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Résumé

Le laboratoire de Prof. C. Dozois a identifié dans le génome d’une souche d’Escherichia coli
pathogene aviaire, la présence d’un plasmide codant divers facteurs de virulence et une région
unique, généralement absente de ce type de plasmide, codant une toxine de la famille des RTX
(Repeats in Toxin), parmi d’autres génes. Cette grande famille de toxines partage deux
caractéristiques communes, la présence de répétitions riches en glycine et aspartate et la sécrétion
via un systeme de sécrétion de type 1. Ces toxines ont une activité cytolytique en formant des pores
dans les membranes de cellules cibles. Elles peuvent également lyser des érythrocytes en
démontrant une activité hémolytique. La nouvelle toxine identifiée a été trouvée chez une souche
d’Escherichia coli pathogénes aviaires (APEC) et le laboratoire a également identifié la présence
de ce systeme chez certaines souches d’Escherichia coli uropathogénes (UPEC). Le systeéme a été
nommé toxine Prt (pour Pre-repeats in toxin). La souche clinique ne démontre aucune zone
hémolytique sur milieu de gélose au sang. Cependant, quand le systéme est cloné sur un plasmide
multicopie, on observe une zone d’hémolyse sur gélose sang. Il est donc probable que ce systeme
a subi une régulation négative en conditions de croissance en laboratoire. Le but du projet est
d’étudier la régulation et le role de la toxine Prt pour la virulence de souches EXPEC (Extra-

intestinal pathogenic Escherichia coli).

En utilisant un modéle d’infection urinaire chez la souris et un modéle d’infection respiratoire et
de septicémie chez la volaille, le but est de vérifier I'importance du systéme Prt pour la virulence
et la colonisation dans ces modeles d’infection. L expression des génes prt a aussi été comparée
entre la culture in vitro par rapport a I’expression in vivo dand les tissus des animaux infectés. De
plus, le niveau d’expression ou de production de la toxine a été déterminé parmi les différentes
souches ExPEC qui portent les génes prt. L’analyse de production de la toxine a également été

déterminée par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques contre cette toxine.



Vi



Abstract

The laboratory of Prof. C. Dozois identified in the genome of a pathogenic avian Escherichia coli,
strain APEC QT598, the presence of a plasmid encoding various virulence factors and a unique
region, usually absent from this type of plasmid, encoding a putative RTX toxin (Repeats in Toxin),
among other genes. This large family of toxins shares two common features : the presence of
stretches of amino acid repeats rich in glycine and aspartate and a secretion via a type 1 secretion
system. These toxins have cytolytic activity by forming pores in host cell membranes. They can
also lyse erythrocytes thus demonstrating haemolytic activity. The new identified toxin was found
in an APEC strain and the laboratory also identified this system in the genome of some UPEC
strains. The system was named Prt toxin (for Pre-repeats in toxin). It is interesting to note that the
clinical strain shows no haemolytic zone following growth on blood agar medium. However, when
the system is cloned on a multicopy plasmid, there is an area of hemolysis on blood agar. It is
therefore likely that this system may be subject to negative regulation under in vitro conditions in
the laboratory or may have limited haemolytic activity. The aim of the project was to study the
regulation and the role of the Prt toxin for the virulence of EXPEC.

Using a model of urinary infection in mice and a model of respiratory infection and septicemia in
poultry, the goal is to verify the importance of the Prt system for virulence and colonization in these
models of infection. The expression of the prt genes has also been compared between the in vitro
culture and the in vivo expression in the tissues of the infected animals. In addition, the level of
expression or production of the toxin has been determined among the different ExXPEC strains that
carry the prt genes. Production of the toxin was also determined by Western blotting using specific

antibodies against this toxin.
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Sommaire Récapitulatif

Escherichia coli est une bactérie commensale et membre du microbiote normal chez 'homme et
d'autres animaux. Cependant, certaines souches sont pathogénes et produisent des facteurs de
virulence qui contribuent aux infections entériques ou extra-intestinales. Une nouvelle région
génétique localisé sur un plasmide Colicin V (ColV), prévu pour coder pour une nouvelle toxine
RTX, a été identifiée dans une souche pathogene extra-intestinale d’'E. coli O1: K1 (QT598). Le
systéeme a été nommé Prt (prérépétitions contenant de la toxine RTX). Ces toxines forment des
pores et présentent souvent une activité hémolytique. Bien que la souche QT598 ne soit pas
hémolytique sur des plaques de gélose au sang, lorsqu'il est exprimé sur un plasmide, Prt a
montré une activité hémolytique sur les érythrocytes de différentes espéces et des effets
cytolytiques sur les fibroblastes aviaires et les macrophages humains, la vessie et les cellules
rénales. Les genes prt étaient présents dans 2% des APEC et 0,9% des souches UPEC testées.
Cette nouvelle toxine RTX est distincte des systémes RTX connus d'E. coli. De plus, la séquence
de la protéine Prt n'a pas montré de forte similitude avec les systémes RTX connus d'E. coli mais
était plutét plus proche des systemes RTX de la famille des Pasteurellaceae. Le réle de la toxine
Prt pour la virulence des souches ExPEC a également été testé dans un modéle d'infection de
poulet. Cela a été réalisé en comparant la virulence de la souche APEC O1:K1, CH138 contenant
le plasmide ColV de la souche QT598 avec ou sans délétion des génes prtCABD. La perte de
prtCABD a montré des taux de survie plus élevés au cours des 48 heures de l'infection tandis que
la présence de prtCABD a démontré 50% de létalité chez les poussins. La perte de prtCABD a
significativement réduit la colonisation dans les poumons, la rate et le foie ainsi que dans le sang
24 et 48 heures apres l'inoculation. De plus, lors des infections de poulet, I'expression du géne
prtA a été régulée a la hausse d’én moyenne 500 fois dans les sacs aériens par rapport é la
croissance in vitro. Pris ensemble, tes résultats indiquent que Prt est un nouveau membre dé la

famille RTX qui est induit in vivo et qui peut contribuer a la virulence d'E. coli extra-intestinale.
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1. Introduction

Escherichia coli est I'un des organismes modeéles les mieux caractérisés et peut étre a la
fois une bactérie commensale et un pathogéne polyvalent associé aux infections intestinales et
extra-intestinales (Croxen and Finlay 2010). Les E. coli pathogénes peuvent étre divisés en deux
groupes, les E. coli pathogénes intestinales provoquant des infections intestinales et les E. coli
pathogénes extra-intestinales (ExPEC) qui peuvent infecter plusieurs organes (Kaper, Nataro et
al. 2004). Parmi les ExPEC, les souches sont classées par pathotypes en fonction du tropisme
cellulaire, de I'h6te infecté et du mode d'infection et sont divisées en quatre groupes principaux,
les E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC), les E. coli associées a la septicémie
(SEPEC), les E. coli uropathogenes (UPEC) et les E. coli pathogenes aviaires (APEC) (Johnson
and Russo 2002, Kaper, Nataro et al. 2004, Clermont, Olier et al. 2011). Les APEC provoquent
de graves maladies respiratoires et systémiques chez les poulets, communément appelées
colibacillose. La colibacillose aviaire entraine des pertes économiques importantes en raison de
la baisse des taux d'éclosion ou de la production d'ceufs, de la mortalité dans les troupeaux de

volailles et est également trés colteuse en colts de traitement (Guabiraba and Schouler 2015).

Les génomes de plusieurs souches APEC et leurs plasmides de virulence ont été
séquenceés et partagent des similitudes avec certains isolats ExXPEC humains et leurs plasmides
(Johnson 1991, Johnson and Nolan 2009, Dziva, Hauser et al. 2013, Dale and Woodford 2015).
Les ExXPEC sont connues pour leur évolution rapide et sont de ce fait en constante évolution. La
plasticité du génome bactérien a permis a E. coli d'échanger, de gagner ou de perdre du matériel
génétique différent et a conduit au transfert d'une diversité de génes qui codent la virulence ou
les propriétés de « fitness » sur des éléments génétiques mobiles, tels que les plasmides, les
transposons, les bactériophages ou flots de pathogénicité (Bergthorsson and Ochman 1998). Les
souches APEC et UPEC partagent certains facteurs de virulence qui aident a surmonter les
défenses de I'hote et favorisent la colonisation ou l'invasion des voies urinaires ou l'infection
systémique de la volaille (Johnson 1991). Il s'agit notamment des systémes d'acquisition du fer,
des protéines d'auto-transporteur (AT), des fimbriae, des antigénes O et K, des systémes de
sécrétion et des toxines (Dho-Moulin and Fairbrother 1999, Johnson and Russo 2002, Kaper,
Nataro et al. 2004, Dziva and Stevens 2008, Croxen and Finlay 2010). La plupart des souches
APEC contiennent des plasmides de type colicine V conjugative (ColV) ou des plasmides
similaires qui codent pour plusieurs génes de virulence qui contribuent a la virulence chez la
volaille (Dozois, Dho-Moulin et al. 2000, Dozois, Daigle et al. 2003, Mellata, Dho-Moulin et al.

2003) et aux infections des voies urinaires ou aux infections systémiques dans les modéles murins
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(Johnson, Johnson et al. 2006, Ewers, Li et al. 2007, Terlizzi, Gribaudo et al. 2017, Habouria,
Pokharel et al. 2019). Nous avons identifié au sein du laboratoire une région distincte du plasmide
ColV dans une souche APEC O1:K1, QT598, qui contient 3 facteurs de virulence putatifs distincts:
un systéme fimbriaire, un autotransporteur de sérine protéase et une nouvelle toxine RTX. Cette
région unique sur le plasmide ColV contribue a la virulence et a la létalité des poussins et en tant

que telle, nous l'avons appelée « Enhanced Virulence Island » (EVI).

Parmi les facteurs de virulence des E. coli pathogénes, les toxines RTX (Repeats in Toxin)
sont membres d'une famille de protéines synthétisées par une gamme de bactéries pathogénes
a Gram négatif et ont deux caractéristiques communes : la présence de répétitions riches en
glycine et en aspartate et la sécrétion via un systéme de sécrétion de type 1 (SST1) (Welch 2001).
Les membres de la famille RTX comprennent les toxines cytolytiques, les métalloprotéases et les
lipases (Frey and Kuhnert 2002). Ces toxines ont toutes une organisation génique commune et
des caractéristiques structurelles distinctes. Bien qu'il existe des variations, I'opéron générique de
la toxine RTX se compose de quatre génes qui sont désignés rixC, A, B et D dans l'ordre de
transcription (Stanley, Packman et al. 1994, Linhartova, Bumba et al. 2010). Le géne rtxA code
pour le précurseur de la protéine toxine, RtxC est une acétyl transférase, et RtxB et D constituent
le systéme d'exportation pour la sécrétion de la toxine (Stanley, Packman et al. 1994). Les toxines
RTX nécessitent une modification post-traductionnelle par leur acétyl transférase pour devenir
biologiquement actives (Welch 2001, Linhartova, Bumba et al. 2010, Wiles and Mulvey 2013).

Parmi les E. coli pathogénes, les deux toxines RTX cytolytiques qui sont le mieux connues
sont les toxines Hly et Ehx trouvées respectivement chez les EXPEC et certaines E. coli Shiga-
toxinogéne/entérohémorragique (Bauer and Welch 1996, Wiles and Mulvey 2013). Cependant, la
présence de telles hémolysines ou toxines RTX est rare chez les APEC. La région EVI du
plasmide APEC ColV pEC598 contient un nouveau systeme RTX que nous avons nommé Prt
pou!r les pré-répétitions présentes au niveaLl de la protéine P!rtA ainsi que par le fait qu’elle n’a

pas encore été caractérisée (Habouria, Pokharel et al. 2019).

Dans cette étude, nous avons caractérisé la toxine Prt, déterminé sa prévalence parmi les
isolats des voies urinaires aviaires et humaines, ainsi que parmi les bases de données de
séquences de génomes bactériens. Nous avons également déterminé son activité hémolytique et
cytotoxique et étudié le role de cette toxine pour la virulence et la colonisation du poulet dans un

modele d'infection des voies respiratoires.



2. Revue de littérature

2.1. Escherichia coli
Escherichia coli est un des organismes les mieux caractérisés : c'est un bacille de type

Gram négatif, non sporulant, anaérobie facultatif qui appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. La souche de référence, Escherichia coli K-12 et ses dérivés ont été les clés
dans l'avancement des connaissances en biologie moléculaire, physiologique et biochimique.
Cette espéce a la caractéristique d’étre a la fois une des bactéries commensales de l'intestin
des vertébrés mais également un pathogene versatile, qui infecte plus de 2 millions d’humains
chaque année en causant des maladies entériques et extra-intestinales (Kosek, Bern et al.
2003).

Les souches pathogénes sont différentes des souches commensales car ces premiéres
ont acquis différents facteurs de virulence permettant leur adaptation a de nouvelles niches
écologiques, ce qui leur permet également de causer une infection. Les E. coli pathogénes sont
divisées en deux groupes, les pathotypes intestinaux (InPEC) causant des infections intestinales
et les pathotypes extra-intestinaux (ExPEC) pouvant infecter plusieurs organes. La taille du
génome des souches pathogénes est typiquement plus grande que les souches non-pathogénes,

notamment a cause de la présence des genes de virulence (Welch, Burland et al. 2002).

2.1.1. La classification par pathotypes

Les Escherichia coli qui ont acquis des facteurs de virulence, ont ainsi pu acquérir une
capacité accrue a s’adapter a de nouvelles niches et leur permet de causer un large spectre
de maladies. Ces facteurs de virulence sont souvent codés par des éléments génétiques qui
peuvent se retrouver et étre mobilisés chez différentes souches afin de créer de nouvelles
combinaisons de, facteurs de virulence. Seules les meilleures combinaisons dé facteurs de
virulence persi::;tém et deviennent des pathotypes d’E. coli qui sont capables de causer des
maladies chez des individus sains. La classification par pathotypes est basée sur le tropisme
cellulaire, I'héte infecté ainsi que le mode d’infection et se divise en deux familles, les souches
causant des infections intestinales, les InNPEC, et les souches causant des infections extra-
intestinales, les EXPEC (Kaper, Nataro et al. 2004).

