (Wt and mutants) or at 37
°C for E. coli 0157:H7 (Ptrc99A) (Wt and carrying ampC or ampG), (ii) 30 pg/mL kanamycin and
incubated at 37 °C for E. coli 0157:H7 without pKD46, or (iii) without antibiotics for strain K-12 (Wt and
mutants). Transformed cells were recovered in 1 mL SOC medium (Thermo Fisher Scientific, Burlington,
Ontario, Canada) (pKD46) or 1 mL TSB and incubated at 30 °C for 1 h. IPTG was added to TSB medium
to obtain a final concentration of 1 mM for E. coli 0157:H7 carrying pTRC99A plasmid. To reach the
bacterial exponential phase, the O/N culture was diluted at 1/100th and incubated at 37 °C for 3-4 h
until an OD600=1 was obtained. OD600 for all cell cultures used in this work was measured with a
Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Burlington, Ontario, Canada) and a

path length correction was applied by multiplying the given value by a factor of 10.
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Table 9. List of E. coli strains and plasmids used to generate and complement ampC and ampG

mutants

E. coli stains
and plasmids

Description

Source or reference

0157:H7
EDL933

K-12

AampC

AampG

Plasmid

pKD46

pTrc99A

Pathogenic strain isolated from

Michigan ground beef

F-, AlaraD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A,
rph-1, A(rhaD-rhaB)568, AampC777::kan,
hsdR514

F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3),

AampG790::kan, A", rph-1, A(rhaD-rhaB)568,
hsdR514

Sensitive plasmidF-, A", rph-1, pKD46

trcP vector, lacl promoter, pUCI8

EcoRI-Smal,

Provided by Pr. Charles M.
Dozois (INRS-IAF)

Genetic stock center

(Baba et al., 2006)

Genetic stock center

(Baba et al., 2006)

Genetic stock center

(Datsenko and Wanner,
2000)

Provided by Pr. Charles M.
Dozois (INRS-IAF)

3.2.3.3 Construction of mutants and complementation/overexpression vectors

Deletion mutants were derived using one-step PCR fragment-mediated lambda red
recombination mutagenesis (Datsenko and Wanner, 2000). The pKD13 strain was used to create KEIO
mutants (Baba et al., 2006). Using primers listed in Table 10, the ampC::kan and ampG::kan alleles
were amplified directly from K-12 mutant strains JW4111-2 (AampC::kan) and JW0423-1(AampG::kan)
respectively, obtained from the Keio collection to generate AampC::kan and AampG::kan in 0157:H
(Sabri et al., 2009). The purified PCR fragment was transformed into DH5a competent cells carrying
pKD46 by heat shock. The extracted plasmid with AampC::kan or AampG::kan was transformed by
electroporation (1800 volts, 200 ohms, 25 uF) into E. coli 0157:H7 competent cells. The homologous
recombination between pKD46 and chromosomic genes was then evaluated. E. coli 0157:H7 mutants

were verified by amplification and sequencing of ampC::kan or ampG::kan using primers cited in Table

10.
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Table 10. List of primers used to generate and complement ampC and

ampG mutants

Genes

Sequence (5’to 3’)

Homologous primers

ampC. Fwd

ampC. Rev

ampG. Fwd

ampG. Rev

Primers for overexpression

ampC.over-EcoRI-Fwd

ampC.over-Smal-Rev

ampG.over-EcoRI-Fwd

ampG.over-Smal-Rev

Primers for verification

ampC.over-Fwd

ampC.over-Rev

ampG.over-Fwd

ampG.over-Rev

Primers for qRT-PCR

ampC. Fwd

ampC. Rev

ampG. Fwd

ampG. Rev

rpoH Fwd

rpoH rev

GAGCTTCATTGGTCGCGTAT

TTCACTCTGCTGCCACATTC

ATATCGCCATCATCGCTACC

CAAAAGGGGAGTGCAGAAGA

CTCTGAATTCTTTTCTACGGTCTGGCTGCT

CTCTCCCGGGCAGGCGCATAAATGTTTCCT

CTCTGAATTCTGCTGACCGATACCATCGCT

CTCTCCCGGGGCTAAGCCGCACAAAAGAAC

TTTTCTACGGTCTGGCTGCT

CAGGCGCATAAATGTTTCCT

TGCTGACCGATACCATCGCT

GCTAAGCCGCACAAAAGAAC

CGCTAAGGAGTGCAACATGA

CGCAGCATGTAAAAGCGATA

GCCGCCCTTAATTTTTCTTC

GCAATGGAAACGGTAAAAGC

TCGTCAAAGTTGCGACCACCAAAG

ATCGTCGTCGGAAGACAGGTCAAA

Overexpression of ampC and ampG was achieved using the high-copy number inducible

plasmid pTRC99A (Amann et al., 1988). These two genes were amplified using E. coli 0157:H7 DNA as
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the template and the primers cited in Table 10 designed to have EcoRl and Smal cohesive ends. The
resulting PCR amplicon was digested by EcoRIl and Smal (New England Biolabs, Massachusetts, USA)
and used for ligation to EcoRl-/Smal-treated pTrc99A. The recombinant plasmid was transformed into
DH5a competent cells by heat shock. After miniprep, it was transformed by electroporation (1800
volts, 200 ohms, 25 uF) into E. coli 0157:H7 competent cells. Transformants carrying the
pTRC99A::ampC, pTRC99A::ampG, or pPTRCI9A vector alone were selected on TSA plates
supplemented with 100 pug/mL of carbenicillin. Plasmids were digested by EcoRI and migrated on 1%
agarose gels to confirm gene insertion.

3.2.3.4 Antibiotic susceptibility assays

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics was determined as
recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2014). The evaluated antibiotics were carbenicillin, ampicillin, piperacillin and kanamycin. All
antibiotics were prepared in distilled water to a final concentration of 50 pug/mL for kanamycin and
100 pg/mL for the others. A Blank Antimicrobial Susceptibility Disks (Thermo Ficher Scientific,
Burlington, Ontario, Canada) imbibed with either 5 pL or 10 uL of one of the antibiotics, corresponding
to 250 pg and 500 pg for kanamycin and 500 pg and 1000 ug for the other antibiotics, were used for

the antibiotic susceptibility assays on E. coli 0157:H7 mutants.

3.2.3.5 Development of antibiotic-adapted 0157:H7 strains

E. coli 0157:H7 was adapted to 25, 15 or 7 pg/mL of carbenicillin or kanamycin by
successive passages (n = 4) in TSB supplemented with the respective antibiotic at the specified
concentration. After each passage, bacteria at DO=1 diluted at 1/100 were used for the next passage.
The selected concentrations of each antibiotic used in this study were enough to slow down the
bacterial growth. After the adaptation step and for all following experiments, adapted bacteria were

cultivated in TSB without antibiotic.

3.2.3.6 y-irradiation treatments

Cell cultures (all strains) from the exponential phase of growth (OD600 = 1) were
transferred into microfuge tubes and subjected to one of two different irradiation treatments: the
sublethal dose of 0.4 kGy to only damage the cells or the lethal dose of 1.5 kGy (Caillet et al., 2005).
Experiments were performed at room temperature (20 £ 1 °C) at the Canadian Irradiation Center,
where samples were irradiated in a UC-15A irradiator (Nordion Inc., Kanata, ON, Canada) equipped

with a 60Co source with a dose rate of 16.8 kGy/h.
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3.2.3.7 Viability and growth study

All strains were evaluated immediately after irradiation treatment for their viability and
growth. The obtained working cultures were serially diluted and plated on TSA plates and then
incubated overnight at 37 °C. For the growth assays, the cultures were diluted in TSB to an OD600 =
0.05 and 200 pL of cell culture were distributed in wells of sterile microtiter plates. This experiment
was performed in a Bioscreen C apparatus (Growth Curves USA) where the cultures were incubated at
37 °C for 20 h and the OD600 growth measurements were performed every 30 minutes after a

homogenization period of 30 seconds.

3.2.3.8 RNA preparation and quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

E. coli 0157: H7 Wt and Carb25 adapted bacteria were incubated in TSB at 37 °C and
irradiated at the sublethal dose at the exponential phase of growth (0D600 = 1). Control and irradiated
cultures were incubated at 37 °C for 60 min and then RNA extraction was performed. Bacterial culture
was centrifuged at 12,000 x g for 5 min and the cells were suspended in 1 mL PureZOL. RNA extraction
was carried out as recommended by the supplier. The iScript reverse transcription kit (Life Science
Research, Ontario, Canada) was used to synthesize cDNA from 50 ng of RNA and quantitative real-time
PCR (qRT-PCR) was then performed using the SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix reagent
(Life Science Research, Bio-Rad) on a Rotor-Gene 6000 thermocycler (Corbett). Modulation of gene
expression from gRT-PCR was normalized to the expression of the internal rpoH gene. The primers
used in this study are listed in Table 10. The variation of gene expression was calculated using the -
2AACt method of Livak and Schmittgen (2001). The relative expression of Wt was used as a reference

to calculate the ampC and ampG expression levels.

3.2.3.9 Statistical analysis

Each experiment was done in triplicate (n = 3) and experimental values are presented as
means +/- standard deviation. Statistical analysis was done using Prism5 (GraphPad Software, Inc.) and
differences between means were considered significant when the confidence interval was lower than

5% (***, P<0.001; **, P<0.01; *, P <0.05; student t test).
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3.2.4 Results

Two populations of E. coli 0157:H7 were subcultured four times on various
concentrations of carbenicillin (Carb25, Carb15 and Carb7) or kanamycin (Kan25, Kan15 and Kan7) until
adaptation. Once these adapted bacteria were obtained, all remaining experiments were performed
without antibiotic treatment. The bacterial growth rate increased according the number of passages
and to the antibiotic concentration. E. coli 0157:H7 was more easily adapted to kanamycin than to

carbenicillin (Figures 23 and 24).
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Figure 23. Adaptation of E. coli 0157:H7 strains to carbenicillin. Bacteria were adapted to7 pg/mL
(A), 15 pug/mL (B) or 25 pg/mL (C) of carbenicillin by successive passages in TSB supplemented with
antibiotic at the specified concentration (n=4). Bacteria were incubated at 37 °C and 1/100* dilution
was carried out from the culture at ODggo = 1 and then sub-cultured for the next passage. 200 pL of
each cell culture were used for growth monitoring.
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Figure 24. Adaptation of E. coli 0157:H7 strains to kanamycin. Bacteria was adapted to 7 ug/mL (A),
15 pg/mL (B) or 25 pg/mL (C) of kanamycin by successive passages in TSB supplemented with
antibiotic at the specified concentration (n=4). Bacteria were incubated at 37 °C and 1/100" dilution
was carried out from the culture at ODggo = 1 and then sub-cultured for the next passage. 200 pL of
each cell culture were used for growth monitoring.

Adapted subpopulations were cultivated in TSB medium O/N at 37 2C, diluted at 1/100th
and incubated at 37 2C until OD600 = 1. The viability was then tested vs the Wt strain immediately
following y-irradiation treatment with 0.4 kGy (Figure 25). As expected, irradiation significantly (P <
0.001) reduced the counts of viable Wt bacteria (1.6 log reduction as compared to the control). The
growth rate was also affected. In contrast, the same treatment had no significant effect on the survival
(P >0.05) of the carbenicillin-adapted subpopulations (Figure 25). However, irradiation seemed to have

little effect on their growth (Figure 26); and after 400 min and 600 min post-irradiation, respectively

Carb25 and Carb15 were completely resistant (Figures 26A and 26B).
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Figure 25. Viability of carbenicillin-adapted E. coli 0157:H7 following irradiation at 0.4 kGy.
Immediately after irradiation treatment, five pL of each cell culture were used. Results are
represented by logio of CFU/mL. Differences between the log:oCFU counts of (Irr /Ctl) for each strain
vs Wt were analyzed using Student's t test. Carb: carbenicillin adapted bacteria; Ctl: control non-
irradiated; Irr: irradiated.
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Figure 26. Growth of carbenicillin-adapted E. coli 0157:H7 following irradiation at 0.4 kGy. (A)
Growth at 25 pg/mL, (B) at 15 pg/mL or (C) at 7 pg/mL carbenicillin, treated or not with irradiation at
0.4 kGy. 200 pL of each cell culture were used. Carb: carbenicillin adapted bacteria; Ctl: control non-
irradiated; Irr: irradiated.
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These observations show that bacterial adaptation to high concentrations of carbenicillin
(i.e. 215 pg/mL) confers resistance to y-irradiation. In contrast to carbenicillin, the adaptation of E. coli
0157:H7 to different concentrations of kanamycin did not increase its radioresistance, and a significant
difference was observed between irradiated and non-irradiated cells adapted to the three
concentrations of kanamycin (Figures 27 and 28). The reduction level was 1.4, 1.8, 2 and 1.6 log10

CFU/mL for Wt and adapted E. colito 7, 15 and 25 pg/mL, respectively.

*hE

Log1oCFU/200ul

Wt ctl
Wt Irr

Kan25 ;,g/mL Ctl
Kan25 pg/mL lrr
Kan15 pg/mL Ctl
Kan15 pg/mL Irr
Kan7 ug/mL Ctl
Kan7 pg/mL Irr

Figure 27. Viability of kanamycin-adapted E. coli 0157:H7 following irradiation at 0.4 kGy. 5 pL of
each cell culture were used. Results are represented by logioof CFU in 1 mL. Differences between the
log10CFU counts of (Irr /Ctl) for each strain vs Wt were analyzed using Student's t test. Kan:
kanamycin adapted bacteria; Ctl: control non-irradiated; Irr: irradiated.
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Figure 28. Growth of kanamycin-adapted E. coli 0157:H7 following irradiation at 0.4 kGy. (A)
Growth at 25 pg/mL (B) 15 pg/mL and (C) 7 ug/mL treated or not with irradiation at 0.4 kGy. 200 pL
of each cell culture were used. Kan: kanamycin adapted bacteria; Ctl: control non-irradiated; Irr:
irradiated.

These results were confirmed by evaluating E. coli growth after treatment (Figure 28). A
significant difference was observed throughout the whole experimental period between irradiated and
non-irradiated E. coli cells adapted to the three concentrations of kanamycin. These results indicate
that kanamycin resistance has no effect on the development of resistance to 0.4 kGy irradiation
treatment in E. coli 0157:H7. The transcription of ampC and ampG was assessed by gRT-PCR 60 min
after irradiation at 0.4 kGy. The results (Figure 29A) demonstrate that irradiation treatment of E. coli
led to a significant increase (P < 0.01) in the expression of ampC and ampG, showing respectively an
increase of 1.6 and 2-fold at 60 min post-treatment compared to the non-irradiated control.
Interestingly, even without irradiation treatment, the expression of ampC was 2.4-fold higher in
Carb25 than in the Wt. No significant difference ( > 1.5 log,) was observed on the ampG expression.
Moreover, irradiation treatment at 0.4 kGy further increased the expression of both ampC and ampG
genes by 1 log2 in Carb25 bacteria (Figure 7b). Sequencing of the Carb25 ampC and ampG genes
revealed no mutation, compatible with an adaptation to carbenicillin promoted by modifications in

gene expression.
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Figure 29. Effect of y-irradiation on ampC and ampG expression by E. coli 0157:H7. (A): in wild type
bacteria. (B): in 25 pg/mL carbenicillin adapted bacteria (Carb25). Relative gene expression
represents the change in transcription in bacteria 60 minutes after irradiation treatment at a dose of
0.4 kGy. Results are represented by log, RNA expression using - 222, The difference was considered
as significant when the expression relative variation > 1.5 log,. T-student was carried out between
Control and irradiated Carb25 strains. Carb25: 25 pug/mL carbenicillin adapted bacteria, Ctl: control
non-irradiated and Irr: irradiated.

To further investigate the effect of these genes on the radioresistance of E. coli 0157:H7,
mutants in these genes were generated. As expected, the antibiogram results showed that AampC and
AampG mutants are very sensitive to B-lactam antibiotics (ampicillin, piperacillin and carbenicillin)
(Figure 30 A,B,C). This sensitivity is dose-dependent and was higher with carbenicillin compared to the
other antibiotics. In contrast, no significant effect of kanamycin on the AampG mutant and only a little

effect on the AampC mutant were observed (Figure 29D).
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Figure 30. Antibiotics susceptibility assays on E. coli 0157:H7 ampC or ampG mutants. The disk
containing 500 pg or 1 mg of (A) ampicillin, (B) piperacillin and (C) carbenicillin or 250 or 500 ug of (D)
kanamycin was placed onto the surface of the agar plates. Inhibition area = (R% t).

Since the carbenicillin-adapted subpopulations were more resistant to y-irradiation
treatments, we tested whether the mutants with more sensitivity to B-lactam antibiotics would behave
the opposite way. The effects of y-irradiation at sensitization dose of 0.4 kGy and lethal dose of 1.5
kGy on the viability and the growth of E. coli AampC and AampG mutants are shown in Figures 30A and
31A. The data demonstrate that inactivation of ampC and ampG increased the sensitivity of the cells
to irradiation treatment at a dose of 0.4 kGy. Viability was reduced by 2 and 2.8 logl0 CFU/mL in
AampC and AampG mutants, respectively, as compared to only 1.1 log10 CFU/mL reduction in the Wt.
To verify the effect of ampC and ampG deletion in radiosensitivity, E. coli AampC and AampG mutants
were complemented respectively, by ampC and ampG genes on pTRC99A plasmid which is inducible

by IPTG. Irradiation response of AampC overexpressing ampC (AampClampC+]) and AampG

90



overexpressing ampG (AampGlampG+]) was compared to Wt[pTRC99A] as a control. Very
interestingly, the complemented mutants overexpressing the corresponding gene (AampClampC+]
and AampG[ampG+]) became completely resistant to irradiation at the sensitization dose (Figure 31)
with only a limited growth difference with the Wt (Figure 32). Moreover, these overexpressing mutants
were able to survive and grow after irradiation treatment at a dose of 1.5 kGy, which is completely
lethal for AampC and AampG mutants and for Wt 0157:H7 (Figures 31 A and B). Our findings suggest

that AmpC and AmpG may intervene in the radioresistance of E. coli 0157:H7.

8 104 [1| [il
FEE HEE 8
5} 4- S
& a
g g,
e iei ie s | B488 8§ sas
£ . ‘éife ‘Ef-_:‘, $3e s:;g:;
PE SEI R ok §§Ei:§ S
£s S §
1IN 8 1IR3
g3 30
i 5

Figure 30. Viability of E. coli mutants and strains after y-irradiation at 0.4kGy. A: viability of AampC
and AampG. E. coli. B: viability of AampClampC+] and AampG[ampG+]. 5 pL of each cell culture were
used. Results are represented by logioof CFU in 1 mL. Differences between the log:1oCFU counts of (Irr
/Ctl) for each strain vs Wt were analyzed using Student's t test. Ctl: control non-irradiated; Irr:
irradiated; 0.4 kGy: sensitive dose; 1.5 kGy: lethal dose.
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Figure 31. Growth of E. coli mutants and strains after y-irradiation at 0.4kGy. AampC (a), AampC-
ampC (b), AampG (c) or AampG-ampG (d). 200 pL of each cell culture were used. Ctl: control non-
irradiated; Irr: irradiated; 0.4 kGy: sensitive dose; 1.5 kGy: lethal dose.

Since response mechanisms to stresses are often redundant, we also evaluated the effect
of these two genes in the response to other stresses like oxidative (paraquat), heat and cold stress.
Interestingly, in contrast with the Wt and the ampC and ampG mutants, Carb25, AampClampC+], and
AampGlampG+] strains were all able to survive and grow after incubation at 50 2C for 2 h or 1 week at
4 °C and in presence of 0.5 mM or 1 mM paraquat, a metabolic generator of superoxide (Figures 33

and 34).
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Figure 32. Viability of E. coli 0157:H7 mutants and strains under paraquat stress. The bacteria at
the exponential phase of growth (ODego = 1) are cultured in TSB supplemented with 0.5 or ImM of
paraquat and incubated at 37 ° C for 40 min. 5 pL of each cell culture were used. Results are
represented by logio of CFU. Differences between the log10CFU counts for each strain vs Wt (or
Wt/pTRC99A) at different concentrations of paraquat were analyzed using Kruskal-Wallis rank sum
test.
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Figure 33. Viability of E. coli 0157:H7 mutants and strains under thermal stress. The bacteria
at the exponential phase of growth (ODeoo = 1) are cultured in TSB and incubated at 50°C for 2h
(heat shock) or at 4°C for 1 week (cold shock). 5 uL of each cell culture were used. Results are
represented by logioof CFU. Differences between the logi10CFU counts of (Irr /Ctl) for each strain
vs Wt (or Wt/pTRC99A) were analyzed using Student's t test.