2.1.1.1. Les InPEC




Les E. coli de cette famille sont généralement divisés en 6 pathotypes en fonction de leurs

profils de pathogénicité (facteurs de virulence, maladies cliniques et profil phylogénétique) (Figure

1):

Les E. coli entéropathogéniques (EPEC) causent des diarrhées chez majoritairement les
jeunes enfants. Ces souches sont caractérisées par leur capacité a produire des lésions
attachantes effagantes (A/E) (Knutton, Baldwin et al. 1993). La bactérie s'attache a la membrane
de la cellule de 'héte ce qui provoque une perturbation a la surface de la cellule qui méne a
l'effacement des microvillosités. L'effacement de ces microvillosités entraine aussi une
accumulation d’actine polymérisée sous le site d’attachement a la membrane. C’est au niveau
d’'un flot de pathogénicité appelé locus d’effacement des entérocytes (LEE) que ces éléments
génétiques nécessaires pour la formation de Iésions A/E sont produits (Ochoa and Contreras
2011). Le locus LEE posséde des génes codant pour une adhésine de membrane externe
(intimine), la machinerie de systéme de sécrétion de type 3 (protéines Esc et Sep), des
chaperonnes (protéines Ces), des translocateurs (EspA, EspB et EspD), des protéines effectrices
(EspF, EspG, EspH, Map et EspZ), un récepteur d'intimine transloqué (Tir), des protéines
régulatrices Ler, GrIR (régulateur global des protéines LEE et répresseurs) et GrlA (régulateur

global des protéines LEE et activateur)

Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont des pathogénes des humains qui causent
des syndromes hémolytiques urémiques (HUS) ainsi que des diarrhées hémorragiques
(Sperandio and Nguyen 2012). Le sérotype O157:H7 est bien connu pour étre impliqué dans des
épidémies alimentaires et hydriqgues mondiales. Ces souches forment des lésions A/E (toujours
codées par le locus LEE) au niveau de la jonction recto-anale mais produisent également des
shiga-toxines (Stx). Ces shiga-toxines sont les facteurs de virulence qui differencient les EHEC
des EPEC.

Les E. coli entéroinvasives (EIEC), quant a elles, provoquent des maladies intestinales
indissociables de celles causées par Shigella, en envahissant les muqueuses coliques humaines.
Chez les humains, elles peuvent provoquer des dysenteries et sont étroitement liees aux Shigella
de par leurs facteurs de virulence et d’autres propriétés phénotypiques (Beutin, Gleier et al. 1997).
La pathogenése de ces infections implique la pénétration des cellules épithéliales coliques, suivi
d’'une transcytose a travers les cellules M, la lyse des vacuoles endocytiques, la multiplication
intracellulaire et la propagation aux cellules épithéliales adjacentes (Nataro and Kaper 1998,

Michelacci, Prosseda et al. 2016).



Les E. coli entéroaggrégatives (EAEC) provoquent des diarrhées, principalement chez les
enfants dans les pays en voie de développement. Ces souches sont également retrouvées chez
les personnes voyageant dans des pays moins développés (Mathewson, Jiang et al. 1995,
Okhuysen and DuPont 2010). Les EAEC sont caractérisés pour leur modéle d’adhérence
agrégative en forme de « mur de brique » au niveau de cellules HEp2, aussi appelées lignée
cellulaire HelLa (Aslani, Alikhani et al. 2011).

Les infections par des E. coli entérotoxigenes (ETEC) sont caractérisées par des nausées,
des malaises, des vomissements et causent des diarrhées non sanglantes accompagnées de pas
ou peu de fievre. Aprés la colonisation de l'intestin par les ETEC, les bactéries vont produire, a
l'aide de plasmides, des facteurs de virulence, dont 2 entérotoxines diarrhéiques: une
entérotoxine thermolabile (LT) et une entérotoxine thermostable (ST). La plupart des diarrhées

causées par des ETEC sont dues a la présence de ces entérotoxines (Evans Jr and Evans 1996).

Les Diffusely Adherent E. coli (DAEC) sont des bactéries qui colonisent le petit intestin et
qui causent des diarrhées chez les enfants entre 18 mois et 5 ans, mais causent également des
infections urinaires récurrentes chez les adultes. Les DAEC produisent des motifs d’adhérence
diffus sur les cellules HelLa et HEp-2, ce motif est médié grace a des protéines codées par une

famille d’opéron connexe (Croxen and Finlay 2010).

i ’/*/ / i
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entérotoxines LT ou ST

Biofilm dz

mucus
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Figure 1 : Schéma des Escherichia coli pathogéniques intestinaux diarrhéiques.

Les 6 catégories diarrhéiques présentent des interactions spécifiques avec les cellules eucaryotes. Voici
schématiquement, les interactions pour chaque pathotype avec leur cellule cible. Adapté de (Nataro and Kaper 1998).
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2.1.1.2. Les EXPEC

Les Escherichia coli pathogénes extra-intestinaux (EXPEC) sont des pathogénes retrouvés
communément chez les animaux et les humains. Ces derniéres années, ces ExPEC ont été
responsables de nombreuses maladies, ce qui a eu pour conséquence une augmentation des
charges économiques et sanitaires de la société (Cunha, Saidenberg et al. 2017). Ces souches
ExPEC causent des infections du tractus urinaire (ITUs), des méningites et des bactériémies. Les
ExPEC sont divisés en 4 pathotypes : « neonatal meningitis associated E. coli » (NMEC), « sepsis
associated E. coli » (SEPEC), « uropathogenic E. coli » (UPEC) et « avian pathogenic E. coli »
(APEC).

Les NMEC ;

Les NMEC sont associés avec des cas de méningites chez les nouveau-nés, car ce
pathotype a la capacité de survivre dans le sang et d’envahir les méninges des enfants. Les
NMEC provoquent les infections qui ont le plus haut taux de mortalité et de morbidité (10-30%)
durant la période néonatale (Kim 2003). Chez 25 a 50% des survivants, les NMEC entrainent la
surdité, la cécité, la paralysie cérébrale, les convulsions, I'hydrocéphalie ou la déficience
cognitive. L'infection néonatale se produit principalement quand les micro-organismes sont
transférés du vagin au liquide amniotique lors de 'accouchement ou de la rupture des membranes
pendant 'accouchement. Les bactéries peuvent traverser la barriere hématoencéphalique grace
a différents mécanismes : par voie transcellulaire ou paracellulaire et chez les phagocytes
infectés. Le passage transcellulaire se produit lorsque les micro-organismes péneétrent les cellules

sans qu'il N’y ait de rupture des jonctions serrées intracellulaire (Barichello, Fagundes et al. 2013).

Les SEPEC :

La septicémie bactérienne est une maladie ou des bactéries envahissent la circulation
sanguine et infectent plusieurs organes. Dans ces cas, E. coli est le microorganisme le plys
fréequemment isolé du sang du patient. Bien que le nombre de bactériémies et de septicémies
dues a E. coli ait augmenté (McBean and Rajamani 2001, Martinez, Soto et al. 2006), il existe
peu de détails sur les mécanismes de la pathogenése des SEPEC. Les E. coli associés au sepsis
(SEPEC) sont phylogénétiquement et épidémiologiquement différents des E. coli pathogénes
intestinaux et des E. coli commensales, qui font partie du microbiote humain. Une variété de
facteurs de virulence liés aux SEPEC humaines comprend des toxines sécrétées telles que HIyA
(a-hémolysine), Sat (secreted autotransporter toxin) et CNF-1 (cytotoxic necrotising factor 1)
(Pitout 2012) . Ces toxines peuvent modifier la forme et/ou la fonction de la cellule héte,

contribuant ainsi aux processus biologiques stimulés par l'agent pathogene. Malgré leur
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importance médicale, les SEPEC ont un pathotype peu étudié et le mécanisme permettant de

traverser la barriere endothéliale et d’accéder a la circulation sanguine est encore inconnu.

Les UPEC :

Les infections des voies urinaires (ITU: Urinary Tract Infection) sont les infections
bactériennes les plus courantes et sont responsables d'une morbidité et d'une mortalité majeures,
entrainant une augmentation des colts de soins de santé. La plupart des infections urinaires sont
causées par des souches d'E. coli spécialisées, appelées E. coli uropathogénes (UPEC). Les
infections urinaires sont classées en catégories de maladies en fonction du site d'infection : cystite
(vessie), pyélonéphrite (rein) et bactériurie (urine). Les bactéries peuvent également étre
détectées a des concentrations élevées dans les voies urinaires, mais les personnes chez qui ces
taux élevés sont détectés ne présentent aucun symptdme. Cette affection est appelée bactériurie
asymptomatique (ABU) (Foxman 2002). Une infection réussie par des agents pathogénes
bactériens nécessite I'adhésion aux cellules hoétes, la colonisation des tissus et, dans certains cas,
une invasion cellulaire, suivie d'une multiplication intracellulaire, et d'une dissémination vers

d'autres tissus ou d’'une persistance.

Une infection urinaire est définie par la présence d’un nombre significatif d'organismes
pathogénes dans le systéme urinaire. Si des symptdémes, tels que des mictions douloureuses ou
fréquentes ou du sang dans l'urine sont présents, une centaine de bactéries uropathogenes par
millilitre d'urine peut étre considérée comme significative (Stamm 1982). Les bactéries peuvent
étre détectées a des concentrations élevées dans les voies urinaires chez les individus lors d'un

examen d'urine de routine.

Alors que la cystite chez un individu en bonne sanié se résorbe généralement sans
séquelles, la pyélonéphrite peut entrainer une marbidité grave et peut étre fatale. Les patients
présentant des voies urinaires anormales ou obstruées ou dont le systéme immunitaire est
compromis courent un risque élevé de contracter une infection urinaire. Ces infections sont
souvent qualifiées d'infections du tractus urinaire compliquées. Il existe un fort risque dans ce

groupe qu'une simple infection des voies urinaires devienne une infection systémique.

Les APEC :
Bien qu’Escherichia coli soit présent dans la microflore normale du tractus intestinal et des
autres muqueuses de I'héte et dans l'environnement des oiseaux, seules certaines de ces

souches possédant des attributs de virulence spécifiques, appelées E. coli pathogénes pour



I'aviaire (APEC), peuvent causer la maladie. Les APEC provoquent des maladies respiratoires et
systémiques graves chez les poulets, couramment appelées colibacillose. Les APEC ont des
colts économiques et sociaux considérables pour les producteurs de volaille du monde entier,
avec des pertes dues a la mortalité précoce, a la condamnation des carcasses et a une
productivité réduite (Dho-Moulin and Fairbrother 1999). Les APEC infectent les poulets et les
poules pondeuses, en particulier au début de la maturité sexuelle et pendant les pontes intenses
(Gross 1991, Guabiraba and Schouler 2015).

Les E. coli pathogénes aviaires provoquent des infections extra-intestinales systémiques
telles que des aérosacculites, des polysérosites et des septicémies chez les poulets, les dindons
et d'autres hotes aviaires. Les APEC se trouvent généralement dans le microbiote intestinal
d'oiseaux en bonne santé et les infections résultent d'une exposition environnementale et d'une
sensibilité accrue de I'héte (Dho-Moulin and Fairbrother 1999). Le contenu du génome, les profils
des génes de virulence, la phylogénie, la formation de biofilms et I'activation transcriptionnelle in
vivo ont été démontrés pour étre partagés par les souches APEC et EXPEC humaines (sérotypes
ExPEC 018:K1:H7, O78 et 02:K1:H7) (Bauchart, Germon et al. 2010). D'autres études
expérimentales sur la pathogeneése in vivo et in vitro ont montré que les APEC peuvent causer
des maladies chez les hétes mammiféeres, et des similitudes entre la transcription des génes de
virulence entre les APEC et les EXPEC, suggérent le potentiel zoonotique de I'APEC (Zhao, Gao
et al. 2009).

2.1.2. Infection aviaire

Les APEC sont principalement associées aux infections des tissus extra-intestinaux chez
les poulets, les dindons, les canards et d’autres espéeces aviaires. Les infections du sac vitellin
sont le plus souvent observées vers la fin de la période d'incubation de I'ceuf, généralement apres
une contamination fécale de la surface de I'ceuf, Ils entrainent souvent une mor‘taIAité!embryonnaire
ou la mort des jeunes oiseaux jusqu'a 3 semaines apres I'éclosion. On observe souvent une
rétention du sac vitellin infecté et de 'omphalite. Le syndrome de la maladie la plus importante
associée a 'APEC commence par une infection des voies respiratoires et peut étre appelé

aérosacculite ou maladie des sacs aériens (Gross 1991, Gross 1994).

2.1.2.1. La colibacillose

Bien que connue depuis plus d'un siécle, la colibacillose aviaire reste I'une des principales

maladies endémiques de l'industrie de la volaille dans le monde. Les bactéries autologues offrent
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une protection limitée spécifique au sérotype, mais plusieurs sérogroupes sont associés a la
maladie, en particulier les O1, O2 et O78, parmi bien d'autres. La colibacillose est une maladie
d’'importance économique grave pour tous les producteurs de volaille du monde et se caractérise
par un large éventail de Iésions (La Ragione and Woodward 2002). Selon le statut de virulence
de la souche, le statut de I'hote, la présence et le type de facteurs prédisposants, l'infection se
manifeste par une septicémie initiale suivie d'une mort subite ou d'une inflammation localisée dans
plusieurs organes. Les Iésions les plus courantes associées a la colibacillose sont les
périhépatites, les aérosacculites et les péricardites, bien que d'autres syndromes tels que la
péritonite de l'ceuf, la salpingite, le coligranulome, I'omphlite, la cellulite et I'ostéomyélite / arthrite

puissent étre rencontrés (Barnes 1997).

2.1.2.2. L’aérosacculite

Les sacs aériens font partie intégrante du systéme respiratoire du poulet. Les poulets ont
neuf sacs aériens, qui sont des poches ressemblant a des bulles a parois minces qui fonctionnent
comme un systéme permettant a I'oxygéne de circuler dans leur corps. Lorsque les sacs aériens
de poulet deviennent enflammés, ils s'épaississent et accumulent des matiéres purulentes ou

caséeuses dans leur cavité, on parle alors d’aérosacculite (Dho-Moulin and Fairbrother 1999).