3.2.5 Discussion

In the present study, we have demonstrated that the resistance of E. coli 0157:H7 to
some antibiotic types could reduce its sensitivity to irradiation treatment at a dose that is normally
lethal. In fact, our results show that an E. coli 0157:H7 subpopulation adapted to carbenicillin
recovered growth faster than wild-type bacteria following an irradiation treatment at the sensitization
dose (Figures 25 and 26). This was not the case for a subpopulation of E. coli 0157:H7 adapted to
kanamycin (Figures 27 and 28). We also demonstrated that the viability and the growth of the adapted
bacteria were affected as compared to the Wt. This could be the result of a trade-off phenomenon,
which is a negative correlation between stress resistance/adaptation and growth of bacteria like
pathogenic E. coli (Basra et al., 2018). These findings suggest that the acquisition of radioresistance
after a bacterial adaptation to antibiotics depends on the class of antibiotic.

Wesche et al. (2009) reported that microorganisms that survive a given stress could gain
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resistance to that stress or another one. This phenomenon is attributable to the cross-protection
mechanisms found in some bacteria and has an important impact on the industrial process conditions
and food safety. While there is increasing evidence of a relationship between different stress
resistances, few studies have focused on the evaluation of the effect of bacterial resistance to a given
stress on radioresistance. Collectively, it is possible that resistance to B-lactam antibiotics is
responsible for some mechanism of resistance to an irradiation treatment at a dose of 0.4 kGy.

Peptidoglycan turnover and recycling are among the most important processes in the
bacterial life cycle. These mechanisms are involved in the regulation of virulence and the resistance
response (Folkesson et al., 2005; Boudreau et al., 2012). The B-lactamase AmpC, produced by some
Gram-negative bacteria, can interact with many B-lactam antibiotics including ampicillin, carbenicillin,
penicillin and piperacillin (Sanders Jr and SandersJr, 1986). One of the regulators of this protein is the
permease AmpG which imports muropeptide, a peptidoglycan-derived product, to the cytoplasm
where it activates the transcription of ampC (Korfmann and Sanders, 1989; Yang et al., 2013).

To evaluate the impact of B-lactam resistance on the E. coli 0157:H7 radioresistance, we
assessed the expression of two genes required for B-lactamase activity in E. coli (i.e. ampC and ampG)
under vy-irradiation treatment. These marker genes were selected based on RNA-seq results
demonstrating that their expression increases in E. coli 0157:H7 following 0.4 kGy irradiation
treatment (unpublished data). We have shown that the expression of both genes was significantly
increased (Figure 29) confirming our RNA-seq results. Collectively, these findings indicate that AmpC
and AmpG could be related to E. coli 0157:H7 radioresistance. In addition, AampC and AampG mutants
in strain 0157:H7 showed an important sensitivity towards different B-lactam antibiotics (Figures 31A
and 32A), consistent with previous studies that have reported a role of these genes in the resistance
of other E. coli strains to B-lactams (Sanders, 1987; Lindquist et al., 1993).

In the current study, we have also demonstrated that y-irradiation up-regulates ampCand
ampG expression of both Wt and Carb25 0157:H7 (Figure 29). This could be explained by the response
of E. coli to muropeptide distribution by increasing ampC and ampG expression, which then promotes
resistance. In fact, Caillet et al. (2005) reported that irradiation treatment affects peptidoglycan
recycling by modification of the distribution of muropeptides on E. coli, probably as a result of
modification of the glycan-binding peptides. Peptidoglycan recycling is important for cell growth and
division (Park and Uehara, 2008). The AmpG permease can transport GIcNAc-anhMurNAc-peptides, a
peptidoglycan degradation product, to the cytoplasm where it is lysed by the B-glucosaminidase NagZ
to produce anhMurNAc-peptides, which are then metabolized to UDPMurNAc-pentapeptides or by
ampD to generate GIcNAc, anhMurNAc, murein tripeptide, and D-Ala. Murein tripeptide is ligated to
UDP-MurNAc, therefore returning it to the murein synthesis pathway. In absence of B-lactam,

UDPMurNAc-pentapeptide binds AmpR and converts it into a repressor of ampC transcription. In the
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presence of a B-lactam, anhMurNAc-peptides accumulate and bind AmpR, which then leads to the
activation of ampC transcription (Dietz et al., 1997; Jacobs et al., 1997). The inactivation of ampG
results in non-inducible and micro-constitutive B-lactamase phenotypes to the bacterial cell,
correlating peptidoglycan recycling and B-lactamase induction (Korfmann and Sanders, 1989; Lindquist
etal., 1993).

On the other hand, AampClampC+] and AampG[ampG+] strains overproducing AmpC and
AmpG respectively and Carb25 adapted strains were paraquat resistant (Figure 33). In fact, sub-lethal
concentrations of ampicillin or norfloxacin were associated with ROS-induced mutagenesis in E. coli
and Staphylococcus aureus (S. aureus) (Cuirolo et al., 2009; Kohanski et al., 2010). In addition, B-
lactam-induced clinical hetero-resistant S. aureus is associated with oxidative stress via increasing ROS
production and DNA damage, both factors responsible for SOS response induction (Rosato et al., 2014).
This suggests that carbenicillin, similarly to ampicillin, leads to this mutagenesis induced by ROS and
activates genes involved in the SOS response. Consequently, when E. coli 0157:H7 was irradiated, it
had all the resistance machinery already activated, which may have contributed to its radioresistance
when adapted to carbenicillin, but not to kanamycin (Figures 25 and 28).

Also, in E. coli 0157:H7, we see that overexpression of ampC or ampG promotes heat and
cold stress resistance (Figure 34), maybe because AmpR has an effect on thermic tolerance, that is
similar to what is observed in Pseudomonas aeruginosa and this by increasing the expression of the
Dnal-DnaK-GrpE Hsp70 system, involved in heat stress response (Balasubramanian et al., 2014) and by
controlling the cold stress response. On the basis of these observations, it appears that the type of
stress applied on E. coli 0157:H7 affects the response to other types of stress.

The ampR gene is involved in the oxidative stress response of Pseudomonas aeruginosa
(Balasubramanian et al., 2014). In the present study, the AampC and AampG mutants were more
sensitive to irradiation treatment compared to the Wt. In the AampG mutant, anhMurNAc-peptides
probably accumulate in the periplasm, resulting in no production of UDPMurNAc-pentapeptide. It is
thus possible that UDPMurNAc-pentapeptide plays a role in the activation of the oxidative stress
response by its interaction with ampR. In this context, E. coli becomes less resistant to an irradiation
treatment when there is no interaction. These observations suggest that AmpC may be involved in E.
coli 0157:H7 radioresistance by a direct ROS gene synthesis control or interaction with ampR (Figures.
31, 32A and 32B). Moreover, different growth profiles of AampC and AampG mutants were observed
(Figure 32). This could be related to the perturbation in peptidoglycan recycling caused by the absence
of ampC or ampG, thus affecting cell growth and division (Park and Uehara, 2008).

In E. coli, various mutations in the ampC promoter/attenuator region, in ampG, in ampD
orin ampR genes may lead to constitutive overproduction of AmpC beta-lactamases (Kopp et al., 1993;

Caroff et al., 1999; Kuga et al., 2000). We have amplified and sequenced the ampC and ampG genes of

96



Carb25 adapted bacteria and no mutation was detected in the ampC promoter region, in the ampC or
ampG genes, suggesting that carbenicillin adaptation leads to AmpC overproduction (Figure 29B) by
mutation in other regulatory elements, such as ampR or ampD but not in ampG. In this case, we can
suppose that in Carb25 adapted bacteria, irradiation stress is important to induce the positive
regulatory mechanism involving AmpG. In the absence of this stress, AmpC overexpression is
potentially mediated by AmpR and/or AmpD.

In conclusion, the results of this study clearly demonstrate that in addition to their
contribution in antibiotic resistance, ampC and ampG genes modulate the resistance of E. coli 0157:H7
to y-irradiation and possibly to other stress such as oxidative, cold and heat stress. Transcriptomic
studies of AampC and sequencing of the Carb25 adapted complete genome could be assessed to
confirm respectively the hypothesis of the role of ampCin inducing radioresistance through the control
of the peptidogycan recycling and to determine the genes involved in carbenicillin adaptation in E. coli
0157:H7. These results can be of great interest to the food industry and especially for irradiation
treatment of meat from B-lactam-treated animals, which could affect the efficiency of irradiation
treatment. Since kanamycin did not show any effect on radioresistance, it will be important to
investigate the effects of additional antibiotic classes currently used in animal production to verify their

effects on the radioresistance or resistance to other stresses of E. coli 0157:H7.
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Résumé

L’entérohémorragique (EHEC) Escherichia coli (E. coli) O157: H7 est un agent pathogéne
d'origine alimentaire portant deux prophages CP-933V et BP-933W codant respectivement pour Stx1
et Stx2. Le but de ce travail est de déterminer le mécanisme d’adaptation d’ E. coli 0157:H7 a la dose
“létale” d’irradiation (1.5kGy). Six passages a cette dose ont favorisé la perte de CP-933V et de BP-
933W et la mutation de trois genes, rpoA, wrbA et un géne codant pour une protéine hypothétique
(Wt_02639). Les clones adaptés a cette dose (C1, C2 et C3) étaient résistants au stress oxydatif
(paraquat), sensibles au pH acide (pH 2) et peu cytotoxique. Cependant, BP-933W a été capable a se
réintroduire au niveau des clones C1 et C2 mais pas dans son site spécifique wrbA qui était lui aussi
muté. Les clones qui ont réintruduit le prophage BP-933W (C1-® et C2-®) ont regagné leur
cytotoxicité, leur sensibilité au stress oxydatif et a la dose létale d'irradiation et leur résistance a
I'acidité. De plus, la souche non-virulente MG1655 de E. coli K-12 ayant intégrée BP-933W dans son
génome est devenue cytotoxiques, sensible a l'irradiation et au stress oxydatif et légerement plus
résistantes a I'acidité. Mis ensemble, ces résultats indiquent que les prophages jouent un réle critique
dans la radio-sensibilité d’E. coli O157: H7 et que les mutations de rpoA et Wt_02639 peuvent

intervenir dans sa radio-résistance et de sa sensibilité a I'acide.
3.3.1 Abstract

Enterohemorragic (EHEC) Escherichia coli (E. coli) 0157:H7 is a foodborne pathogen that
carries both Stx1 and Stx2 shiga toxins encodied by the prophages CP-933V and BP-933W respectively.
The aim of this work is to determine the E. coli 0157: H7 adaptation mechanism at the "lethal" dose
of irradiation (1.5kGy). Six passages at this dose promote the loss of CP-933V and BP-933W prophages
and mutation of three genes, wrbA, rpoA and a gene encoding a hypothetical protein (Wt_02639).
Clones adapted to this dose (C1, C2 and C3) were resistant to oxidative stress (paraquat), sensitive to
acid pH (pH 2) and less cytotoxic Although, BP-933W could re-integrate into the C1 and C2 genomes

this did not occour at the bacterial site-specific (attB) site in the wrbA gene, which was mutated in
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these strains. Clones of C1 and C2 that had regained prophages (C1-® and C1-®) had recovered
sensitivity to oxidative stress and to the lethal dose of irradiation and increased cytotoxicity and acid
resistance. In addition, the non-virulent strain E. coli K-12/MG1655 carring BP-933W has become
cytotoxic, sensitive to irradiation and oxidative stress and slightly acid resisitant. These results indicate
that prophages play a critical role in radiosensitization, and that mutation in rpoA and moly may be

participate in radioresistance and acid sensitivity of E. coli 0157:H7.

3.3.2 Introduction

Enterohemorragic (EHEC) Escherichia coli (E. coli) 0157:H7 and other STEC/VTEC are an
important health risk to public health and food safety. EHEC 0157:H7 can cause life-threatening
diseases that range from mild gastroenteritis to hemorrhagic colitis and, in extreme cases, from
hemolytic uremic syndrome to kidney failure (1, 2). E. coli 0157:H7 is proposed to have evolved from
non-toxigenic E. coli 055:H2 strain possessing a locus of enterocyte effacement (LEE). It is recognized
that this evolution involved four sequential steps: (i) acquisition of stx2, (ii) acquisition of plasmid
p0157, (iii) acquisition of stx1, and (iv) loss of loss of beta-glucuronidase activity and the capacity to

ferment D-sorbitol (3).

Bacteriophages are viruses specific to bacteria and contribute in several manners to the
evolution of their hosts. One of these is lysogenic conversion and horizontal gene transfer (3), whereby
phage genes integrate into bacterial genomes, and can thus increase bacterial gene content which my
also result in gains of function and potentially fitness. For example, it is well known that the virulence
of some bacteria rely on phage genes acquired through this process (4, 5). Compared to the non-
pathogenic E. coli K-12 laboratory strain MG1655, E. coli 0157:H7 strain EDL933 possesses 1,387 more
genes. This increased gene repertoire includes genes encoding alternative metabolic capacities,
virulence factors, several prophages and hypothetical proteins (6). E. coli 0157:H7 strain EDL933
carries both stx1 and stx2 genes located on the prophages PV-933V and BP-933W respectively. These
prophages are considered beneficial to their bacterial hosts by providing new functions during

lysogenic conversion that can be considered a bacterial-phage co-evolution (7).

Stx prophages integrate into the bacterial genome by site-specific recombination through a tyrosine
recombinase integrase that binds to the att sites to promote recombination and phage integration
(8, 9). The BP-933W prophage is integrated adjacent to the wrbA involved in the oxidative stress
response, and the PV-933V is integrated adjacent to the mirA (yehV) which encodes a regulator

involved in curli and cellulose production (10, 59).
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To maintain lysogeny, lambdoid prophages constitutively express the c/ gene that
represses expression of genes involved in the lytic cycle. DNA-damaging agents such as UV irradiation,
mitomycin C and, antibiotics, activate the SOS response and as a result a proteolytic cleavage of Cl
protein by the RecA protein can induce the lytic cycle (11, 12). The same recombination reaction may
promote excision of prophages in the presence of excisionase (8, 13). In some cases, prophages can
inactivate the expression of a bacterial gene via their integration into the open reading frame or the
adjacent regulatory region. The prophage can also be excised when bacterial cells require this gene
function to counter a stress encountered while the bacteriophage is integrated at this site. Active
lysogeny is reversible when the excised prophage can remain in the cell as an episome and may
reintegrate into the bacterial chromosome in the absence of conditions that can favour the lytic cycle
In other cases, excision of the prophage may be followed by phage loss without triggering lytic
production or bacterial lysis (11, 12, 14). DNA damage by exposure to mitomycin C,and oxidative stress
can induce the SOS response and promote a switch from lysogenic to the lytic state in E. coli 0157:H7,

and can also result in prophage excision (8, 13).

y-irradiation can also be a factor that induces the SOS response. This treatment prolongs
shelf life of food products such as fresh fruits and vegetables, meat, fish and cereals by reducing the
presence of bacteria that can lead to food spoilage as well as potential foodborne pathogens (15, 16).
y-irradiation generates an oxidative stress that kills bacterial cells through generation of reactive
oxygen species (ROS) from the radiolysis of water. This oxidative stress causes structural damage and
physical dysfunction in bacteria: including DNA damage and modifications, disruption of the cellular

envelopes; ribosome alterations; and alteration of selective permeability of the membrane (17).

However, many bacteria, including E. coli 0157:H7, can acquire radioresistance. Herein,
we investigate mechanisms underlying how E. coli 0157:H7 can resist a lethal dose of irradiation (1.5
kGy) and determine what genetic changes can contribute to this process. E. coli 0157:H7 strain EDL933
carrying both stx1 and stx2 was adapted to a 1.5 kGy dose of irradiation, which is normally considered
lethal by several passages. Genome sequencing of these adapted bacteria and stress resistance studies

were performed to determine radioresistance mechanisms of E. coli 0157:H7.

3.3.3 Materials and methods

3.3.3.1 Bacterial strains and culture conditions

E. coli 0157:H7 EDL933 and Sakai strains were isolated from meat and a human clinical
case respectively, four isolates of E. coli 0157:H7 (isolated from animals or human) and E. coli K-

12/MG1655 (our laboratory stock) were used. All bacterial cultures were grown in Tryptic Soy Broth
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(TSB, Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) with or without shaking (240 rpm) in a TC-7 roller drum
(New Brunswick) or on Tryptic Soy Agar (TSA, Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) at 37 °C. The
Bioscreen C apparatus (Growth Curves USA) was used for growth assays. Briefly, 200 pL of cell cultures
diluted to an ODgy = 0.05 in TSB, were distributed into wells of sterile microtiter plates and then
incubated at 37°C for 20 h without agitation. The ODgy growth measurements were performed every
1 hour after a resuspension period of 30 seconds. For viability studies, bacterial cultures were serially
diluted, plated on TSA agar and incubated overnight (O/N) at 37°C. For Shiga Toxin detection and
cytotoxicity assays, 50 ng/mL mitomycin C (Sigma Aldrich, Ontario, Canada) was added to bacterial

cultures.

3.3.3.2 y-irradiation treatment and adapting E. coli 0157:H7 to a normally lethal dose-of
irradiation

E. coli 0157:H7 was adapted to a normally lethal irradiation dose by successive passages
of cell cultures from the exponential phase of growth (ODsoo = 1). After each passage, bacteria were
incubated at 37°C with shaking until ODsgo =2. Bacterial cultures were transferred into microfuge tubes
and subjected consecutively to the a dose of 1.5 kGy of irradiation (18). After the 4™ passage, cell
culture (ODeoo = 1) was irradiated, plated on TSA plates and then incubated overnight at 37°C. Ten
colonies (clones) were cultivated O/N in TSB at 37°C, diluted 100 times, incubated at 37°C with shaking
until ODeoo = 1 and irradiated at 1.5 kGy. Then viability and growth studies were performed. The
irradiation treatment was performed at room temperature (20 + 1 °C) at the Canadian Irradiation

Center as described previously (19).

3.3.3.3 Acid and oxidative stress (paraquat) resistance assays

E. coli 0157:H7 Wt strains, E. coli K-12 MG1655 and all clones with/without prophages
were cultivated in TSB and incubated O/N at 37°C with shaking. For acid resistance assays, bacteria
were diluted to an ODgoo = 1 in TSB at pH=2 (NaOH, 1N) and incubated at 37°C with shaking for 5h.
Viability of bacteria was tested every 1 hour as described for general culture conditions. For oxidative
stress resistance, bacteria at ODgoo = 1 were incubated in TSB supplemented with paraquat at 0.2uM,
0.3uM or 0.5uM and incubated at 37°C with shaking for 40 min. Viability was then evaluated by plate

count dilutions.

3.3.3.4 Polymerase chain reaction (PCR)

O/N bacterial cultures were diluted at 1/1000 and incubated in TSB at 37 °C until the

exponential phase of growth (ODsoo = 1). DNA extraction was performed using DNeasy Blood and tissue
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Kit (Qiagen, Montreal, CANADA) as recommended by the supplier. Amplification of genes was carried

by PCR using the primers given in Table 11.
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Tablell. Primers used in this study

Gene Primers Product size (pb)

lexA F: GTTAACGGCCAGGCAACAAG 560

R: AAGCTCTGCTGACGAAGGTC

rpoA F: CAACCATTCTGGCTGAACAA 270

R: CAGAGACAGTCCACGGGAAG

moly F: TTGGCTCATCTTGCGCATTG 250

R : TTGAAGCTGCCCTACGTACC

Insertion site verification

stx1A F(Z3345): GAAACATGGGTGCTCTGACA 300
R(stx1A) : GTAAATTCCTTCGCAACCA

stx1B F(stx1B) : CGCTTTGCTGATTTTTCACA 300

R(Z3342):ACTGCACCTTCTCCACCTGT

Stx2A F(Z1460): GGTAAACGCCTTCACAAAGC 300

R (stx2A) : CGATACTCCGGAAGCACATT

stx2B F (stx2B) : TCCCGGGAGTTTACGATAGA 300

R (Z3342) : TACACCGTCTGGTACGTGGA
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3.3.3.5 Bioinformatics analyses

The DNA of the wild-type strain and each of the adapted clones was sequenced at high-
throughput using an lllumina HiSeq at the Sequencing Platform of Genome Canada (McGill University,
Canada). The raw sequencing reads were processed using fastp version 0.19.5 (20) and ParDRe 2.2.5
(21). Reads quality was assessed using FastQC version 0.11.8
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). The reads of the wild-type strain
were de novo assembled using SPAdes version 3.13.0 (22) with k-mer lengths of 21, 33, 55 and 77. The
resulting contigs were ordered on the reference sequence of E. coli EDL933 (23) using Mauve version
2015-02-13 (24) and were annotated using Prokka version 1.13.3 (25). The nucleotide differences and
genome alterations among adapted clones and wild-type strains were identifed using Snippy

version3.2 (https://github.com/tseemann/snippy). The macro differences were visualized by mapping

the reads from the clones onto the sequence of the wild-type strain using in combination BWA version

0.7.17-r1188 (26), SAMtools version 1.9 (27), and shinyCircos (28).

The statistical analyses were made in triplicate (n = 3). Statistical analysis was done using
Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). A P value was considered to be statistically significant when P <

0.05 (Student t test).