L'aérosacculite est une maladie respiratoire aussi connue sous le nom de maladie
respiratoire chronique ou de maladies respiratoires complexes. Une manifestation aussi
importante que l'aérosacculite fait généralement suite a une infection virale ayant permis une
infection bactérienne secondaire. Les pathogénes le plus fréquemment en cause sont E. coli et
Mycoplasma gallisepticum, mais plusieurs virus y sont aussi souvent associés : la bronchite
infectieuse, la laryngotrachéite infectieuse, I'influenza aviaire, la maladie de Newcastle, ... (Ficken
and Barnes 1989, Dho-Moulin and Fa;rbrother 1999). , ,

2.1.2.3. Le syndrome de la « Swollen Head »

Ce syndrome est une infection compliquée chez les poulets de chair et les reproducteurs,
ou l'agent étiologique primaire est un pneumovirus aviaire (APV) et I'agent secondaire est
habituellement E. coli. Ce syndrome se caractérise par des signes respiratoires et nerveux et est
caractérisé par une inflammation aigué a subaigué des cellules de la peau et du tissu sous-cutané
de la téte et des régions périorbitaires. Aprés une infection par cette maladie, la morbidité est

souvent faible (1 %), mais les animaux présentant les symptémes meurent dans la majorité des



cas (Parreira, Arns et al. 1998). Les Iésions que cette maladie engendre sont 'apparition d’'cedéme
au niveau de la téte et de la région périorbitaire, ainsi que d'un exsudat caséeux dans le tissu

conjonctif au méme niveau et au niveau des glandes lacrymales (Pattison, Chettle et al. 1989).

2.1.2.4. Oopharites et salpingites

Cette maladie, le plus souvent chronique, apparait lorsque le sac aérien abdominal gauche
est atteint par des E. coli. Les bactéries se propagent alors, par contiguité de tissu, pour atteindre
l'oviducte et y persister quelque temps. Les animaux malades meurent dans les 6 mois suivant
I'infection (Gross 1994). Ces troubles du tractus génital peuvent étre soit la conséquence d’'une
infection par voie ascendante consécutive a une insémination artificielle, soit associés a des
Iésions de péritonite et/ou d'impaction de I'oviducte. Cette maladie méne le plus souvent a une
salpingite et la perte de la capacité de ponte d’'ceuf ou a une infection de la cavité péritonéale

causant une péritonite et la mort de la poule (La Ragione and Woodward 2002).

2.1.3. Infection urinaire

Une ITU est une infection qui affecte une partie des voies urinaires. Lorsqu'elle affecte les
voies urinaires inférieures, on parle d'infection de la vessie (cystite) et lorsqu'elle affecte les voies
urinaires supérieures, on parle d'infection des reins (pyélonéphrite). Les symptémes provenant
des voies urinaires inférieures incluent douleur, généralement en plus des symptdmes d'une
infection urinaire inférieure, il y a de la fievre et des douleurs au flanc. Chez les trés vieux comme
chez les trés jeunes, les symptémes peuvent étre vagues ou non spécifiques. Il existe trois types
d’ITY, soit les bactériuries asymptomatiques (BAS), les ITU symptomatiques sans complications

et les ITU symptomatiques avec complications.

La bactériurie asymptomatique est caractérisée par un manqu"e apparent de symptémes.
Elle est définie cliniquement par la présence d'au moins 10° UFC/mL d'un ou plusieurs organismes
sur deux échantillons d'urine consécutifs et par l'absence de symptdbmes attribuables a une

infection urinaire (Warren, Tenney et al. 1982).

L'ITU symptomatique quant a elle est définie comme l'invasion bactérienne des voies
urinaires, qui peut survenir n'importe ou entre l'urétre et les reins et est I'une des infections
bactériennes les plus courantes. Le plus souvent les bactéries infectent I'urétre et remontent vers
la vessie et les reins (infection ascendante). Ce processus se déroule en 5 étapes majeures

présentées en figure 2. Premierement, il y a contamination de l'air périurétrale par une souche
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UPEC de la flore intestinale ou vaginale et migration le long de l'urétre jusqu’a la vessie, ou les
bactéries s’attacheront a I'urothélium par le biais des fimbriae de type 1 (Kaper, Nataro et al. 2004,
Lane, Alteri et al. 2007). Cette liaison peut induire I'exfoliation et I'apoptose des cellules
epithéliales qui réagissent pour se défendre (Mulvey, Lopez-Boado et al. 1998). La deuxieme
étape est la multiplication et 'envahissement de la vessie au point de provoquer une cystite,
caractérisée par l'inflammation de I'organe, la présence de bactéries dans I'urine, la difficulté de
produire une miction et la présence de sang, dans certains cas (Mulvey, Lopez-Boado et al. 1998,
Lane, Alteri et al. 2007). Troisiemement, les bactéries se déplacent, via les flagelles, vers les reins
et, quatriemement, il y a colonisation des reins ou la fixation aux cellules rénales est médiée par
les fimbriae P. Une pyélonéphrite se développe avec une fievre, des vomissements et douleurs
aux flancs. Cinquieémement, si l'infection n’est pas traitée, il y aura endommagement aux reins et
passage des bactéries a la circulation sanguine, entrainant une septicémie (Kaper, Nataro et al.
2004, Lane, Alteri et al. 2007). Mais les bactéries peuvent aussi infecter le tractus urinaire
habituellement stérile en se déplacant du flux sanguin jusqu'aux reins (propagation hématogéne)

(Cruz, Figueiredo et al. 2019, Tang, Quanstrom et al. 2019).
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U e L descellules de I'épithélium
& S ) de lavessie
3 Invasion et multiplication \/ X ,
2 Adhérence aux cellules urothelluales

ntracellulaire pour

certaines souches par les fimbriaties de type 1 et P

— e

1 Contamination de I'aire
périurétrale par les UPEC

Figure 2 : Pathogenése de l'infection du tractus urinaire par Escherichia coli uropathogéne. Les différentes étapes
présentées indiquent le déroulement d'une infection du tractus urinaire ascendante par une souche d’'Escherichia coli
uropathogéne. Adapté de (Kaper, Nataro et al. 2004).
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2.2. Les facteurs de virulence
Les souches pathogenes d'Escherichia coli se caractérisent par I'expression de propriétés,

produits ou structures bactériennes distinctives, appelés facteurs de virulence, car ils aident
l'organisme a surmonter les défenses de I'hdte et a coloniser ou envahir les voies urinaires
(Johnson 1991).

Les souches d’E. coli pathogénes sont en constante évolution et ceci est la conséquence
de I'évolution trés rapide, a notre échelle de temps, du monde bactérien, et de la plasticité du
génome des bactéries. En particulier pour E. coli, la plasticité du génome bactérien permet des
eéchanges permanents de matériel génétique, et aussi a la présence de nombreux genes qui
codent pour ces propriétés de virulence sur des structures génétiques mobiles, comme des
plasmides, des transposons, des phages, des bactériophages ou des filots de pathogénicité
(Bergthorsson and Ochman 1998). Ces facteurs de virulence donnent ainsi aux bactéries une
meilleure capacité a coloniser et envahir des organes dans lesquelles leurs croissances ne sont

pas favorables.

Un géne de virulence doit répondre au postulat moléculaire de Koch, c’est-a-dire que le
géne doit étre associé a un trait de virulence, 'absence du gene doit réduire la virulence, et,

finalement, la réintroduction du géne doit restaurer la virulence perdue (Waters and Crosa 1991).

2.2.1. Evolution et acquisition des facteurs de virulence

Les modéles actuels d'évolution bactériens suggerent que la diversité des pathogénes est
le résultat de plusieurs meécanismes. Cela peut étre le résultat de I'acquisition de génes aidant
dans la pathogénicité lors de transferts de génes horizontaux successifs, soit par transfert d'tlots

de pathogénicité ou encore grace a des séquences d’insertion (Ochman, Lawrence et al. 2000).

s 2.2.1.1. Les transferts horizontaux

Le transfert horizontal de génes a lieu lorsque du matériel génétique est transféré d’'un
organisme a un autre par une méthode autre que la reproduction (Heinemann and Bungard 2006).
Le transfert horizontal préférentiel des génes chez les procaryotes est fortement corrélé a la
fonction des génes. Plus précisément, les génes participant a la transcription, a la traduction et
aux processus connexes (genes informationnels) sont beaucoup moins susceptibles d'étre
transférés horizontalement que les génes de ménage (génes opérationnels) (Rivera, Jain et al.
1998).
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L'importance du transfert horizontal dans l'architecture et I'évolution constante des
espéces bactériennes est évidente et pour que cela puisse avoir lieu, un certain nombre de
conditions doivent étre remplies. De nombreux obstacles empéchent le transfert, 'absorption et
la stabilisation efficaces de 'ADN étranger (Thomas and Nielsen 2005). La réussite du transfert
horizontal d'un géne dépend du type de transfert, de la relation entre la molécule transférée, ainsi
que d’autres facteurs, tels que la distribution d’enzymes spécifiques intégrées associées a
I'intégration de 'ADN (Van den Eede, Aarts et al. 2004). Les génes acquis par transfert horizontal
a partir de n'importe quelle espéce peuvent étre délétéres, neutres ou bénéfiques pour la souche

receveuse (Bolotin, Quinquis et al. 2004).

Le transfert de plasmides permet aussi I'acquisition de génes, comme le plasmide ColV
qui confére divers avantages a la souche receveuse telles la production de toxines, la résistance

au sérum et une adhérence accrue aux cellules cibles (Waters and Crosa 1991).

2.2.1.2. Les ilots de pathogénicité

Les ilots de pathogénicité sont un sous-ensemble d'ilots génomiques, qui sont de grands
éléments génétiques acquis par transfert horizontal. Contrairement au génome principal, la
séquence et la composition des ilots de pathogénicité peuvent varier considérablement d'une
espece bactérienne a l'autre et méme au sein d'une méme espéce. Une telle variabilité et plasticité

permet aux bactéries de s’adapter a différents environnements (Schmidt and Hensel 2004).

Les ilots de pathogénicité peuvent posséder un a plusieurs génes de virulence, et sont
présents dans les génomes des bactéries pathogénes, mais absents des génomes des bactéries
non pathogénes de la méme espéce ou d'une espéce étroitement apparentée. Ce sont de grandes
régions génomiques de 10 a 200 kb (Hacker and Kaper 2000). De plus, les ilots de bathogénicité
ont souvent un pourcentage de bases guanine et cytosine (G + C) trés différent de 1a teneur en G
+ C de 'ADN bactérien de I'héte. Les raisons de cette variation ne sont pas connues, mais la
conservation d'une composition de base spécifique a un genre ou a une espéce est une

caracteéristique remarquable des bactéries.

Les ilots de pathogénicité sont fréquemment situés a proximité des genes d'’ARNt. On
suppose que l'insertion fréquente au niveau des locus d'’ARNt peut étre expliquée par le fait que
les génes codants pour les ARNt sont hautement conservés entre diverses espéces bactériennes.
Aprés acquisition d’'un géne par transfert horizontal, le fragment d’ADN contenant un géne d’ARNt

peut étre inséré dans le génome du destinataire par recombinaison entre les génes d’ARNt. On
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suppose également que certains bactériophages utilisent les génes d'ARNt comme points
d'insertion spécifiques dans le génome de I'héte, ainsi les génes d’ARNt serviraient de points

d'ancrage spécifiques pour l'intégration d'ADN étranger (Schmidt and Hensel 2004).

Les ilots de pathogénicité sont également fréquemment associés a des éléments
génétiques mobiles. lls sont souvent accompagnés de répétitions directes, qui sont des
séquences d'ADN de 16 a 20 pb (jusqu'a 130 pb) avec une répétition de séquence parfaite ou
presque parfaite. Ces répétitions directes pourraient servir de site de reconnaissance pour
l'intégration des bactériophages. De plus, ces répétitions directes agissent comme des séquences
de reconnaissance pour les enzymes impliquées dans I'excision d'éléments génétiques mobiles,
contribuant ainsi a l'instabilité des flots de pathogénicité flanqués de ces séquences. Les ilots de
pathogénicité portent souvent des génes de mobilité cryptiques, voire fonctionnels, tels que des
intégrases ou des transposases. Des éléments de séquence d'insertion (IS) sont frequemment
observés dans ces flots de pathogénicité (PAIl). Les PAl peuvent également posséder des
plasmides intégrés, des transposons conjugatifs, des bactériophages ou des parties de ces

éléments (Hacker, Blum-Oehler et al. 1997).

2.2.1.3. Les séquences d’insertion

Les séquences d’insertion (également appelé élément IS) sont des séquences d'ADN
courtes qui agissent comme des éléments transposables simples. Les séquences d’insertion ont
deux caractéristiques principales : elles sont petites par rapport aux autres éléments
transposables (généralement d'une longueur d’environ 700 a 2500 pb) et ne codent que les
informations génétiques liées a leur transposition et a leur régulation, contrairement aux

“transposons qui portent également des génes impliqués dans d'autres fonctions (comme des

' résistances aux antibiotiques) (Schneider and Lenski 2004).

Plus de 1500 IS différentes ont été identifiées, qui sont classées dans une vingtaine de
familles différentes sur la base de diverses fonctionnalités partagées comme le pourcentage
d'identité de la séquence du gene de la transposase, de la conservation du site catalytique et
'organisation et la conservation des séquences répétées (Siguier, Filée et al. 2006). Les IS
contribuent a I'évolution des Tlots de pathogénicité, car, dans certains cas, elles sont a la base de
la formation de PAI via d’insertions de plusieurs génes séparément, ol un exemple serait les
génes codant I'aérobactine retrouvé sur le plasmide CoIV (de Lorenzo, Herrero et al. 1988,
Mahillon, Léonard et al. 1999).
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Les IS apporteraient a leur héte des avantages sélectifs transitoires, tels que des transferts
géniques latéraux et des réarrangements génomiques, mais pourraient étre préjudiciables a leur

héte a long terme (Wagner 2005).

2.2.2. Facteurs de virulence UPEC

2.2.2.1. Les systémes d’acquisition du fer

Les bactéries pathogénes ont toujours été en compétition pour le fer avec leurs hétes, car
celui-ci est un facteur essentiel pour de nombreux processus cellulaires procaryotes et eucaryotes
(Andrews, Robinson et al. 2003). Chez les hotes mammiferes, les concentrations de fer libre sont
basses : 10?° M dans le sang, et souvent plus faibles & d'autres endroits (Fischbach, Lin et al.
2006). Pour leur croissance, les bactéries ont besoin d'une concentration en fer cytoplasmique
d'environs 10 M. Pour acquérir ce fer qui est essentiel a leur survie, les bactéries pathogénes

ont mis en place de multiples stratégies pour extraire le fer de I'héte.

Dans le domaine Bacteria, on distingue au moins 4 grandes stratégies pour acquérir ce fer
essentiel a la prolifération bactérienne. La premiére étant l'incorporation des protéines de I'héte
(la transferrine, la lactoferrine ou 'hémoglobine), via systémes TonB-transporteurs. De plus de
nombreuses bactéries pathogénes prélévent directement 'hnéme du milieu extracellulaire.