3.3.3.6 Cytotoxicity assays

The cytotoxicity assay was performed as described by (29) with some modifications. Vero
cells (ATCC°CCL-81™) were plated into 96-well cell culture plates (10* cells/well) in Dulbecco's Modified
Eagle's medium (Wisent Bioproducts, Canada) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (Wisent Bioproducts, Canada) and incubated at 37°C with 5% CO,. Before infection, the cells
were washed with Hanks’ Balanced Salt solution 1X (Wisent Bioproducts, Canada) and bacteria were
added to confluent monolayers at a multiplicity of infection (MOI) of 100 for 2, 4, 9 and 16 h. The total
amount of LDH released into the medium was determined by CytoTox96 kit (Promega, USA) according
to the manufacturer’s instructions and measured using a Tecan plate reader (Tecan Group Ltd, Suisse)
at 490 nm. The percentage of cytotoxicity was calculated using the following formula:

Percent cytotoxicity = 100 x Experimental LDH Release (0D490)/ Maximum LDH Release
(OD490).

3.3.3.7 Prophage re-introduction

E. coli 0157:H7 EDL933 was cultived in TSB supplemented with 50ng/mL mitomicin C and

incubated at 37°C for 18 hours. Bacterial culture was centrifuged (5000 x g for 10 min at 4°C) and the
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supernatant was filtered through syringe filters (0.45 um pore size). Infection of bacteria with phages
from the filtered supernatant was carried out as described by Z. Lu and F. Breidt (30). A quantity of 200
pl of TSB and 5 pl of K-12 MG1655 or of bacteria adapted to a lethal dose of irradiation (Clonel: C1
Clone2: C2 Clone3: C3) at the exponential phase of growth (ODeoo = 1) and 45 pl of filtered supernatant
were added and incubated in a 96-well microplate at 37°C for 20 h without shaking. To select lysogenic
bacteria 100 pl of cell culture from each well were centrifuged as described previously and 10 ul of
each supernatant was used in spot-tests onto a lawn of E. coli K-12 MG1655 and by PCR for detection

of stx1A/B, stx1A/B and lexA sequences using specific primers (Table 11).

3.3.3.8 Spot test

A5 mlvolume of targeted bacteria at ODgpo=0.15-0.2 was applied to TSA plates containing
0.5% agar for 30 sec and then discarded. A quantity of 10 ul of tested samples was spotted on the
completely dried agar as a bacterial overlay. The plates were left to dry and were inspected for lysis

zones after an O/N incubation at 37°C.

3.3.3.9 Detection of Shiga toxins.

Shiga toxins were detected in supernatants of E.coli 0157:H7 Wt, C1, C2, K-12 MG1655
and bacteria carrying reintegrated prophages (C1-®, C2-® and K-12-®) using ELISA. The test was
performed as described by Baraketi et al. (2018). Briefly strains were incubated in TSB at 37°C. After
O/N incubation bacterial cultures were diluted 1/10 in TSB supplemented with mitomycin C (50ng/mL)
and incubated at 37°C for 20 hours. The supernatants were filtered as described above. The ELISA was
performed in 24-well microplates using 1 mL of each supernatant, Rabbit IgG (Sigma Aldrich, Ontario,
Canada), Anti-Shiga Toxin 2 as detection antibody and polyclonal anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific,
Burlington, Ontario, Canada) as secondary antibody coupled to Horseradish peroxidase (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc.,West Grove, PA, USA). Absorbance was read using a Biotek

microplate reader at 450 nm and Gen 5 2.07 software.

3.3.4 Results

Genomic modification of E. coli 0157:H7 following adaptation to a normally lethal dose
of irradiation. To determine E. coli 0157:H7 potential paths of resistance to radiation exposure that is
normally lethal to E. coli, we have adapted EDL933 strain to 1.5 kGy after several passages (Figure 35A
Bacteria were able to survive and grow 14 days after the first passage at lethal dose of irradiation and
the bacterial growth increased with the number of passages (Figure 35B). The viability of 10 clones was

tested after the 6™ passage of irradiation (1.5 kGy). All of them were able to survive directly after this
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“lethal stress” (Figure 35C). Since the viability of E. coli 0157:H7 C1, C2 and C3 were the highest (2.8,

3.71 and 2.4 log CFU/mL respectively). The genomes of these clones were sequenced.
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Figure 35. E. coli 0157:H7 adaptation to lethal dose of irradiation. A: Procedure for adapting
bacteria to a lethal dose (1.5 KGy). B: Bacterial growth following irradiation after each passage
C: Viability of ten adapted clones after the 6™ passage following irradiation. Differences between
the log1oCFU counts of (Irr /Ctl) for each strain vs Wt were analyzed using Student's t test.

Bioinformatics analyses indicated that deletions of the two prophages , CP-933V and BP-
933W (encoding the Stx1 and Stx2 toxins) and of tow genes (lexA, and dinl) and mutations in three
genes, rpoA, wrbA and moly, which encodes a hypothetical protein, in E. coli 0157:H7 C1, C2, and C3
irradiation adapted clones (Figure 2). PCR amplification and sequencing of rpoA, wrbA and moly from
clones after each 1.5 kGy dose of irradiation showed that these mutations appeared after the

second/third passage (Table 12).
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Figure 36. Circular genome map of E. coli 0157:H7/EDL933 adapted to a lethal dose of irradiation
(C1, C2 and C3) compared with Wt. From the outside, the circles represent the genes encoded on
the forward strand, those encoded on the reverse strand, the coverage of the wild-type and that for
the clones 1, 2 and 3. Common mutated genes between C1, C2 and C3 were indicated by red lines.

Prophage positions are designated by orange boxes.

Table 12. Mutations identified in E. coli 0157:H7 C1, C2 and C3 irradiation adapted clones

Gene Mutations Passage
Wt_00837 (wrbA) p.G25A ; p. Val9lle P2
Wt_02639 (molY) p. C3109T; p.Argl037Cys P3/P4
Wt_03821 (rpoA) p. G835T ; p.Gly279Cys P1/P2
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Correlation between irradiation adaptation and presence of stxs. E.coli 0157:H7 strain
Sakai (isolated from a human clinical case) and four isolates of E.coli 0157:H7 from animals or humans
were tested to determine the correlation between adaptation to a lethal dose of irradiation and stx
genes. Isolates 2 and 3 are stx-free and able to survive directly after irradiation treatment at 1.5 kGy.

Other bacteria lost their stx genes after the second passage of irradiation (Table 13).

Table 13. Correlation between passage at a lethal dose of irradiation and Stx carrying of E. coli
0157:H7strains

Isolates or strains Presence of stx Growth after Presence of stx After
before irradiation irradiation irradiation
(days) (After passage 2)
Isolate 1 (Bovine) stx1 and stx2 8 None
Isolate 2 (human case) | None 1 None
Isolate 3 (Bovine) None 1 None
Isolate 5 (Pork) stx1 and stx2 21 None
Sakai (human case) stx1 and stx2 18 None

Re-integration of prophage and cytotoxicity. To confirm the hypothesis about acquiring
resistance to lethal dose of irradiation due to prophage excision, the supernatant of irradiated E.coli
0157:H7 Wt was incubated with each clone for 18h at 37°C to obtain lysogens with reintegrated
prophages. However, C3 was unable to integrate prophage and /exA. Lysogenic clones of C1 and C2
were selected and genes stx1 A/B, stx2 A/B and lexA were detected by PCR. It was shown that stx2A,;
stx2B and /lexA have been integrated. Moreover stx2A and stx2B integrated into a different site on the

chromosome than in the E.coli 0157:H7 Wt.

The production of Stx toxins (1 and 2) was evaluated by ELISA. As expected, C1 and C2 are
Stx-free. In contrast, these clones recovered Stx production after prophage reintegration (C1-® and
C2-O)(Figure 37A). The cytotoxicity effect of clones (C1, C2), complemented clones (C1-® and C2-O)
vs E. coli 0157:H7 Wt was established (Figure 37B). According to previous research, STEC was able to
lyse Vero cells (29). To evaluate this phenotype with the clones, we infected cells with cultures from

each strain as described in materials and methods. The lactate dehydrogenase (LDH) released from
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damaged cells was measured, as described in the CytoTox96 kit (Promega, USA), the amount of LDH
released is proportional to the number of lysed Vero cells. Strains producing Stx toxins gave higher
cytotoxicity effect after 12-hours of infection, around 30% of cytotoxicity with clones that regained the
expression of Stx toxins. However, the cytotoxicity was completely absent when we infected with
clones C1, C2. Interestingly, K-12-® is able to produce Stx and has become cytotoxic. These results
confirm that the presence of these toxins could damage the cells and induce cell lysis and release of

lactate dehydrogenase(32).
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Figure 37. Cytotoxicity of E. coli 0157:H7 clones carrying or not BP-933W prophages. A: Shiga
Toxin detection by ELISA test. B: Cytotoxicity effect on VERO cells using LDH Release detection
test. Ctl: control non-irradiated; Irr: irradiated.

Resistance to a lethal dose of irradiation. A dose of 1.5 kGy of irradiation was found to
be lethal for E. coli 0157:H7 (18). At the same time clones C1, C2 and C3 adapted over time and through
repaeated passages and exposure to this irradiation dose were able to become more resistant and
grow under this stress (Figures. 35C and 39A). Also, K-12 MG1655 is resistant to this dose (Figures, 38
and 39C). Compared to E. coli 0157:H7 Wt which showed no growth at telhal dose of irradiation, the
C1 clone survived with viable counts decreasing to 2.86 logio CFU/mL and was able to grow after
adaptive period of 8h. In contrast, prophage reintroduction influenced viability and growth of C1
(Figures. 38 and 39B). Immediately following irradiation treatment, C1-® only demonstrated survival
of 0.5 logio CFU/mL on TSA plate (figure 38). In the other hand, prophage introduction influence
irradiation resistance of K-12. However, viable counts of K-12-® decrease to 0.98 logio CFU/mL under
1.5kGy. The growth of this starin was affected 10h after Irradiation comparatively with k-12 Wt (figures
38 and 39C).
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Figure 38. Viability of E. coli 0157:H7 clones carrying or not BP-933W prophages following a
lethal dose of y-irradiation. Ctl: control non-irradiated; Irr: irradiated. Differences between the
log10CFU counts of (Irr /Ctl) for each strain vs Wt were analyzed using Student's t test.
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Figure 39. Growth of E. coli 0157:H7 adapted to a lethal dose of irradiation. Growth of C1 (A),
C1-O (B) or K-12-® (C). Ctl: control non-irradiated; Irr: irradiated.