Une deuxiéme stratégie grandement utilisée par les bactéries pathogénes est la réduction du fer
ferrique ainsi que la réduction et le transport du fer ferreux. On retrouve chez Escherichia coli le
systéme de transport du fer ferreux FeoA-FeoB (induit principalement en condition anaérobique)
qui transporte et réduit le fer ferrique en fer ferreux (Kammler, Schén et al. 1993).

La troisiéme stratégie d’obtention du fer se fait grace aux transporteurs de métaux de type ABC.

Enfin, la derniére stratégie utilise des sidérophores qui sont des molécules de faible poids
moléculaire avec une forte affinité pour le fer ferrique. A ce jour, plus de 500 sidérophores ont été
recensés et la plupart d’entre eux se classent parmi cing groupes selon leurs structures chimiques
et les groupements de liaison au fer. Il y a d’abord les sidérophores de type catécholate, dont le
plus connu et étudié est I'entérobactine (entérochéline) (O'Brien and Gibson 1970). Les
sidérophores de type phénolate s'apparentent aux catéchols, avec un hydroxyle en moins sur
'anneau du benzéne. Les sidérophores de type hydroxamate constituent une autre catégorie dont
fait partie une molécule bien connue, le ferrichrome. Les sidérophores de type carboxylates
possédent des structures avec des groupements carboxyles. Une derniére catégorie représente

les sidérophores de structures mixtes : 'aérobactine qui est un dérivé de 'acide 6-(N-acetyl-N-
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hydroxyamino)-2-aminohexanoique et de l'acide citrique, qui réalise également une liaison

hexadentate avec le fer ferrique (Figure 3).

ABC ABC ABC ABC ABC ILT ILT FeoB

ABC ABC ABC  ABC ABC ABC
(FyuA)  (FepA/Cir/ (FecA) (FhuA/ (ChuA/ (HemR/
Fiu/lha/iroN) FhuE/lutA) ShuA) HmuR)
\ ]\ JL J
T i i
Systémes Systémes d'acquisition

& U 3
Systémes d'acquisition du Fe d'acquisition du Fe?* de 'heme

! \ Hémolysine &, Sidérophore citrate  {, Aérobactine € Salmochéline g/ Hémophore HasA
|\ Cytotoxine &y Entérobactine € Yersiniabactine ¢« Autres chélateurs de fer (&) Heme

Figure 3 : Résumé des voies de base de transport et de libération du fer chez les bactéries a Gram négatif.

Les systemes de transport fondamentaux pour les principales classes de sidérophores ferriques ainsi que pour le fer
delivre par la transferrine et par 'heme sont présentés, en mettant l'accent sur le modeéle de référence d'E. coli
conicernant la nomernclature des protéines Adapté de (Miethke 2013, Porcheron, Garénaux et al. 2013).

!

2.2.2.2. Les flagelles

La motilité est une propriété des bactéries qui est étroitement liée a la chimiotaxie, a la
capacité de s'orienter le long de certains gradients chimiques. La combinaison de ces propriétés
permet aux bactéries de détecter et de rechercher des éléments nutritifs, ainsi que de se rendre
et de conserver leurs niches de prédilection pour la colonisation. Le mode de motilité le plus connu
chez les bactéries est celui associé a l'utilisation d’'une organelle rotative spécialisée, le flagelle
(Macnab 2003).
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Le flagelle est une structure supramoléculaire composée d'environ 20 composants
protéiques et divisée en trois sous-structures : le filament, le crochet et le corps basal. Le filament
est une hélice qui prend plusieurs formes distinctes dans diverses conditions. Les formes
hélicoidales des flagelles péritriches, polaires et latérales sont indépendantes les unes des autres
et appartiennent a différentes familles de flagelles. Le corps basal contient le moteur rotatif, qui
est généralement alimenté par une force proton motrice. L'anneau en C est une structure en forme
de coupe attachée au cété cytoplasmique du corps basal et fonctionne comme le rotor du moteur
et comme une partie de I'appareil de sécrétion. Environ 40 genes nécessaires a l'assemblage
flagellaire sont ordonnés de maniéere hiérarchique au niveau de la transcription (Chevance and
Hughes 2008). L’assemblage flagellaire est également régulé au niveau de la porte de sécrétion,
ce qui ne permet pas la sécrétion des protéines du filament tant que le corps de base du crochet
n‘est pas terminé. Le corps basal flagellaire partage des caractéristiques communes avec
I'appareil de sécrétion des facteurs de virulence, ce qui indique que les deux systémes dérivent

d'un ancétre commun.

Les flagelles sont fabriqués a partir de monomeres protéiques appelés flagelline (FIiC)
(Honko and Mizel 2005). Dans les souches de I'UPEC, le flagelle est utilisé pour atteindre les
nouveaux nutriments et pour échapper aux conditions défavorables et au systéme immunitaire de
I'néte (Lane, Alteri et al. 2007). Différentes études ont montré que I'expression de flagelles dans
les souches UPEC coincidait avec I'ascension de la bactérie dans les voies urinaires supérieures,
ce qui montre le réle important des flagelles dans le mouvement de la bactérie de la vessie vers
les reins. De plus, le réle important des flagelles a été démontré a différents stades de la formation
de biofilms dans les voies urinaires (Pratt and Kolter 1998). Comme la plupart des souches UPEC
sont mobiles, la fonction flagellaire semble étre conservée au cours de I'évolution. De plus les
flagelles jouent un réle clé dans la dynamique des biofilms : il a récemment été signalé que
pendant la formation du biofilm, les flagelles jouent différents réles dans I'adhésion, la maturation
et la dispersion, comme le montre I'expression et la régulation des génes au cours de la phase de

croissance (Nakamura, Yamamoto et al. 2016).

2.2.2.3. Les vésicules de membrane externe

Les vésicules de la membrane externe sont un produit naturellement sécrété par les
bactéries a Gram négatif. Ce sont des particules sphéroides fermées de tailles hétérogénes (10
a 300 nm de diametre) libérées par les bactéries pendant toutes les phases de croissance. Les

vésicules se forment lorsqu'une partie de la membrane externe a contenu périplasmique est
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sélectivement exportée (McBroom and Kuehn 2005). Un nombre croissant de pathogénes ont été
documentés pour produire et sécréter des vésicules de membranes externes naturelles. De plus,

la production de vésicules par des agents pathogenes peut se produire pendant l'infection.

Les produits extracellulaires des souches pathogénes sont souvent associés a une
infection aigué et sont essentiels a une virulence maximale. En tant qu'entités extracellulaires
sécretées, les vésicules de membrane externe peuvent modifier activement I'environnement
bactérien. Les vésicules de membrane externe se sont révélées capables de délivrer des toxines
actives et d'autres protéines bactériennes associées a la virulence aux cellules hétes. Par
exemple, les vésicules toxiques produites par les souches d’'E. coli extra-intestinal (ExPEC)
comportent une hémolysine de la famille des toxines RTX (Balsalobre, Silvan et al. 2006).
Plusieurs études sur différents agents pathogénes ont démontré que les toxines sont souvent
localisées a la surface des vésicules. Les toxines associées a la surface des vésicules de
membrane externe sont généralement trés résistantes a la protéase, bien qu’elles se situent a la

surface extérieure des vésicules.

2.2.2.4. Les Fimbriae (Pili)

Il existe chez les souches UPEC, deux groupes de fimbriae : les fimbriae sensibles au
mannose et ceux résistants au mannose (Schembri, Kjaergaard et al. 2001). Les fimbriae de type
1 sont les fimbriae avec une adhésine sensible au mannose et sont les fimbriae les plus conservés
parmi les souches d’'E. coli et sont codés par 'opéron fim. Les fimbriae de type 1 sont codées par
un groupe de génes dans le chromosome bactérien. Ces fimbriae sont majoritairement composés
d'un hétérodimeére, appelé FimA, et d’autres petites composantes, notamment FimC, FimD, FimF,
FimH et FimG (Thankavel, Madison et al. 1997). L’adhésine FimH localisée au bout du fimbriae
est probablement le facteur principal dans la liaison de I'UPEC aux surfaces des cellules
épithéliales de la vessie. La liaison des bactéries par I'adhésine FimH stimule I'entrée des
bactéries dans les cellules épithéliales de la vessie et I'exfoliation ou I'apoptose des cellules
épithéliales. Ces propriétés suggérent le réle des fimbriae de type 1 dans l'invasion cellulaire et

la formation de structures résistantes telle que les biofilms (Dhakal, Kulesus et al. 2008).

Les fimbriae résistants au mannose sont trés divers chez les souches UPEC, il en existe
différents types en fonction des caractéristiques du récepteur et des autres propriétés. Les
fimbriae P sont I'un des fimbriae les plus connus et sont codés par 'opéron pap présent sur

certains ilots de pathogénicité. Ces fimbriae P sont composés d'une succession d'unités
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répétitives de PapA. Au sommet de cette structure se trouve une adhésine appelée PapG, qui est
équivalente a FimH dans les fimbriae de type 1, et qui avec trois autres sous-unités, appelée
PapE, PapF et PapK forment la structure a I'extrémité des fimbriae P (Busch and Waksman 2012).
Des études ont également montré que les fimbriae P jouent un réle important dans la colonisation
des reins par les souches UPEC (Roberts, Marklund et al. 1994).

2.2.2.5. Les adhésines non fimbriaires

Parmi les souches UPEC, il existe différentes adhésines non fimbriaires qui médient
généralement 'adhésion sur des surfaces spécifiques, y compris les cellules et les protéines de
la matrice extracellulaire. C’est le cas de TosA qui joue un réle dans la colonisation des UPEC
dans le tractus urinaire d'un modele murin (Vigil, Stapleton et al. 2011). Certains membres de la
famille des autotransporteurs, tels que FdeC (pour I'adhérence des facteurs E. coli), Antigen-43
(Ag43), UpaH, UpaC et UpaG, ont également été définis comme des adhésines non fimbriaires
importantes parmi les souches UPEC (Wells, Totsika et al. 2010). Par exemple, en tant que
facteur de surface, Ag43 joue différents réles dans la pathogénicité des souches UPEC. Elle sert
en effet a la liaison, la colonisation, la formation de biofilm et la survie des bactéries dans la vessie
(Ulett, Valle et al. 2007). L'autotransporteur trimérique UpaG est également impliqué dans la
liaison des bactéries aux cellules épithéliales de la vessie et aux protéines de la matrice
extracellulaire telles que la fibronectine, ainsi qu'a I'agrégation cellulaire et a la formation de
biofiims (Valle, Mabbett et al. 2008). On retrouve également parmi les autres adhésines non
fimbriales, 'adhésine |ha qui est une protéine membranaire se retrouvant chez environ 55% des
souches UPEC et qui permet, a une bactérie non adhérente, d'adhérer aux cellules de vessie et
de reins. Elle sert aussi de récepteur pour I'entérobactine, permettant a la bactérie de récupérer

le fe'r capté par les sidérophores (Léveillé, Caza et al. 2006). ;

2.2.2.6. Les toxines

En général, les souches UPEC n’ont pas le systeme de sécrétion de type Il utilisé par
certains autres agents pathogénes pour injecter des molécules effectrices dans les cellules hétes,
cependant certaines de ces souches utilisent des systemes de sécrétion de type | et V pour
sécréter des toxines (Henderson, Navarro-Garcia et al. 2004). Ces toxines comprennent l'a-
hémolysine (HIyA), le facteur nécrosant cytotoxique 1 (CNF1) et des toxines autotransporteurs

telles que la cytotoxine autotransporteur vacuolante (Vat) et la toxine autotransporteur sécrétée
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(Sat) (Wiles, Kulesus et al. 2008). Ces toxines provoquent des défauts dans la fonction ou la forme
des cellules hotes, arrétent le cycle cellulaire ou lysent les cellules (Figure 4).
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Sat/Vat #3% , W
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Figure 4 : Toxines associées aux souches UPEC. L'a-hémolysine (HIyA), Vat, Sat et le facteur nécrosant cytotoxique 1
(CNF) sont codés par de nombreux isolats de souches UPEC, adapté de (Wiles, Kulesus et al. 2008).

Gauche : A des concentrations élevées, HlyA s'insére dans la membrane des cellules hétes cibles et favorise leur lyse,
tandis qu'a des concentrations sublytiques, HlyA peut moduler les cascades de signalisation affectant la survie des
cellules hétes et leurs réponses inflammatoires. Milieu : L'intoxication des cellules hétes par Vat ou Sat induit une
vacuolisation et d'autres effets cytopathiques, entrainant des lésions du tissu héte. Droite : L'endocytose des CNF se
produit par l'infermédiaire du précurseur du récepteur de la laminine ou par le biais de mécanismes de délivrance
alternatifs associés aux vésicules de la membrane externe. Les conditions dans le compartiment endosomal stimulent
la translocation du domaine catalytique du CNF dans le cytosel de I'néte, ot il active les Rho GTPases, induisant leur
dégradation eventuelle et un froncement de la membrane.

HIyA :

HIyA est une toxine calcium-dépendante de 110 kDa qui forme des pores de 2 nm de
diameétre dans les cellules hétes, et quand de fortes concentrations d’HIyA sont présentes cela
conduit & une lyse cellulaire (Ostolaza 1995). Sur gélose au sang complémenté en Ca?, HIyA
produit de larges zones claires d'hémolyse autour des colonies. Dans la littérature I'hémolysine
est le membre le mieux caractérisé de la famille des toxines RTX (Welch, Forestier et al. 1992).
L'a-hémolysine (HlyA), est codée par I'opéron hlyCABD et est présente chez environ 50% des
isolats des souches UPEC et son expression est associée a une sévérité clinique accrue chez les
patients présentant une infection urinaire (Johnson 1991, Marrs, Zhang et al. 2005). La souche

UPEC 536 est connue pour posséder 2 copies de cet opéron (Wiles, Kulesus et al. 2008).

Les environnements des hétes infectés par les souches EXPEC sont extrémement pauvres
en nutriments et la fonction de HlyA dans l'infection consiste principalement a détruire les cellules

hotes, ce qui aura pour conséquence la libération de nutriments et d’autres facteurs, tels que le
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fer, qui est essentiel a la croissance bactérienne (Ratner, Hippe et al. 2006). HlyA a un large
spectre d'activité cytotoxique, attaquant les érythrocytes, les granulocytes, les monocytes, les
cellules endothéliales et les cellules épithéliales rénales de souris, ruminants et primates (Stanley,
Koronakis et al. 1998). HIlyA modifie la perméabilité membranaire des cellules hétes, provoquant
ainsi la lyse et la mort des cellules hétes. La lyse des érythrocytes fournit du fer aux bactéries et
tuer les cellules nucléées empéche la phagocytose. La libération de cytokines a pour
consequence d'induire une inflammation, de perturber les jonctions épithéliales de cellules et de
favoriser la translocation de la bactérie a travers la barriere intestinale (Bien, Sokolova et al. 2012).
Le domaine répété riche en glycine associé a la liaison a HlyA Ca?" est nécessaire pour I'némolyse
des érythrocytes, mais pas pour la formation de pores, car sa délétion ne modifie pas l'activité de
formation de pores de HlyA. La toxine permet aussi une exfoliation des cellules de I'urothélium,
endommage les cellules rénales afin de faciliter la translocation au systéme sanguin menant a
une septicémie et, finalement, la lyse de macrophages réduit le niveau de phagocytose (Johnson
1991).

L'a-hémolysine est en général associée a des Iésions rénales et a des cicatrices, ceci
engendre des variations de concentrations de Ca?* dans les cellules épithéliales des tubes rénaux,
ce qui a pour conséquence la poursuite de la colonisation des uretéres et du parenchyme rénal
en perturbant I'écoulement normal de I'urine. Récemment, il a été découvert que l'a-hémolysine
induisait la mort cellulaire dépendante de Caspase-1 / Caspase-4 pro-inflammatoire dans les
cellules épithéliales de la vessie, entrainant une exfoliation cellulaire (Nagamatsu, Hannan et al.
2015).

Un autre géne codé par le plasmide ColV, hlyF est un autre facteur de virulence chez les
souches APEC et NMEC. HIyF est connue pour étre impliquée dans la surproduction de vesicules
de la membrane externe (OMV). L'induction des OMV par HIyF contribue ensuite & la libération
de facteurs de virulence bactérienne, comme Ié toxine la cytolysine A (ClyA), et favorise la

pathogenése chez les hétes infectés (Murase, Martin et al. 2015).

Facteur nécrosant cytotoxique 1 (CNF 1) :

Le facteur nécrosant cytotoxique 1 (CNF 1) est présent chez certaines souches UPEC, au
niveau d’'une PAI, et se trouve généralement a la suite de I'opéron hlyCABD. CNF1 est transcrit
sur un seul ARN messager avec les genes de 'hémolysine (Lemonnier, Landraud et al. 2007). Le
CNF1 modifie le cytosquelette d'actine des cellules hétes et favorise l'invasion bactérienne des

cellules endothéliales de la barriere hémato-encéphalique. Le CNF 1 est une toxine codée par le
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chromosome bactérien qui affecte diverses fonctions cellulaires in vitro par I'activation de Rho

GTPases qui sont des régulateurs clés du cytosquelette d'actine (Fiorentini, Fabbri et al. 1997).

En effet CNF 1 est produit dans le milieu extracellulaire, quand il se lie aux récepteurs de
surface cellulaire, il est internalisé par endocytose. La liaison de la toxine au récepteur de surface
cellulaire permet au CNF1 d'entrer dans les vésicules endocytaires. La toxine utilise alors les
conditions acides des endosomes pour injecter son domaine catalytique a l'intérieur du cytosol de
la cellule héte (Lemichez, Flatau et al. 1997, Fabbri, Travaglione et al. 2010). Une fois dans le
cytoplasme de la cellule cible, CNF 1 cause l'activation des Rho GTPases par une modification
post-traductionnelle, perturbant ainsi les fonctions cellulaires telles que la régulation de
l'organisation et de la dynamique du cytosquelette d'actine. Cette perturbation des fonctions
cellulaires méne a l'apoptose des cellules cibles et diminue la phagocytose ainsi que le
relachement d’espéces réactives de I'oxygéne, minimisant ainsi la réponse inflammatoire de 'héte

(Lemonnier, Landraud et al. 2007).

Les toxines autotransporteurs :

Les souches UPEC produisent également des toxines autotransporteurs qui contribuent a
la pathogenése des infections urinaires. Les autotransporteurs sont une famille de protéines
capables de s'autosécréter a travers la membrane d’'une bactérie a Gram négatif grace a un

mécanisme appelé sécrétion de type V (Restieri, Garriss et al. 2007).

Signal P. Domaine passager Domaine traducteur

Figure 5 : Structure générale des « Serine Protease Autotransporter of Enterobacteriaceae » (SPATE) (Ruiz-Perez and
Nataro 2014).

La toxine autotransporteur sécrétée Sat et la cytotoxine autotranporteur vacuolante Vat
font partie de ces protéines. Sat et Vat appartiennent au sous-groupe des autotransporteurs

SPATEs (« serine protease autrotransporter of Enterobacteriaceae ») (Figure 5). Les SPATEs
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matures possedent de fagon hautement conservée, un domaine aminé terminal permettant le
transport du précurseur vers la membrane interne dépendant de la protéine Sec, un domaine a
(ou domaine passager) donnant sa fonction a la protéine, et un domaine carboxylé terminal
permettant la sécrétion a travers la membrane externe grace a un tonneau pB. Les SPATEs sont
divisés en 2 classes phylogénétiquement en fonction des structures et des activités des toxines :
classe | et Il (Dutta, Cappello et al. 2002).

La classe | comprend la toxine Pet (« Plasmid encoded toxin ») produit par les EAEC, la sérine
protéase plasmidique extracellulaire EspP produite par les EHEC, I'EspC produit par les EPEC,
le SigA de Shigella flexneri, de Afa/Dr produit par les DAEC et enfin Sat fait également partie des
SPATESs de classe |. Vat quant a lui fait partie des SPATEs de classe Il (Liévin-Le Moal, Comenge
et al. 2011).

Le géne saf codant pour l'autotransporteur Sat prédomine dans les souches UPEC,
notamment présent sur I'flot de pathogénicité Il (PAl-llcrro73) chez la souche CFTO073, et il est
également retrouvés chez d'autres E. coli pathogenes, dont les EAEC et certains isolats de
Shigella (Guyer, Radulovic et al. 2002, Roy, Thanasekaran et al. 2006). Sat est connu pour avoir
certains effets biochimiques in vitro, tels que la dégradation de la caséine, de la spectrine ou
encore de la fodrine (Maroncle, Sivick et al. 2006). Elle posséde également une activité
cytopathique, provoque des Iésions histologiques au niveau des cellules des reins et de la vessie
(Guyer, Henderson et al. 2000), et peut aussi modifier la distribution des jonctions étroite et
modifier la perméabilité cellulaire des cellules épithéliales intestinales (Guyer, Radulovic et al.
2002).

La protéine Vat se trouve également présente sur un flot de pathogénicité chez diverses
souches ExPEC dont les APEC, UPEC et les EIEC (Heimer, Rasko et al. 2004). Vat posséde une
homologie de 69,6-79 % avec 'autotransporteur Tsh. Vat semble causer un délai dans l'infiltration
des neutrophiles lors d’'une infection en clivant les glycoprotéines de surface des leucocytes
impliqués dans le recrutement et migration des neutrophiles (Ruiz-Perez, Wahid et al. 2011). Cette
toxine est importante dans les infections aviaires, principalement les infections respiratoires et
cellulites, et son réle lors des infections du tractus urinaire reste a étre démontré, malgré le fait
qu’ily a expression lors des infections du tractus urinaire (Wiles, Kulesus et al. 2008). Vat semble
surtout présent chez les souches pathogénes causant une septicémie et serait important pour

'entrée ou la survie dans le sang (Henderson, Navarro-Garcia et al. 2004).
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D’autres toxines autotransporteurs ont été récemment découverte chez des souches
APEC et UPEC : TagB et TagC et Sha. Ces nouveaux autotransporteurs conférent la capacité
aux bactéries les possédant d’infecter plusieurs hétes. Ces autotransporteurs jouent un réle dans
l'infection et la virulence des voies urinaires chez le modéle murin. lls contribuent aussi de maniére
significative pour I'auto-agrégation, pour 'hémagglutination, pour I'adhésion des bactéries aux
cellules épithéliales des hdtes et ont également été caractérisés comme ayant des effets
cytopathiques. Le mécanisme d’action ainsi que les cibles spécifiques de ces autotransporteurs

n’ont cependant pas encore été déterminés (Habouria, Pokharel et al. 2019).

2.2.3. Facteurs de virulence des APEC

Lors d'une infection par des APEC, plusieurs facteurs de virulence sont impliqués,
principalement en raison d’'une corrélation positive entre les caractéristiques phénotypiques et la
virulence chez le poulet. Ces derniers sont le plasmide ColV, les fimbriae de type 1, type P et
curli, 'aérobactine, les salmochélines, I'antigeéne capsulaire K, 'hémagglutinine thermosensible
Tsh, l'autrotransporteur Vat, la résistance aux phagocytes et la résistance au sérum (Dozois,
Daigle et al. 2003).

2.2.3.1. Le plasmide de virulence : ColV

Plusieurs études ont montré la relation entre la virulence des APEC et la présence d’'un
plasmide ColV. Ces plasmides de grande taille codent plusieurs facteurs de virulence tels que
I'aérobactine, Tsh, ainsi que des génes conférant une résistance au sérum (iss et fraT), le systéme
de transport du manganése et le transporteur de métaux SitABCD (Dozois, Dho-Moulin et al.
2000). Ce plasmide code aussi pour la colicine V, une bactériocine produite par E. coli qui cible
et tue d’autres souches d’E. CO/I Certains plasmides ColV codent pour d'autres facteurs de
virulence comme la salmochellne I'hémolysine putative aviaire HIyF, la protéase de membrane
externe OmpT, ou le systéme de transporteur ABC Ets et le systéme de transport Eit (Johnson
and Nolan 2009). Les plasmides ColV sont également connus pour conférer une résistance au
chlore et aux désinfectants, pour la croissance dans l'urine humaine, la croissance accrue en
conditions de pH acide et a la résistance des bactériophages (Johnson and Nolan 2009). Outre
le plasmide ColV, d’autres plasmides codants pour la colicine ont déja été identifiés parmi les
souches ExPEC.

2.2.3.2. Fimbriae
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Les fimbriae de type 1 sont des facteurs de virulence importants dans la fonction
d’adhésion des souches pathogénes d’E. coli a I'épithélium des voies respiratoires des poulets.
Les fimbriae de type 1 sont codés par les génes fim, et sont constitués d'une protéine majeure
FimA associée a des protéines auxiliaires, FimF, FimG et 'adhésine FimH (Hamrick, Harris et al.
2000). Les fimbriae de type 1 sont principalement importants pour l'infection et la colonisation de
la trachée, des poumons et des sacs aériens, et leur expression n’a par contre jamais été
observée dans d'autres organes ni le sang (Pourbakhsh, Dho-Moulin et al. 1997). Cependant le
réle des fimbriae de type 1 lors des infections n'est pas encore clair. Il a été démontré que les
fimbriae de type 1 pourraient étre considérés grace a FimH, comme des activateurs de
phagocytose de bactéries et de recrutement de neutrophiles au site d'infection (Wooley, Spears
et al. 1992). Il a été suggéré que, bien que les fimbriae de type 1 soient nécessaires a la
colonisation initiale de I'épithélium respiratoire, des facteurs supplémentaires tels que la motilité
et la production de colicine V seraient responsables de la persistance de la colonisation. De plus,
les fimbriae de type 1 ne sont pas strictement nécessaires en tant que facteur de colonisation lors

du développement de la colibacillose aviaire (Marc, Arné et al. 1998).

Les fimbriae P sont codés par le groupe de génes pap. Ces fimbriae sont composés
principalement d'une importante sous-unité fimbriale, PapA, et d’'une adhésine PapG située en
extrémité terminale, qui présente au moins 3 variants moléculaires : classes |, Il et lll
reconnaissant différents isorécepteurs contenant un D-galactosyl-(1-4)-p-galactopyranosil carbo-
hydrate (Hacker 1992). Les genes papl et papB sont des régulateurs responsables du processus
de variation de phase. Le géne papE code pour l'extrémité structurale fimbriale, et les génes papD,
papH, papJ, papF et papK sont responsables de I'expression de protéines liées a l'intégrité de la
biogenése du complexe fimbriaire (Mol and Oudega 1996). Ces fimbriae sont considérés comme
des hémagglutinines de type mannose résistantes (MRHA) et sont synthétisés dans les poumons,
les reins, le sang et le fluide péricardique durdnt l'infection, et sont donc associés a la septicémie
(Dozois, Fairbrother et al. 1992).

2.2.3.3. Capsule

La capsule, codé par les génes kps et absente chez les souches d’'E. coli non pathogénes
K-12, est composé d’acide N-acétyl muramique a la surface des cellules qui protége la bactérie
contre la réponse immunitaire non spécifique de I'héte tout en étant faiblement immunogéne. Ceci
en raison de sa similitude avec les fragments d'acide polysialique sur les glycoprotéines de

surface cellulaire, ce qui semble indiquer qu’il est impliqué dans les défenses immunologiques
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(Dho-Moulin and Fairbrother 1999). L'antigéne capsulaire K1 quant a lui est plus fréiquemment
associé aux souches APEC les plus pathogénes telles que les sérogroupes O1 et O2, et est
associé a la résistance au sérum et a la virulence (Gyles 1994). Par contre, des souches de
certains sérogroupe comme O78 manquent de capsule mais sont sérums résistants (Mellata,
Dho-Moulin et al. 2003).