Acid resistance. It is known that E. coli 0157: H7 is virulent also due to its resistance to
acid in the gastrointestinal tract (33). To verify if clones that lost PV-933V and BP-933W prophages
during irradiation adaption, become more sensitive to acid pH, we studied bacterial viability in TSB
medium at pH=2. E. coli 0157: H7 C1 did not survive after 2h in this acid pH environment, although E.
coli 0157: H7 Wt was resistant to acid (pH=2). However, prophage re-introduction increased viability
significantly (P<0.005) up to 4h for C1-O® (Figure 40). Although, the viability of C1 after re-introduction
of prophages was less than for the Wt. BP-933W introduction decrease slightly K-12 acid resistance.
These results suggest that BP-933W may contribute to increased acid resistance in E. coli 0157:H7
EDL933 and K-12 MG1566 strains.
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Figure 40. Viability of E. coli 0157:H7 clones carrying or not BP-933W prophages under acid stress

(pH2). The log:0CFU counts for each strain vs Wt at pH 2.0 were analyzed every hour using
Kruskal-Wallis rank sum test.

Paraquat resistance. As with irradiation stress, oxidative stress produces reactive oxygen
species (ROS) which can cause DNA damage and activate a bacterial stress response (34). To determine
if prophages are involved in the ROS response, we tested paraquat resistance of E. coli 0157:H7, the
clones that were adapted to irradiation and clones wherein prophages were re-introduction. As shown
in Figure 41, Wt strain EDL933 is sensitive to paraquat and its viability reduced by 0.3-1.4 log10 CFU/mL.
In contrast, E. coli 0157:H7 C1 and C2 are completely resistant to paraquat stress, indicating
correlation between oxidative and irradiation stress resistance. By contrast, re-introduction of
prophages in these radiation adapted clones (strains C1-O® and C2-®) rendered them significantly
sensitive to paraquat (P<0.05 with 0.2uM and P<0.005 with 0.3 and 0.5uM) compared to the adapted
clones C1 and C2. Viability of these bacteria reduced by 1.4-1.8 logio CFU/mL and by 1.4-1.8 logio

CFU/mL respectively under paraquat stress.
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Figure 41. Viability of E. coli 0157:H7 clones carrying or not BP-933W prophages under oxidative
stress (paraquat). Differences between the log10CFU counts for each strain vs Wt at different
concentrations of paraquat were analyzed using Kruskal-Wallis rank sum test.

3.3.5 Discussion

One of the key virulence traits of EHEC O157: H7 EDL933 is the production of Shiga toxins
(Stx1 and Stx2) encoded respectively by CP-933V and BP-933W temperate bacteriophages that are
integrated into the genome (6, 8, 35). In this work, we investigated the potential for adaptation to a
lethal dose of irradiation by repeatedly exposing bacterial cells to irradiation following a growth
restoration over six passages and radiation expsures. The radioresistant clones were also shown to
gain resistance to paraquat-generated oxidative stress and were more sensitive to acidity compared
to Wt parent strain EDL933. Adaptation to a lethal dose of irradiation caused deletion of both BP-933W
and CP-933V prophages (including loss of the stx1 and stx2 toxin encoding genes). This result is
coherent with reports descrbing the loss of the CP-933V and BP-933W E. coli 0157:H7 prophages from
the genome following antibiotic stress from exposure to ciprofloxacin, fosfomycin, or mitomycin C,
although this stress also promoted bacterial cell lysis (36).

Several studies have shown that phage integration or excision can inactivate or alter gene
function through physical disruption of the genes or their promoter regions. As such, insertion and
excision of prophages from bacterial genomes can alter bacterial physiology (37). CP-933V is integrated
near the mirA (yehV) chromosomal locus and contributes to reduced expression of curli fimbriae and

biofilm formation (38, 41).
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BP-933W is integrated at the wrbA and disturbs response to environmental stress (39, 40,
45). Deletion of these prophages may allow restoration of MIrA and WrbA and potentially restore their
native function and regulation in E. coli strain PA20 (41).

However, CP-933V and BP-933W excision only occurred after the second irradiation
passage. Under DNA-damage stress, RecA cleaves the Cl repressor promoting phage induction which
can lead to phage release, due to bacterial cell lysis (14). Some bacteria may excise the prophages as
an episome that may potentially reintegrate into the bacterial genome. For certain phages, the
episome can be lost without killing the bacteria (37). This is the case with phages CP-933V and BP-
933W which are unable to reintroduce into clones (C1 and C2) after 2 passages at 1.5kGy. In our current
study, it is likely that the increase in resistance of the adapted clones to irradiation (1.5kGy) and
oxidative stress was due to prophage excision. In addition, the deletion of lexA which constitutively
activates the SOS response also occurred when phage genomes were lost.

Interestingly, in the process of adaptation of E. coli K-12 to a lethal dose of irradiation
among other genomimc alterations the E. coli K-12 prophage e14 was deleted from the genome (42,
43). As with CP-933V and BP-933W, el14 is a lambdoid prophage that is inducible by mitomycin C
treatment. The insertion site in the bacterial genome is the isocitrate dehydrogenase (icd) gene that is
involved in oxidative stress resistance (44) (36) (43). These data correspond to our results and indicate
that increased resistance to irradiation in E. coli is linked to a loss of prophage elements from the
genome.

In addition, it is known that e14 prophage is excised in the response to SOS induction
(46). Harris et al. (42) have concluded that this happens because of the mutations in the recA gene. In
this work, E. coli 0157:H7 adapted to a lethal dose of irradiation, lost the lexA gene. The possible
explanation of this is promotion of the SOS response activation via lexA deletion or due to recA

mutations after irradiation dose in E.coli

It is possible that E. coli 0157:H7 radiosensitization may inpart be due to prophage
induction which could result in bacterial cell death and lysis. To test this hypothesis CP-933V and BP-
933W prophages were re-intorduced into E. coli 0157:H7 C1 and C2 using the method of A. Hull et al.
(47). Only BP-933W could be re-introduced into the bacterial genome (C1 and C2) but it did not
integrate into the wrbA site.

Interestingly, lexA was also acquired along with the BP-933W bacterial genome. However,
in Deinococcus radiodurans (D. radiodurans), a non-pathogenic bacterium which is extraordinarily
resistant to irradiation, LexA is not involved in SOS response regulation following irradiation (48). As
with D. radiodurans, E. coli 0157:H7 C1, C2 and C3 adapted clones, wherein lexA genes are deleted,

are radioresistant (compared to E. coli 0157:H7 Wt).
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We were unable to explain why /exA is reintroduced as BP-933W prophage and if lexA is
a part of BP-933W genes, concerning that some phages do not encode their own SOS-sensitive
repressor, but use host LexA to switch from the lysogenic to the lytic state(49).

It is interesting to note that, as observed in C1, C2 and C3, 2 passages at lethal dose of
irradiation cause the loss of lexA and stx (1 and 2) in other EHEC strains including isolate 1, isolate 4
and Sakai strain (table 13). However, de Vargas and Landy (50) have shown that simultaneous excision
of the lambdoid prophages inhibits reintegration of phages by disruption of the phage attachment site
(attP). In this study, bacterial attB site in the wrbA gene (39) is mutated (G25 >A) suggesting that
mutation of the bacterial attachment site may induce prophage excision and inhibit further integration
at the same site. As wrbA was mutated following irradiation and passaging, this may explain why BP-
933W did not reintegrate at the wrbA attachment site.

It has been reported that stx2-containing phages can insert at other sites in 0157:H7
strains, and sites can include wrbA, argW, yecE or at mirA (yehV) (the insertion site of CP-933V) (6, 51-
53). Reid et al. (54) have demonstrated that in ancestral E. coli 055:H7, stx2 was integrated before stx1
to form O157:H7. For this reason, it’s possible that BP-933W potentially integrated into mirA explaining
why CP-933V can no longer integrate into the bacterial genome.

Interestingly, in C1, C2 and C3, Glycine at 279 and Arginine at 1037 of respectively rpoA
and moly are substituted by cysteine. Clones adapted to a lethal dose of irradiation were more
sensitive to acid. X. Shiand G. N. Bennett (55) have shown that RpoA has a critical role in acid resistance
2 (AR2) systems which promote the most effective resistance at pH 2.0 via GadA and GadB proteins.
Also, rpoA mutants are acid sensitive (56). To maintain pH homeostasis, GadA and GadB promote
decarboxylation via replacement of the a-carboxyl group by a proton (H*) transported from the
extracellular environment to the cytoplasm, which increases the intracellular pH (57). This result
suggests that alterations in rpoA, which may potentially be beneficial during radiation stress, may
reduce acid resistance due to this cysteine substitution, if this change affects its role in GadA and GadB

expression to resist pH acid.

Notably, the clones which have besome adapted to radiation treatment have lost the
shiga toxin encoding genes and are now no longer cytotoxin for Vero epithelial cells. The cytotoxicity,
however, is once again restored following reintroduction of BP-933W and expression of the Stx2 toxin.
Although clones C1 is non-cytotoxic, he is become resistant to a lethal dose of irradiation. By contrast,
clone C1-O that regained BP-933W and stx2 significantly lost radioresistance concomitant with a
regain in the capacity to kill target host epithelial cells, Taken together, this indicates that while
harbouring the stx2 encoding prophage, can contribute to EHEC virulence, its carriage is detrimental

for surviving radiation stress.
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3.3.6 Conclusion

In this work, E. coli 0157:H7 adaptation to a lethal dose of irradiation promoted
modifications in the bacterial genome including deletion of CP-933V and BP-933W prophages encoding
Stx toxins. Further, loss of these prophages resulted in loss of cytotoxicity to epithelial cells and
significantly decreased resistance of EHEC 0157:H7 to acidity (pH 2.0) while increasing resistance to
lethal irradiation and oxidative stress. This specific adaptation to irradiation might be seen as an
example of a biological trade-off where the bacterium cannot maintain virulence and resistance at the
same time. As the re-integration of prophage BP-933W to radiation adapted clones resulted in both a
regain in cytotoxicity and acid resistance, but a marked increase in radiosensitivity, this further
supports the notion that the potential adaptation of EHEC to high doses of radiation would involve

elimination of the Stx encoding phages and likely lead to a substantial attenuation of virulence.
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4 SYNTHESE GENERALE ET PERSPECTIVES

Le projet de cette thése portait sur la réponse a l'irradiation-y d’E. coli 0157:H7, un agent
pathogéne responsable de plusieurs toxi-infections d’origine alimentaire. L’irradiation-y est utilisée
pour éliminer les bactéries potentiellement pathogéenes telles qu’E. coli 0157:H7 et pour prolonger la
durée de conservation des produits alimentaires (Forney et coll., 2009). Le premier objectif de ce
travail était de déterminer la réponse d’E. coli 0157:H7 a une dose de sensibilisation (0,4 kGy), qui doit
endommager la cellule bactérienne sans la tuer (Caillet et coll., 2005). Nous avons évalué I'effet de
I'irradiation gamma a la dose 0,4 kGy sur le transcriptome de la souche EDL933 d’E. coli 0157:H7 a 10
min et 60 min aprés traitement en utilisant la technologie RNA-seq, par séquencage lllumina HiSeq. Vu
gue nous avons observé une importante augmentation de la transcription de génes considérés
‘intéressants’ a 60 min post-irradiation (t60), nous avons décidé de caractériser les protéines par la
technique iTRAQ a t60 également, pour déterminer les potentielles cohérences entre le transcriptome

et le protéome.

Ainsi, 65% des genes d’E. coli 0157 :H7/EDL933 étaient différemment transcrits a t10,
dont 1320 régulés positivement et 990 régulés négativement. D’autre part, a t60, 1014 genes des 33%
génes différemment transcrits étaient surexprimés et 238 genes étaient sous-exprimés. Quant aux
protéines, 6% d’entre elles étaient régulées positivement et 6% négativement. Ces genes et protéines
transcrits sont liés a diverses catégories et voies métaboliques telles que la biosynthese des
métabolites secondaires, le métabolisme de la purine, du soufre, de I'histidine et les acides gras, de
méme que la biosynthése des antibiotiques et du lipopolysaccharide, aussi, la résistance aux béta-
lactamines et a la vancomycine. Les genes impliqués dans la virulence étaient aussi différemment
exprimés. Rappelons que les nombreux genes différemment exprimés a t10, incluaient ceux impliqués
dans le métabolisme de Ihistidine et du sulfure. Ainsi, E. coli 0157:H7 régule négativement la majorité
des génes du métabolisme d’histidine, un acide aminé générant des radicaux hydroxyles. Cette sous-
expression a probablement perturbé le métabolisme de I'histidine dans le but de minimiser les
dommages oxydatifs sur les cellules bactériennes, comme indiqué par Nagao et coll. (2018). De plus,
en réponse au stress ionisant, la bactérie régule positivement les génes du métabolisme du sulfure,
probablement pour augmenter la réponse au ROS. D’apres cette hypothése, elle accumulerait la L-
cystéine, qui est une source de soufre, a l'intérieur de la cellule pour réduire le fer impliqué dans la
production des radicaux hydroxyles (Mironov et coll., 2017; Park et coll., 2005; Shatalin et coll., 2011).
Ceci est compatible avec I'étude de Mironov et coll. (2017) dans laquelle ils avaient démontré que la
protection contre le stress oxydatif se fait via la dégradation de L-cystéine en HS qui séquestre le fer
libre nécessaire a la réaction génotoxique de Fenton. Le changement du profil génétique de ces deux

métabolismes se fait 10 min aprés l'irradiation avec une dose de 0,4 kGy. Cela suggére que, comme
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une réponse précoce au stress lié a l'irradiation gamma, E. coli 0157:H7 cherche a inhiber la production

des radicaux libres pour minimiser les dommages liés au stress oxydatif.

En outre, a t10 le gene ibpA impliqué dans la résistance au stress oxydatif (Matuszewska
et coll., 2008) ainsi que les genes associés a ce stress et évalués dans cette étude (rpoS, soxR, katE et
sodC) étaient régulés positivement. D’un autre coté, la forte augmentation de la transcription du géne
sulA, le principal répresseur de la division cellulaire, était accompagné par la surexpression des genes
impliqués dans la réponse SOS tels recA, recN, umuD et uvrB. Or, l'induction de la réponse SOS favorise
la régulation négative de la division cellulaire qui nécessite beaucoup d’énergie afin d’en fournir a la
cellule pour réparer I'ADN endommagé (Bhat et coll., 2015; Friedberg et coll., 2006; Kocharunchitt et
al. 2014).

La réponse au stress lié a l'irradiation induit les génes de réponses a certains autres stress
comme le choc thermique (dnaKk, groEL, hsp31 et htpG) et froid (cspD), le stress acide (gadA et gadB)
en plus des génes du stress oxydatif (rpoS, soxR, katE et sodC). Bien que DnaK, GroEL, Hsp31 et HtpG
soient connues comme intervenant dans la réponse a plusieurs stress autres que le choc thermique
(Santoro, 2000), un role dans la résistance a l'irradiation pourrait donc étre attribué aux autres génes.
Ces informations peuvent expliquer le pouvoir des microorganismes résistants a un type de stress a en
développer d’autres (Wesche et coll., 2009). De plus, les génes de virulence, stx2A, stx2B, eivA, eivG et
24187 ont été activés a t60 apres le traitement a l'irradiation. Stx1 et Stx2, codés respectivement par
les bactériophages CP-933V et BP-933W, forment le principal facteur de virulence chez E. coli 0157:H7
(Smith et coll., 2014). Les sous-types Stx2 (stx2A et Stx2B) sont plus toxiques que Stx1 (stx1A et Stx1B)
(Scheutz, 2014; Strockbine NA, et coll., 1986). De plus, la virulence d’E. coli 0157:H7 nécessite le
systeme de sécrétion de type Il (T3SS pour “ type lll secretion system”) qui est essentiel pour la
colonisation intestinale (Aili et coll., 2008; Sharma et coll., 2012). Les genes eivA, eivG et z4187 en font
partie. Les protéines du systeme T3SS, qui sont codées par les opérons LEE, couvrent les membranes
internes et externes des cellules bactériennes afin d’exporter les protéines effectrices directement
dans les cellules hétes (Garmendia et coll., 2005). Des études viennent confirmer nos résultats en
démontrant que des stress comme les stress oxydatifs et la haute pression augmentent I'expression
des facteurs de virulence incluent stx2A et stx2B et des genes codant pour les protéines du T3SS y

compris eviA (Allen et Griffiths, 2015; Zhao et coll., 2016).

Fait intéressant, une cohérence entre I'expression de dix genes et celles de leurs protéines
traduites a été observée 60 min post-irradiation. Quatre étaient surexprimés, mutM, dnaC et dinG
impliqués dans le mécanisme de réparation des dommages d’ADN et cysN qui intervient dans le

métabolisme du soufre et qui est probablement induit en réponse aux ROS, comme indiqué
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précédemment. Les genes et leurs produits en protéines sous-exprimés étaient alda, ygfP et glpK
impliqués respectivement dans les métabolismes microbiens, purine et glycérolipidiques; murQ
intervenant dans le métabolisme des sucres; livD associé a la biosynthese d'acides aminés et tnaA qui

participe a I'inhibition de la croissance de E. coli (Gutiérrez-Huante et coll., 2018).

Suite aux résultats de cette partie, nous avons pu conclure que chez E. coli 0157:H7,
I'irradiation a la dose de sensibilisation réprime la division cellulaire, active la réponse SQOS, inhibe Ia
production des ROS, induit les facteurs de virulence et met en place les mécanismes de réponse a
d’autres stress. Wagner et al., ont démontré que les Stxs des E. coli 0157:H7 peuvent étre libérées a
I’extérieur de la cellule bactérienne sans la formation des phages. lls avaient suggéré que peut-étre les
génes du systeme de sécrétion du type Il portés par le plasmide ou bien la destruction des bactéries
par le systeme immunitaire humain peuvent favoriser le relachement des Stxs. Il pourrait donc étre
intéressant d’évaluer I'effet de I'irradiation d’E. coli 0157:H7 a la dose de sensibilisation sur le taux des

protéines Stxs intracellulaire et extracellulaire et déterminer son impact sur les cellules VERO.

Parmi les observations qui nous ont surprises, I'induction de la voie de résistance aux
antibiotiques de type B-lactamine par l'irradiation a la dose de sensibilisation, ce qui suggére que cette
voie puisse intervenir dans la résistance a ce stress. Les antibiotiques de type B-lactamine sont les plus
efficaces et les plus utilisés soit pour traiter, contréler, prévenir les maladies cliniques ou pour stimuler
la croissance des animaux. En outre, des mutants d'E. coli 0157:H7/EDL933 se sont montrés résistants
a I'ampicilline et au chloramphénicol avec une augmentation de motilité et de virulence (Téth et coll.,
2003; Carone et coll., 2014). Or, la conservation, par irradiation, des viandes provenant d’animaux
ayant recus des antibiotiques de type B-lactamine pourrait étre moins efficace si ces animaux sont
colonisés par des mutants spontanés d'E. coli 0157:H7. En effet, ces mutants ont activé la machinerie

pour résister aux B-lactamines, qui pourraient favoriser la résistance a l'irradiation.

Bien qu'il existe une multitude de preuves d'une relation entre les différents mécanismes
de résistance aux stress, peu d'études ont été consacrées a I'évaluation de l'effet de la résistance
bactérienne a un stress donné sur la radiorésistance. Pour cet effet, nous avons élaboré un deuxieme
objectif qui était d’évaluer I'effet de la résistance aux B-lactamines sur la résistance a l'irradiation. Les
résultats de cette étude ont fait I'objet d’une publication présentée a la section 3.2. Nous avons
démontré que les bactéries adaptées a 25 pg/mL carbenicilline (Carb25) surexpriment ampC et ampG
vs le WT et que cette surexpression est encore plus forte apres le traitement a I'irradiation. De plus, la
surexpression d’'ampC et ampG respectivement au niveau des mutants AampC et AampG, qui étaient
alors sensibles a la dose 0,4kGy, a favorisé la résistance totale a 0,4 kGy et méme une réduction de la

sensibilité a une dose normalement létale (1,5 kGy). Cette étude confirme l'intervention des génes
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ampC et ampG dans la résistance a l'irradiation gamma, via probablement la régulation du recyclage

des peptidoglycanes.

Le renouvellement et le recyclage des peptidoglycanes font partie des processus les plus
importants du cycle de vie des bactéries. Ces mécanismes sont impliqués dans le contrdle de la
virulence et de la résistance aux stress (Folkesson et coll., 2005; Boudreau et coll., 2012). Une étude
réalisée dans notre laboratoire (Caillet et coll., 2005) avait démontré que le traitement a l'irradiation
affecte le recyclage des peptidoglycanes via la perturbation de la distribution des muropeptides chez
E. coli. En effet, le recyclage des peptidoglycanes implique principalement AmpC, AmpG, AmpD et
AmpR. En plus de la résistance a l'irradiation, E. coli 0157:H7/Carb25 était résistante au stress oxydatif,
aux chocs thermique et froid. Le séquencage du génome complet d'E. coli 0157:H7/Carb25 pourrait
nous indiquer toutes les modifications provoquées par I'adaptation a la carbenicilline et qui favorisent,
en conséquence, la résistance a l'irradiation et aux autres stress évalués dans cette étude. Ces résultats
peuvent étre intéressants pour l'industrie alimentaire, en particulier si I'irradiation est utilisée pour
conserver la viande d’animaux traités par des B-lactamines, ce qui pourrait affecter I'efficacité du
traitement. Néanmoins, I’efficacité des autres traitements comme la chaleur ou le froid peut aussi étre
affectée. Comme la kanamycine n'a montré aucun effet sur la radiorésistance, il sera important
d'étudier les effets des différentes classes d'antibiotiques actuellement utilisées en production
animale afin de vérifier leurs effets sur la radiorésistance d’E. coli 0157: H7 ou sur ses résistances aux

autres stress.