2.2.3.4. Hémagglutinine thermosensible Tsh

L’hémagglutinine thermosensible est codée par le géne tsh, et c’est un autotransporteur
découvert chez la souche APEC %7122, qui est présent non seulement chez les APEC, mais aussi
chez certaines autres souches d’E. coli pathogénes (Parreira and Gyles 2003). Tsh est une
protéase a sérine SPATE qui contribue a la médiation de I'adhésion bactérienne pendant le début
des infections (Stathopoulos, Provence et al. 1999). La régulation de la transcription de Tsh
dépend de la température. Le géne tsh est situé dans des plasmides de poids moléculaire élevé,
retrouvé fréquemment chez les APEC sur des plasmides ColV (Dozois, Dho-Moulin et al. 2000).
De par sa présence fréquente chez des souches APEC pathogénes, le géne tsh est parfois utilisé
en tant que marqueur moléculaire pour la détection des APEC pathogénes (Ewers, Janf3en et al.
2004). Il est intéressant de noter que Tsh est presque identique a Hbp, pouvant dégrader
I'hnémoglobine humaine, lier 'héme et est important pour la formation d’abces chez la souris (Otto,
Van Dooren et al. 2002). Généralement, les hémagglutinines sont exprimées a 37°C, mais chez
la souche sauvage x7122, la synthése de Tsh est augmentée a 42°C, comparé au niveau
d’expression a 26°C, mais l'activité d’hémagglutination est optimale a 26°C (Dozois, Dho-Moulin
et al. 2000). Tsh a la capacité d’adhérer aux cellules épithéliales, a I'hémoglobine, aux
fibronectines et au collagéne V. Cet autotransporteur posséde également une activité
protéolytique contré la caséine (Kobayashi, Gaziri et al. 2010). Tsh contribue.au développement
de lésions et au d!épét de fibrine dans les sacs aériens chez la volaille. Il est aussi capable

d’agglutiner les érythrocytes de poulet et d’autres especes (Habouria, Pokharel et al. 2019).

2.2.3.5. Résistance a 'effet bactéricide du sérum

La résistance aux effets bactéricides du sérum des souches APEC (particulierement des
cas de septicémies aviaires), médiée par les structures de surface bactériennes telles que la
capsule, le lipopolysaccharide, la production de ColV et les protéines de la membrane externe.

Différents facteurs entrent en compte pour la résistance a I'effet bactéricide du sérum. Le facteur
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Iss (Increased serum survival) est connu pour étre associé a la pathogénicité des APEC car il est
fréequemment retrouvé parmi les APEC pathogénes (Horne, Pfaff-McDonough et al. 2000). Le
polysaccharide O78 et la caspule K1 sont également des facteurs de virulence connus qui
augmentent la survie a I'effet bactéricide du sérum. En effet, les fimbriae P, I'antigéne O78 et la
capsule K1 réduisent le taux de phagocytose, mais une fois que la cellule bactérienne est
phagocytée, les fimbriae de type 1, de type P et I'antigéne O78 protegent la bactérie de I'effet
bactéricide des macrophages. Ces facteurs de virulence permettent la survie des bactéries a
l'intérieur des macrophages en causant une régulation négative des fonctions antimicrobiennes
des macrophages, mais le mécanisme exact n’est pas encore bien défini (Mellata, Dho-Moulin et
al. 2003).

2.3. Toxines RTX et leurs effets cytotoxiques

Les facteurs de virulence des APEC qui nous intéresse dans cette étude sont les toxines
RTX. Les RTX (repeats in toxin) sont des toxines faisant partie des membres d'une famille de
protéines synthétisées par une gamme de bactéries pathogénes a Gram négatives. Celles-ci
posseédent deux caractéristiques communes, la présence de répétitions riches en glycine et
aspartate et la sécrétion via un systeme de sécrétion de type 1 (SST1) (transporteur « ATP-
Binding Cassette » (ABC)) (Welch 2001). Les membres de la famille des toxines RTX,
comprennent les toxines cytolytiques, les métalloprotéases et les lipases. Ces toxines sont
connues pour posséder une organisation géniqgue commune et des caractéristiques structurelles

distinctes.

Bien que des variations existent, I'opéron générique de la toxine RTX consiste en quatre
génes qui sont désignés par rixC, A, B et D dans l'ordre de la transcription. RtxA code pour la
synthése du précurseur de la toxihe, RtxC est une acetyl-transférase, et RitxB et D sont en charge
du systeme d’éxport via le transborteur de type ABC de la toxine dans le milieu extracellblaire
(Stanley, Packman et al. 1994). Les RtxB sont des membres de la superfamille des cassettes de
liaison a I'ATP des protéines de transport, et les RtxD, uniques aux procaryotes, appartenant a la
famille des protéines de fusion membranaire. Les toxines RTX nécessitent une modification post-
traductionnelle pour devenir biologiquement actives. Cette étape d'activation est accomplie par
acylation d'acide gras du produit du géne structural rtxA et nécessite la participation du produit du
géne rtxC et d'une protéine porteuse d'acyle. La toxine produite en l'absence de rixC est
biologiguement inactive. Le composant de membrane externe, TolC, est une protéine

multifonctionnelle, qui est codé en dehors de I'opéron hly sur les chromosomes des souches et
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qui est nécessaire a I'export de la toxine dans le milieu extracellulaire, car TolC forme un canal
d’'exportation trimérique dans la membrane externe (Figure 6). Les toxines RTX sont des toxines
protéiques formant des pores, qui possedent une masse moléculaire de 100 a 200 kDa. /n vitro,
les toxines RTX présentent généralement une activité cytotoxique et souvent aussi hémolytique.
Elles sont aussi connues pour causer des maladies infectieuses chez les animaux et les hommes,

et surtout dans les espéces de la famille des Pasteurellaceae (Lally, Hill et al. 1999).

hiyC hiyA hlyB hiyD tolC
E.coll —D i —
IktC ktA ikt8 IktD 1olC
P. haemolytica
cyaC cyalA cyaB cyaD cyaE

8. pertussis  ~C}- D ;% s i

xA xC nx8 xD nxE folC
V. cholerae  — QT P e <1 M X > D
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Toxine RTX Acyltransférase Transport Inconnu

Figure 6 : Représentation schématique de l'arrangement génétique des locus rtx d'Escherichia coli, de Pasteurella
haemolytica, de Bordetella pertussis et de Vibrio cholerae. Structures de domaine des cytotoxines RTX HIyA (E. coli),
LktA (P. haemolytica), CyaA (B. pertussis) et MARTXVc (V. cholerae) avec indication des sites de modification post-
traductionnelle des lysines internes par fixation covalente de résidus d'acyle. Adapté de (Linhartova, Bumba et al. 2010).

Les protéines RTX contiennent un signal de sécrétion C-terminal long d'environ 60 résidus
qui est reconnu par le SST1, qui intervient dans la translocation de protéines directement du
compartiment cytoplasmique dans l'espace extracellulaire a travers un canal couvrant toute
I'enveloppe de la cellule (Sebo and Ladant 1993). Le systéme de sécrétion de type 1 dans la paroi
cellulaire dépend de trois protéines spécifiques : une protéine membranaire interne polytopique
qui posséde un domaine cytoplasmique ATPase qui sert de transporteur ABC, une protéine de
fusion membranaire (MFP) et une protéine membranaire externe (OMP). La protéine de fusion
membranaire se situe dans la membrane interne périplasmique et s’étend jusqu’au systeme de
transpbrteur ABC et également la protéine de membrane externe kFigure 7). Ce systéme est décrit

plus précisément partie 2.4.
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Figure 7 : Schéma de I'organisation de I'export de protéines d’un systéme de sécrétion de type 1 (SST1). Adapte de
(Linhartova, Bumba et al. 2010).

Légende : OMP : « outer membrane protein » ; MFP : « membrane fusion protein » ; ABC : transporteur de type ABC.

La structure répétée des toxines RTX, qui leur a donné leur nom, est composée de
nonapeptides itératifs riches en glycine liant le Ca?* sur la moitié C-terminale de la protéine (Figure
8). L'analyse génétique des toxines RTX de différentes especes de Pasteurellaceae et de
quelques autres bactéries a Gram négatif a mis en évidence le transfert horizontal de génes
codant pour les toxines RTX et a conduit a des spéculations selon lesquelles les toxines RTX

pourraient provenir de Pasteurellaceae.
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Figure 8 : Résumé de l'organisation des toxines de la famille des RTX et leurs fonctions. Adapté de (Wiles and Mulvey
2013).
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Ce groupe de toxines n'inclut pas seulement les toxines avec une activité cytotoxique.
Certaines toxines RTX exhibent plutot une activité protéolytique ou lipolytique. Ces protéases ou
lipases sécrétées par la bactérie agissent en synergie avec divers autres facteurs de virulence
utilisés par la bactérie. Il existe aussi les MARTX (« multifunctional autoprocessing RTX toxins »),
un groupe de toxines dont la taille est supérieure a 3200 acides aminés, ou 200 kDa, et qui
possédent plusieurs activités (Linhartova, Bumba et al. 2010). Les hémolysines RTX sont toxiques
pour un large éventail de types de cellules appartenant 2 de hombreuses espéces, notamment
les érythrocytes, les fibroblastes d'embryon de poulet, les granulocytes d'embryon de lapin et les
fibroblastes de souris (Lally, Hill et al. 1999). Cependant, les autres protéines de l'autre catégorie
de protéines RTX ne sont toxiques que pour des groupes restreints de cellules et sont également
spécifiques a une espece. Bien que le mécanisme de la cytotoxicité des toxines RTX soit
conservé, des différences dans la spécificité de la cellule héte indiquent que certaines régions de

toxines RTX possedent une spécificité particuliére.

Le Tableau | présente la liste des toxines RTX utilisées lors de cette étude avec leurs
principales caractéristiques génétiques et fonctionnelles. Bien que de nombreuses toxines RTX
possédent des activités cytotoxiques et hémolytiques vis-a-vis d'un large éventail de cellules et
d'érythrocytes, quelques toxines RTX se sont révélées avoir une activité cytotoxique uniquement
contre des cellules d'hétes spécifiques et/ou montrer une spécificité de type cellulaire. Il existe
d'autres preuves montrant que les toxines RTX jouent un réle potentiel dans la spécificité de I'hdte

de certains agents pathogénes.

Tableau | : Différents meimbres de la famille des RTX (Welch 2001, Bielaszewska, Aldick et al. 2014, Barcena-Uribarri,
Benz et al. 2015) i
Taille de o
Toxines L. Classe de s ’ Spécificité du
Bactéries rtxA . Spécificité d’hote
RTX toxines RTX type de cellule
(kDa)
Erythrocytes,
) . ] ] Humain, murin, leukocytes,
HlyA E. coli uropathogéne 110 Hémolysine ) o
bovin et autres épithélial, et
autres
. Mixtes,
E. coli . ) ) .
EhxA 107 Hémolysine Bovin érythrocytes,

entérohemorragique
leukocytes
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) ) Murin et humain o
TosA E. coli uropathogéne Hémolysine Epithéliales
potentiellement

Actinobacillus ) Spectre large Spectre large
ApxIA ) 105 Hémolysine
pneumoniae comme HIyA comme HIlyA
Actinobacillus - i ;
ApxIlA . 103 Hémolysine Porcin Leukocytes
pneumoniae
Actinobacillus . .
ApxIllA ) 120 Hémolysine Porcin Leukocytes
pneumoniae
Leukocytes et
LktA Pasteurella haemolytica 105 Leucotoxine Bovin
plaquettes
Actinobacillus
LtxA ) ) 114 Leucotoxine Humain Leukocytes
actinomycetemcomitans
CyaA Bordetella pertussis 200 Leucotoxine Spectre large Spectre large

Fibroblastes

rénales,
MARTXvc Vibrio cholerae 484 MARTX Humain -
épithéliale du
larynx
Epithéliales
MARTXvv Vibrio vulnificans 550 MARTX Primate et humain
intestinales

Comme dit précédemment, les répétitions de glycine et d’aspartate présentent sur les
toxines RTX sont I'endroit ol la liaison au Ca?* se fait, mais il est également connu que I'némolyse
ou la cytotoxicité des toxines RTX dépend de cette liaison avec le Ca?*. Le rble précis de la
structure de répétition du Ca?* dans le fonctionnement des toxines RTX reste cependant inconnu
pour le moment. Cependant, la suppression d'un petit nombre de répétitions est tolérable ou peut
étre compensée par une augmentation des niveaux d'ions Ca?* dans I'environnement, mais la
stabilité des toxines dépend de ces répétitions. Les structures secondaire et tertiaire des
domaines de répétition des toxines RTX ne sont pas encore totalement connues non plus, mais il
est supposeé par analogie avec la protéase alcaline de RTX de Pseudomonas aeruginosa que les
répétitions seraient susceptibles de former une structure rouleau  paralléle et allongée avec les

brins B enroulés dans une spirale avec des ions Ca?* (Zhang, Conway et al. 2012).

Le large spectre d'hétes et les nombreux types de cellules lysées par les toxines de la
famille des RTX ont conduit a I'hypothése que la mort cellulaire était induite par leur insertion a
l'intérieur de la membrane de I'héte pour former des pores, entrainant un choc osmotique, un
gonflement cellulaire et enfin une lyse cellulaire. Les toxines RTX peuvent étre produites sous

forme de monomere en solution et ces monomeres ont tendance a s’agréger. En effet, méme si
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ces monomeéres ont la capacité de se lier de maniére réversible a la membrane en absence de
fixation de Ca?* au niveau des répétitions des toxines RTX, la fixation du Ca?* est une condition
nécessaire pour induire le changement conformationnel et la perméabilisation de la membrane
(Cortajarena, Gofii et al. 2002). Il existe donc trois mécanismes de formation de pores chez
les toxines de la famille des RTX, soit la formation de pore de maniére récepteur-indépendant,
la formation de pore de fagon récepteur-dépendant ou encore la formation de pore par

I'association des toxines avec des vésicules de la membrane externe.

L'apoptose et la nécrose sont deux formes de mort cellulaire présentant des
caractéristiques morphologiques et biochimiques distinctes. Des études réalisées ont permis de
démontrer que ces deux types d’activités sont détectées dans des cultures tissulaires exposées
a une toxine RTX (Mangan, Taichman et al. 1991, Korostoff, Wang et al. 1998). En contact avec
de fortes concentrations en toxine, les cellules cibles meurent trés rapidement, ce qui est plutot
caractéristique de la nécrose. En revanche, en contact avec de faibles concentrations en toxines,
les cellules cibles semblent subir des modifications morphologiques, biochimiques et
moléculaires, ce qui est plutét associé a 'apoptose. Selon (Kroemer, Dallaporta et al. 1998), la
détermination de la mort cellulaire est corrélée avec les perturbations de la fonction
mitochondriale, qui jouent donc un réle clé. Ainsi pour les toxines de la famille des RTX, la
concentration de toxines entrant en contact avec les cellules hétes semble déterminer 'étendue

du dysfonctionnement mitochondrial et des événements connexes.

Il existe deux phases lors de la cytotoxicité mediée par RTX : une phase d’adsorption
passive sur la surface de la cellule cible et une phase d’insertion dans la membrane. Les forces
électrostatiques jouent un réle dans la phase d'adsorption sur les bicouches lipidiques (Ilwase,
Lally et al. 1990) et 'adsorption de la toxine sur la membrane cellulaire n'est pas nécessairement
suivie d'une lyse cellulaire. Bien que de nombreuses toxines RTX aient une activité hémolytique
prononceée in vitro, les leucocytes sont les cibles les plus souvent retrouvées. L'extrémité aminée
des toxines RTX, qui forme une hélice amphipathique, est le domaine le plus divergent des
toxines, ce qui suppose une variation de leur capacité a interagir avec des membranes lipidiques
spécifiques chez leurs cellules cibles. Les toxines RTX sont connues pour se lier aux 2-intégrines
et a de fortes concentrations en toxines, elles provoquent une nécrose et une lyse cellulaire ou a
faibles concentrations, elles induisent I'apoptose. Ceci engendre généralement une inflammation
au niveau des tissus qui méne la plupart du temps a une maladie (Dileepan, Kachlany et al. 2007).
La spécificité des toxines RTX semble étre reliée a la spécificité de ces toxines a différentes p2-

intégrines.
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Les toxines RTX pouvant cibler plusieurs types de cellules, ces derniéres ont été classées
en différentes classes, dont 3 vont nous intéresser dans cette étude : les hémolysines qui résultent
en une lyse des érythrocytes, les leucotoxines qui sont pour la plupart spécifiques a un type de
cellule et les toxines MARTX qui sont des hybrides uniques sécrétés indépendamment avec une

structure moléculaire spécifique.

2.3.1. Les hémolysines RTX

Les bactéries pathogenes a Gram négatives et les agents commensaux infectant les voies
respiratoires, gastro-intestinales, celles du tractus reproducteur, ou des cavités buccales
humaines et d’animaux produisent généralement des leucotoxines. Ces toxines largement
cytolytiques sont classées pour la plupart comme « hémolysines ». Ces toxines présentent une
activité hémolytique in vitro révélée par la culture de bactéries correspondantes sur des géloses
au sang de mouton. /n vivo, ces toxines induisent la production de médiateurs inflammatoires ou
présentent des effets cytotoxiques et cytolytiques sur les cellules immunitaires hétes de
différentes espéces, induisant ainsi une nécrose, une apoptose et une inflammation. Une des
hémolysines RTX les plus connues ainsi que celle qui a servi de référentiel principal lors de cette
étude est HIyA.

2.3.1.1. HIiyA

HIyA est un polypeptide multi-domaine de 1024 résidus, d'une taille de 110 kDa, libéré par
les cellules bactériennes par un mécanisme de sécrétion de type 1. Cette toxine est présente
chez certaines souches d’E. coli uropathogénes et certaines souches d’E. coli commensales
fécales (Welch 1991). Malgré le fait que la toxine HIyA est largement présente chez les souches
UPEC et NMEC, peu de souches APEC sont connues pour la posséder (Ewe,rs, Li et al. 2007).
L’extrémité C-terminale de HIyA contient comme décrit précédemment un signal de sécrétion non
clivé, ainsi qu'un domaine RTX, composeé de plusieurs unités de nonapeptides riches en glycine
et aspartate. L'extrémité N-terminale est, quant a elle, composée de dix a-hélices amphipathiques
chargées positivement. Cette région assure I'ancrage irréversible de HIyA sur la membrane
plasmique, et contribue ainsi a I'assemblage des pores sur les cellules hétes, conférant une

spécificité aux cellules cibles (Valeva, Siegel et al. 2008).

Le locus hlyCABD est généralement localisé sur le chromosome de différents E. coli
pathogénes, mais peut étre situé parfois sur des plasmides chez certains pathotypes. HlyA est

une toxine qui posséde une majeure activité cytolytique envers les érythrocytes riches en heme.
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Cependant, HIyA posséde aussi la capacité de lyser d’autres types de cellules hétes comme les
leucocytes, les cellules épithéliales d’animaux et d’humains (Gadeberg, Orskov et al. 1983). Par
exemple, lors d’une infection par une souche UPEC, ces souches vont lier les cellules urothéliales
et les envahir, et ces bactéries seront expulsées ou pourront entrer dans le cytoplasme et se
répliquer (Mulvey, Lopez-Boado et al. 1998). HIyA est capable de dégrader rapidement la paxilline
et d’autres protéines de I'héte responsable des interactions cellules-cellules et cellules-matrice,

favorisant donc I'exfoliation (Dhakal and Mulvey 2012).

L'effet d’'HIyA est la plupart du temps la conséquence de la liaison de la toxine & des
récepteurs sur la membrane de I'héte, cependant la formation de pores peut également se révéler
étre indépendante de la présence de récepteurs a la surface cellulaire. En effet, il peut y avoir une
adhésion non saturable de la toxine sur les érythrocytes, ce qui a pour conséquence que la liaison
peut ne pas se faire par liaison a des récepteurs spécifiques (Valeva, Walev et al. 2005). L'a-
hémolysine HIlyA a un effet toxique sur les érythrocytes, car ces derniers possédent des
récepteurs spécifiques a HlyA : la glycophorine. L'utilisation de récepteur facilite grandement la
liaison des toxines a la membrane. Quand les toxines HIyA, liées au Ca?*, s'attachent a la
membrane des cellules hotes grace a des forces électrostatiques, le processus de formation de
pores commence. Aprés ceci, chaque unité d’HIlyA va se rapprocher les unes des autres ce qui
va impliquer d’autres changements conformationnels. Cette phase d'insertion implique un
ancrage irréversible des parties du domaine hélicoidal d’HIyA sur la membrane de I'héte. Ceci a
pour conséquence d’exposer des régions de la toxine qui vont favoriser les interactions protéine-
protéine (Herlax, Maté et al. 2009). Ensuite, en fonction du microdomaine et de la teneur en
radions lipidique de la membrane de la cellule héte, les monomeéres se concentrent et
s’oligomérisent de maniére dynamique pour former des pores (Bakas, Chanturiya et al. 2006). Le
mécanisme de la formation des pores par HlyA est cependant continuellement contesté. Bien qu’il
soit considéré comme le principal exemple des toxines RTX, HlyA posseéde ainsi de nombreuses

propriétés uniques qui la distingue des autres toxines.

L'activité cytotoxique d’HIyA reste également controversée encore a ce jour. /n vitro, a des
concentrations élevées, HlyA se révele avoir une activité cytotoxique a I'encontre d’'une grande
variété de cellules. A des concentrations beaucoup plus faibles, HlyA se lie de maniére stable a
la membrane de I'héte, ce qui induit des modifications et linactivation d’important régulateur
comme Akt qui induit la sérine protéase, la mésotrypsine et l'activation des caspases pour
contribuer a la virulence des souches pathogénes pour lyser les cellules hétes (Dhakal and Mulvey

2012). Comme beaucoup d’autres toxines de la famille des RTX, HIyA posséde une spécificité
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pour les intégrines B2. L’activité cytolytique d’HlyA est également fortement influencée par la
présence d’hétérodimeres d'intégrine CD11a/CD18, appelés LFA-1, qui sont exprimés sur les
cellules B et T, les neutrophiles ainsi que sur les monocytes (Lally, Hill et al. 1999). HIyA peut
aussi former des pores dans les bicouches lipidiques et les liposomes en absence de récepteurs
protéiques, méme si ce phénoméne ne se produit que dans certains cas selon la composition
lipidique de la membrane (Ostolaza, Bartolomé et al. 1993). La capacité d’HIlyA a lyser les
érythrocytes chargés en fer diminue grandement en présence de protéines sériques de I'hote
(Bhakdi, Greulich et al. 1989).

Gréce a certaines études, un modéle expliquant le mode de fonctionnement des toxines
RTX dans la pathogenése des tissus infectés a pu étre créé (Figure 9). Dans un premier temps,
les divers types de leucocytes sont recrutés dans la vessie et les reins infectés pour les souches
bactériennes pathogénes. Ensuite, HIyA est produit par les UPEC et forme un gradient de toxines.
A de faibles concentrations en HIyA, la toxine a des effets cytotoxiques sur les cellules exprimant
les intégrines B2, mais n'affecte pas les cellules n'exprimant pas les intégrines Bz. A des
concentrations élevées en HlyA, la toxine produit un effet cytotoxique sur les cellules épithéliales
n'exprimant pas les intégrines .. La perturbation de la barriere épithéliale résultant de cet effet
cytotoxique conduit & une infection accrue (pyélonéphrite et urosepsie). Pour les souches UPEC
colonisant le tractus urinaire et qui exprime HIyA, les leucocytes sont potentiellement les
premieres cellules touchées par la toxine. C’est ainsi que les toxines RTX produisent une attaque

globale des réponses immunitaires innée et adaptative.
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Figure 9 : Modele d'activité cytotoxique de la toxine HlyA dans les tissus infectés (vessie, reins, ...). Adapté de (Ristow,
Tran et al. 2019).

2.3.1.2. EhxA

Une des autres hémolysines bien connue dans la littérature est EhxA. EhxA est codée par
I'opéron ehxCABD se trouvant sur le plasmide de virulence pO157 de 90 kbp de la souche EHEC
0157:H7 et produit une protéine, EhxA de 107 kDa qui possédent une identité de 61% avec HIyA.
EhxA est produite par les isolats EHEC qui provoquent des diarrhées, des colites hémorragiques
ou un syndrome hémolytique et urémique (Karch, Tarr et al. 2005). Comme HIyA, EhxA posséde
aussi un domaine N-terminal hydrophobe qui sert a l'insertion de la toxine dans la membrane des
cellules hotes afin de former des pores. EhxA posséde 2 sites d’acylation qui servent a rendre la
toxine active : Lys550 et Lys675. De plus cette toxine est composée d’'un réseau de 13 répétitions
de nonapeptides, et utilise un SST1 afin d’étre excrétée dans le milieu extracellulaire (Schmidt,
Beutin et al. 1995).

La toxine EhxA de la souche d’'E. coli 0157 :H7 peut étre retrouvé sous forme libre ou liée
avec les vésicules de la membrane externe (OMV) indépendamment de I'acylation de la toxine,
la forme liée a FOMV étant la plus commune (Aldick, Bielaszewska et al. 2009). Cette fixation de
la toxine EhxA se fait par la grande affinité de cette derniére avec les OMV. De facon générale,
quand EhxA est sous forme libre elle lyse les cellules cibles en formant des pores dans la

membrane. Cependant quand EhxA se trouve sous forme liée a TOMV, la toxine est internalisée
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induisant des dommages aux mitochondries ce qui ameéne a 'apoptose (Bielaszewska, Aldick et
al. 2014). Le fait d’induire I'apoptose des cellules au lieu de les lyser est que de ce fait, il n’y a pas
de sécrétion d'lL-1B des macrophages, ainsi il n'y a pas d’'inflammation dans la cellule héte ce qui
aide a la virulence des EHEC (Kesty, Mason et al. 2004).

EhxA est capable de lyser les érythrocytes humains et ovins, mais n’est capable de ne
lyser que les lymphocytes bovins. EhxA posséde une forte affinité pour les cellules endothéliales,
epithéliales et microvasculaires intestinales humaines (Aldick, Bielaszewska et al. 2007).
Néanmoins, EhxA posséde 100 fois moins d’affinité et une activité spécifique 40 fois plus faible
pour les érythrocytes que la toxine HIyA, et elle ne posséde qu'une tres faible activité pour les
lignées cellulaires de lymphomes humaines et les érythrocytes humains. EhxA existe sous deux
formes biologiquement actives, I'une comprenant une protéine EhxA libre et soluble et 'autre
associée aux OMV libérées lors de la croissance des souches EHEC. Une fois qu’EhxA est acylé,
il peut ensuite se fixer aux OMV, qui sont internalisées via endocytose afin d’étre stocké dans des
compartiments endo-lysosomaux. Quand le pH diminue dans les endosomes, EhxA se détache
des OMV, s’échappe des lysosomes pour aller cibler les mitochondries (Figure 10). Une fois dans
les mitochondries, EhxA induit une réduction du potentiel de la membrane mitochondriale, ce qui
engendre une libération du cytochrome c dans le cytosol et une activation des caspases 9 et 3
qui conduiront a la mort cellulaire apoptotique (Bielaszewska, Riter et al. 2013). Le potentiel pro-
inflammatoire de EhxA pourrait contribuer a la pathogenése des EHEC par la libération de la
cytokine pro-inflammatoire interleukine-1p a partir de cellules monocytes/macrophages humaines
(Taneike, Zhang et al. 2002).
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Figure 10 : Sécrétion et association de EhxA (EHEC-Hly) avec les OMV (Bielaszewska, Aldick et al. 2014).
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2.3.1.3. TosA

TosA quant a elle, est une autre toxine découverte plus récemment que les autres, mais
qui semble quand méme jouer un réle important dans la pathogenése. TosA (protéine de sécrétion
de type 1 A) est une adhésine, et elle est codée par I'opéron tos. Cet opéron est localisé sur I'flot
de pathogénicité aspV (PAl-aspV), comme chez la souche UPEC CFTQ73, et est présent chez le
quart des souches UPEC (Lloyd, Henderson et al. 2009). L'opéron tosCBDAREF, fait partie du
locus tos et ces génes sont bien conservés parmi les souches UPEC codant également pour tosA.
De plus, les génes régulateurs sont aussi largement conservés chez les UPEC possédant fosA,
suggérant une importance de ces régulateurs dans la fitness, et la structure typique de I'opéron
est représentée par tosRCBDAEF (Engstrom 2016).

TosA est une adhésine non fimbriaire, qui est localisé au niveau de la membrane externe
et permet I'adhérence spécifique aux cellules des voies urinaires supérieures grace a des
récepteurs a la surface de ces cellules (Xicohtencatl-Cortes, Cruz-Cérdova et al. 2019). La plupart
des toxines de la famille des RTX sécretent les toxines dans le milieu extracellulaire, tandis que
les toxines RTX de ce groupe, tout comme les toxines de la couche S, restent associées a la
bactérie. TosA est un facteur de virulence important pour la Iétalité des souches, et a été identifié
pour jouer un réle dans le passage de la toxine de I'appareil urinaire vers le systéme sanguin.
TosA joue également un réle dans la survie cellulaire lors de bactériémie et de I'urosepsie (Vigil,
Wiles et al. 2012).