L’étude réalisée dans le cadre du premier objectif a démontré que l'irradiation a la dose
de sensibilisation (0,4 KGy) induit les facteurs de virulence. Cela nous a encouragés a évaluer |'effet de
I’adaptation d’E. coli 0157:H7 a la dose |étale d’irradiation et son potentiel impact sur la pathogénicité
de notre bactérie. Ainsi, un troisieme objectif a été ciblé, soit I'évaluation I'effet de I'adaptation a la
dose létale d’irradiation sur le génome d’E. coli 0157:H7. Bien que six passages a la dose létale
d'irradiation aient favorisé une croissance bactérienne proche a celle du WT, deux passages étaient
suffisants pour qu’E. coli 0157:H7 perde les deux bactériophages CP-933V et BP-933W et que trois de
ses genes (rpoA, moly et wrbA) soient mutés. En accord avec nos résultats, certains antibiotiques
comme la ciprofloxacine, la fosfomycine et la mitomycine C favorisent I'excision de CP-933V et BP-
933W d’E. coli 0157:H7/EDL933 (Shaikh et Tarr, 2003; Hull et coll., 1993). Or, contrairement a |’excision
médiée par ces antibiotiques qui lyse la cellule, certaines bactéries de la population d’E. coli
0157:H7/EDL933 semblaient résister a la dose létale d’irradiation via une dégradation des prophages
a lI'intérieur de la cellule. Ainsi, sous un stress, RecA clive le répresseur Cl et en conséquence induit la
synthése des phages qui généralement lysent les cellules bactériennes (Ptashne 1992). Cependant,

certaines bactéries peuvent exciser les prophages en tant qu'épisome qui peut étre réintégré dans le
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géne cible lorsque I'inactivation de ce dernier est bénéfique pour I'hote. Dans certaines circonstances,
I'épisome sera perdu sans tuer les bactéries (Feiner et coll., 2015). C'est le cas des CP-933V et BP-933W,
qui étaient incapables de réintégrer le génome de I'hGte et étaient dégradés a I'intérieur de la bactérie.
D'autre part, la dose létale d’irradiation a favorisé la délétion du gene lexA, le répresseur de la réponse
SOS. Néanmaoins, si la réponse SOS est constitutivement active, elle induit constitutivement les phages
ce qui tuerait les bactéries. Or, dans notre cas, les deux prophages codant pour les principaux facteurs
de virulence (Stxs) sont déletés, ce qui explique la survie des bactéries adaptées malgré la délétion de
lexA. De plus, lexA n’est pas impliqué dans la réponse SOS chez D. radiodurans, qui est non pathogene
et extrémement résistante a l'irradiation, ce qui suggere une corrélation possible entre LexA, la
virulence et la radiorésistance (Narumi et coll., 2001). Par contre, nous n’avons pas pu expliquer
pourquoi lexA s’est réintégré dans le génome bactérien comme le prophage BP-933W ou s’il en fait
partie ni trouver une réponse claire quant a I'utilisation du LexA “bactérienne” pour passer du cycle

lysogene au cycle lytique (Fornelos et coll., 2016).

Plusieurs études ont démontré que I'intégration des phages dans des genes critiques peut
perturber la structure génétique de I’'hGte et également réguler la physiologie de I’'h6te via I'excision
ou l'intégration du prophage (Feiner et coll., 2015). Nous avons démontré que la mutation de wrbA
(G25> A) a touché le site spécifique d’'intégration (attB) de BP-933W ce qui pourrait expliquer |’excision
de ce prophage et I'inhibition de sa réintégration dans wrbA, probablement, pour activer I'expression
de ce géne impliqué dans la résistance aux stress oxydatifs (Grandori et Carey, 1994). Toutefois,
lorsque le locus principal n'est pas disponible, les phages contenant stx2 peuvent modifier leur site
d'insertion dans les souches 0157:H7 en d’autres site tel yehV, le site d'insertion du CP-933V (Perna et
coll., 2001a; Serra-Moreno et coll., 2007). Il est donc possible que BP-933W se soit intégré au niveau
yehV, ce qui explique pourquoi le CP-933V n’a pas pu intégrer le génome bactérien. Toutefois, le
séquencage du génome complet pourra déterminer le site d’insertion de ce prophage qui pourrait

intervenir dans la sensibilité a I'irradiation observée au niveau des clones qui I'ont réintégré.

Au niveau des bactéries adaptées a la dose |étale d’irradiation, les genes rpoA et moly ont
été mutés par la substitution, respectivement, de la glycine 279 et I'arginine 1037 par une cystéine.
Ces bactéries sont sensibles au pH acide (pH=2) ce qui est en accord avec I’étude de Price et coll. (2004)
dans laquelle ils ont démontré que les mutants rpoA sont sensibles au pH acide. RpoA a un réle
essentiel dans le systeme AR2, via I'induction de I'expression des protéines GadA et GadB. Pour
maintenir I'homéostasie du pH, GadA et GadB favorisent la décarboxylation par remplacement du
groupement a-carboxyle par un proton (H*) transporté de I'environnement extracellulaire vers le
cytoplasme ce qui augmente le pH intracellulaire (Foster, 2004). D’un autre c6té, Guo et coll. (2012)

ont démontré que rpoA est fortement impliqué dans la résistance au stress oxydative. L'ensemble de
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ces résultats suggerent que la mutation du gene rpoA pourrait étre la cause de la sensibilité au pH=2.
Aussi cette mutation augmenterait I'activité de la protéine RpoA et en conséquence favoriserait la
radiorésistance des clones adaptés a la dose létale d’irradiation. Le méme effet pourrait étre attribué

au gene moly muté, codant pour une protéine hypothétique dont le réle est encore inconnu.

Fait intéressant, des études avaient démontré que |'adaptation d’E. coli K-12 a une dose
létale d’irradiation a provoqué des mutations au niveau de certains génes incluant recA et la perte du
prophage el14 et (Wang et al., 2010). Toutefois, ce prophage présente des caractéristiques similaires
aux prophages Stxs d’E coli 0157:H7 CP-933V et BP-933W. e14 un prophage de type lambda codant
pour des facteurs de virulence et inséré au niveau du génome bactérien dans un géne de réponse au
stress oxydatif (icd) (Harris et coll., 2009; Mehta et coll., 2004; Shaikh et Tarr., 2003; Wang et coll.,
2010; Dalziel et coll., 1980). Ces données concordant avec nos résultats appuient fortement notre
Hypothese quant a la radiorésistance d’E. coli 0157:H7 favorisée par la perte des prophages CP-933V
et BP-933W. Toutefois, I'induction de la réponse SOS, provoque I'excision du prophage e14 chez E. coli
K-12 (Greener et Hill, 1980). Harris et coll. (2010) ont conclu que des mutations de recA, le gene clé de
la réponse SOS, sont impliquées dans la radiorésistance d’E. coli K-12 mais ils ne pouvaient pas
expliquer comment. Dans notre étude, E. coli 0157: H7 adapté a la dose |étale d’irradiation a perdu
lexA, le régulateur négatif de RecA. Peut-étre que chez E. coli, la dose létale d’irradiation, induit

I’expression constitutive de la réponse SOS via la délétion de /exA ou la mutation de recA.

L’excision de deux prophages a favorisé la perte de la cytotoxicité envers les cellules VERO.
Toutefois, les bactéries qui ont réintégré le prophage BP-933W ont récupéré leur cytotoxicité via la
récupération du gene stx2. Non seulement le pouvoir pathogéne a été récupéré suite a cette
réintégration, mais aussi la sensibilité a I'irradiation, au stress oxydatif et la résistance au pH acide,
malgré que ces bactéries aient conservé les mutations observées auparavant. Ces données peuvent
confirmer que le principal facteur qui tue E. coli 0157:H7 suite a une irradiation est I'induction des
phages, surtout le BP-933W codant pour stx2. Cela signifie que la radiosensibilisation d’E. coli 0157:H7

dépend de l'acquisition des prophages.

Conclusion

Dans ce travail, nous avons pu démontrer une différence entre la réponse a l'irradiation
a une dose de sensibilisation et I'adaptation a une dose |étale chez E. coli 0157:H7. Toutefois, dans les
deux cas, l'irradiation cible la virulence de la bactérie. Une dose létale d’irradiation, et probablement

d’autres types de stress, utilisé pour conserver un aliment contenant un mélange de populations
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bactériennes, peut fovoriser le transfert horizontal des génes stx2 d’E. coli 0157:H7 a une autre espéce
d’E. colinon pathogene suite au traitement par une température élevée combinée avec une irradiation

aux UV (Yue et coll., 2012)

En fait, si une population pathogene sensible a I'irradiation via I'induction des prophages,
meurt apres la lyse cellulaire, ses phages se transferent horizontalement a une population non
pathogene mais résistante a cette dose d’irradiation. Dans ce cas, la population qui était résistante
devient pathogéne. Ce qui constituerait un risque possible pour la santé publique et pour les industries
alimentaires (Figure 42). Un traitement a l'irradiation (ou un autre type de traitement) en deux cycles

pourrait aider a éviter ce probléeme potentiel.

De plus, nous avons démontré que la réponse aux antibiotiques de types B-lactamines via
AmpC et AmpG, favorise la résistance a l'irradiation, donc des traitements des animaux aux -
lactamines qui favoriseraient I’émergence de bactéries résistantes pourraient aussi causer I'apparition

d’un certain niveau de radiorésistance.

En conclusion, les connaissances acquises dans cette thése devraient permettre une
utilisation plus judicieuse de l'irradiation pour traiter les aliments potentiellement contaminés avec

I'important pathogéne 0157:H7.

Irradiation

O157:H7
% %\ sensible /

pathogéne

— [ stx :]
Chromosome
0157:H7

résistante /non —

pathogéne 1
v %L

- Transfert @r @
horizontal ‘
— Chromosome — e
t
O157:H7 o
SenSihle/’ Chromosome

pathogéne

Figure 34. Transfert horizontal de phages induits par I'irradiation. Le transfert
horizontal peut se faire d’'une population bactérienne sensible et pathogéne a une
population résistante et non pathogéene.
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