2.3.1.4. Les toxines des Pasteurellaceae

La plupart des membres de la famille Pasteurellaceae sont des espéces commensales qui
colonisent les muqueuses des!voies respiratoires supérieures, de I'appareil digestif, de la cavité
buccale et du tractus reproductif (Kuhnert, Scholten et al. 2010). Cependant, certaines souches
peuvent étre des pathogenes opportunistes ou peuvent infecter plusieurs espéces. La famille
Pasteurellaceae contient plusieurs espéces qui sécrétent plusieurs types de toxines et
d’hémolysines RTX a activité cytolytique. Parmi celles-13, il y a les toxines d’Actinobacillus sp.
ApxIA, ApxIIA et ApxllIA, et les toxines d’Actinobacillus equuli AgxA (Frey 2011). Les toxines RTX
étant largement répandues parmi les agents pathogénes des bactéries Gram négatives, des
études génétiques suggerent que ce sont les toxines RTX provenant des Pasteurellaceae qui se

sont répandues a d’autres bactéries par transferts horizontaux (Frey 2011, Frey 2019).
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Les toxines RTX Apxl, Apxll et Apxlll jouent un réle prédominant dans la pathogénicité
des souches d’Actinobacillus pleuropneumoniae, qui causent la pleuropneumonie porcine et ces
facteurs sont essentiels a la virulence de ces souches. Les toxines Apxl, ApxIl et ApxIll sont
codées sur les opérons polycistroniques apx/CABD, apxI/ICA et apxIlICABD, respectivement (Frey
2011). Une quatriéeme toxine RTX, ApxIVA, a été découverte et elle est commune et spécifique a
tous les sérotypes d'A. pleuropneumoniae (Schaller, Kuhn et al. 1999). Elle a été caractérisée
comme étant essentielle pour la virulence d’A. pleuropneumoniae et posséde les mémes

propriétés que la protéine RTX, FrpC de Neisseria meningitidis (Osicka, Prochazkova et al. 2004).

Les toxines Apx vont généralement induire de fortes réactions immunologiques chez les
porcs infectés et sont utilisées comme antigenes dans les vaccins pour induire une immunité afin
de protéger les porcs contre la pleuropneumonie porcine. De plus ces toxines Apx sont également
utilisées, de par leurs propriétés antigéniques, afin de réaliser des sérodiagnostics d’'infections a

A. pleuropneumoniae (Kobisch and Van den Bosch 1992).

Pour la cytotoxicité des toxines Apx par exemple, Apxlll est spécifiquement cytotoxique
pour des cellules mononucléées du sang périphérique des porcs et sangliers. La sécrétion des
toxines dépend du sérotype des souches. ApxIlIA et PaxA ne sont pas hémolytiques sur les
erythrocytes, cependant elles démontrent une activité cohémolytique (Kuhnert, Scholten et al.
2010). ApxIlIA posséde en revanche une activité trés forte contre les macrophages. L’activité
cytotoxique de PaxA n’est pas connue, mais toutes les souches virulentes isolées expriment le
géne paxA, tandis que les souches n’ayant pas paxA sont soit des souches commensales ou des
pathogénes opportunistes. Les toxines Apx sont considérées comme des facteurs de virulence
importants, car des études ont montrées que des mutants d’Apxl et Apxll de certains sérotypes
d'Actinobacillus pleuropneumoniae ne causent aucun dommage aux macrophages ni aux

neutrophiles, et ne causent pas de maladies ou Iésions pulmonaires chez des porcs.
! ' !

2.3.2. Les leucotoxines

Les leucotoxines RTX ne semblent étre actives que sur un groupe restreint de cellules de
maniéere spécifigue a une espéce (Henderson, Nair et al. 2003). LktA et LtxA possédent aussi
une activité hémolytique détectable (Balashova, Diaz et al. 2006). LktA qui est produit par M.
haemolytica a une activité cytolytique qui est fortement limitée aux leucocytes et aux plaquettes
des ruminants (Brown, Leite et al. 1997). LtxA qui est produit par A. actinomycetemencomitans

se lie seulement aux leucocytes et granulocytes humains, des hominidés et des cercopithécidés.
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2.3.2.1. LktA et LtxA

LktA joue un role dans la pathogenése de la pasteurellose pneumonique bovine et ovine ,
alors que LtxA est le principal facteur de virulence de la parodontite agressive localisée chez
I'hnomme (Jeyaseelan, Sreevatsan et al. 2002, Fine, Kaplan et al. 2006). Ces deux toxines ont la
capacité d’inhiber la mobilité et la chimiotaxie des neutrophiles, mais également de libérer des
médiateurs inflammatoires des granulocytes et des macrophages, de prévenir la phagocytose par
les cellules polymorphonucléaires et de permettre I'invasion bactérienne du phagosome lors de
sa perturbation. Tous ces effets ont pour conséquence de réduire fortement la réponse
immunitaire des hétes infectés (Balashova, Park et al. 2007). LtxA est par ailleurs capable de
réagir avec la superoxyde dismutase Cu/Zn et protége ainsi la bactérie des espéces réactives de

I'oxygéne produit lors de la réponse inflammatoire de I'héte.

Les leucotoxines RTX cytolytiques sont des protéines de poids moléculaire compris entre
100 et 120 kDa, possédant des domaines structuraux et fonctionnels et sont codées par des
opérons rtx similaires a ceux des hémolysines RTX. LtxA partage une homologie d'acides aminés
de 40 a 50% avec HIyA et LktA. De maniére similaire, les proLktA et proLtxA non-acylés sont
capables de se lier aux cellules cibles sans induire de cytolyse (Balashova, Shah et al. 2009).
Cependant, les proLktA peuvent étre acylés par des acétylases d’autres toxines RTX comme
HIyC, CyaC et LtxC. Il a été également démontré que LktA posseéderait un second site d’acylation
fonctionnellement redondant (Pellett and Welch 1996). Les domaines RTX de liaison au calcium
de LktA et LtxA sont plus courts que ceux d’HIyA et ne contiennent que sept et huit répétitions.
Pour LtxA la reconnaissance des cellules cibles humaines se fait au niveau de la région de
répétitions riche en glycine, tandis que pour LktA la reconnaissance des cellules de ruminants se

fait au niveau de la partie N-terminale de la toxine (Thumbikat, Briggs et al. 2003).

La spécificité de certaines toxines comme LtxA et LktA pour certains hétes spécifiques
suggere que les toxines RTX exercent leurs effets cytotoxiques, protéolytiques ou lipolytiques en
se liant aux récepteurs de la surface cellulaire. |l est connu également que ces toxines possédent
des domaines spécialisés dans la reconnaissance des cellules cibles (Lally, Hill et al. 1999).
L'interaction avec un récepteur cellulaire déclenche un processus en plusieurs étapes qui aboutit
a la mort cellulaire. Bien que les membres de la famille des toxines RTX soient homologues, ils
présentent toujours des tropismes cellulaires distincts. Cela laisse a penser que les RTX comme
les hémolysines et les cytolysines utilisent probablement différents domaines ou stratégies pour

obtenir la formation de pores dans différents types de cellules. En général, les hémolysines RTX
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semblent reposer sur des interactions électrostatiques pour se fixer sur les membranes cellulaires
et certains domaines tels que la région répétée ne semblent pas nécessaires pour la lyse cellulaire
(Welch 2001).

La gamme d'hétes assez étroite des leucotoxines semble étre due a la liaison spécifique
des cellules par les intégrines B2 (Vega, Belinka Jr et al. 2019). LktA ne posséde pas d’activité
cytotoxique pour les neutrophiles souffrant d’'un déficit d’adhérence (NAGAHATA 2004). LtxA
quant a elle interagit avec les antigénes 1 associés aux fonction lymphocytaire ou sur les
intégrines B2, ce qui déclenche des voies de signalisation intracellulaires conduisant a la mort
cellulaire. Le mécanisme de mort cellulaire varie selon le sous-ensemble de cellules immunitaires
(Vega, Belinka Jr et al. 2019).

2.3.2.2. CyaA

La toxine CyaA produite chez de nombreuses Bordetella est composée de 1706 résidus
et est unique parmi les leucotoxines RTX car c’est une toxine bifonctionnelle : cette toxine
posséde une capacité a former des pores comme les autres toxines RTX, mais il y a en plus sur
lextrémité N-terminal, un domaine fonctionnel d’adénylate cyclase (AC) qui permet l'invasion
cellulaire. CyaA est constituée de différents segments : un domaine hydrophobe de formation de
pores comprenant les résidus 500 a 800 (Benz, Maier et al. 1994) ; un domaine d'activation, ou
se produit la palmitoylation post-traductionnelle des résidus de lysine 860 et 983 de CyaA
(Hackett, Walker et al. 1995) ; et un domaine RTX composé de répétitions de nonapeptides, avec
la séquence consensus X(L/I/F)XGGXG(N/D)D (ou X correspond a n’importe quel acide amine)
qui lie le calcium (Bauche, Chenal et al. 2006). CyaA differe des autres toxines par le fait qu’elle
possede des activités cytotoxiques et hémolytiques ainsi que par son assemblage en oligomére
(Knapp and Benz 2020).

Chez CyaA de Bordetella pertussis, la formation de pores par ses toxines se fait grace a
une interaction avec la membrane cellulaire de I'héte via des récepteurs (Lally, Kieba et al. 1997).
CyaA est susceptible de reconnaitre les N-oligosaccharides des récepteurs apparentés aux
intégrines B2 (aM ou CD11b), et la perte de cet attachement des récepteurs induit une perte
d’activité de la toxine. On suppose que la fixation de Ca?* sur CyaA induit la fixation aux récepteurs
B2 (aM ou CD11b) et entraine un endocytose, protégeant ainsi la bactérie du systéme immunitaire
(Bretscher 1992). Les érythrocytes ne possédent pas de récepteurs B2 intégrine, mais étant
donné que les toxines reconnaissent la partie glycosylée des récepteurs, la lyse des globules
rouges est toujours possible puisque ces cellules possédent des récepteurs glycosylés

nécessaires pour la liaison des gangliosides par CyaA (Morova, Osicka et al. 2008). La
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reconnaissance de sucre a la surface des érythrocytes expliquerait donc le manque de spécificité

de la reconnaissance des érythrocytes provenant de différentes espéces (Thomas et al., 2014).

CyaA cible principalement avec une grande efficacité les leucocytes exprimant I'intégrine
aMp2 (CD11b / CD18). Cependant, la toxine peut aussi pénétrer dans d’autres cellules
dépourvues de cette intégrine. Contrairement aux autres toxines RTX, qui pénétrent dans le
cytosol des cellules par les endosomes, CyaA passe directement a travers la membrane
cytoplasmique sans besoin avoir recours a I'endocytose (Basler, Masin et al. 2006). Une fois dans
le cytosol, CyaA se lie a la calmoduline intracellulaire, ce qui catalyse la conversion non controlée
de 'ATP en AMPc. Ceci compromet la signalisation de la protéine kinase A, élimine les fonctions
bactéricides des phagocytes et induit la sécrétion de cytokines immunomodulatrices (Vojtova,
Kamanova et al. 2006). Le déréglement de 'AMPc par CyaA permet également une inhibition de
la phagocytose des cellules de B. pertussis via les récepteurs des neutrophiles (Weingart and
Weiss 2000). Ceci engendre ainsi une perte des capacités chimiotactique et oxydante
nécessaires a l'activité bactéricide des leucocytes, et peut aussi engendre l'apoptose des
macrophages par la perturbation du potentiel de la membrane des mitochondries. CyaA possede
une activité relativement faible comparée a HIlyA, cependant il existe une synergie avec l'activité
invasive de 'adénylate cyclase pour maximiser le potentiel cytotoxique global de CyaA sur les
cellules CD11b (Basler, Masin et al. 2006). CyaA est connu pour avoir de nombreux effets

pathologiques dans un modele d’infection pulmonaire murin.

2.3.3. Les toxines MARTX

Les toxines MARTX sont un groupe de tres grandes toxines qui différent des autres toxines
RTX du fait que ce sont des hybrides uniques sécrétés indépendamment, et de par leurs
structures moléculaires. Lés toxines MARTX sont sécrétées sous forme de polypeptides simples
d’environ 3500 & 5300 acides aminés, qui contiennent des séquenbes répétées riches en glycine
conservées aux extrémités N et C-terminales bordant de multiples domaines effecteurs (Satchell,
Jones et al. 2016). Les séquences répétées riches en glycine sont impliquées dans la formation
de pores dans la membrane plasmique de cellules eucaryotes afin de transloquer les effecteurs
et la cystéine protéase a auto-traitement (CPD) dans la cellule cible. Une fois entrée dans le
cytoplasme, la CPD est activée par liaison de I'nexakisphosphate d'inositol de I'néte (InsP6), puis
auto-clivée pour libérer les domaines effecteurs de la grande holotoxine. Les différents effecteurs
peuvent ensuite traverser la cellule pour cibler les cellules cibles et remplir leurs fonctions
catalytiques (Woida and Satchell 2019).
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Ces toxines sont retrouvées chez Aeromonas hydrophila, Yersinia enterolitica et Yersinia
kristensenii, chez différentes espéces de Vibrio ainsi que chez Proteus mirabilis, Photorhabdus
luminescens et Photorhabdus asymbiotica (Li, Rock et al. 2008). Tous les génes de MARTX de
type rtxA codent pour des protéines de 3212 a 5206 acides aminés. La différence chez ces toxines
se situe sur I'extrémité C-terminale qui posséde une séquence consensus de 18 acides aminés
X(VINXXGXXNX(VINXXGDGXDX (ou X correspond a n’'importe quel acide aminé) et sur la
répétition de nonapeptides qui posséde un autre motif central qui est G-7X-GXXN (Satchell 2007).
Au niveau de [lextrémité N-terminale, les toxines MARTX possédent des répétitions
supplémentaires qui peuvent étre deux séquences consensus différentes. La zone de répétition
riche en glycine de ces toxines fait le quart de la séquence et est responsable de la liaison des
toxines a la surface des cellules eucaryotes et facilite la translocation vers le cytosol. La partie
centrale qui est transloquée dans le cytoplasme de la cellule est composée de différents
domaines, selon le type de toxine (Boardman and Satchell 2004). La toxine MARTX la plus
étudiée est RtxA de V. cholerae, renommé MARTXVc (Satchell 2007). Malgré quelques

exceptions, I'activité biologique et la fonction des toxines MARTX restent inconnues.

Les toxines MARTX de V. cholerae sont généralement composées de deux opérons
divergents : rtxHCA et rixBDE. L'opéron rtxBDE est régulé par un répresseur codé hors du locus
rtx. La toxine MARTX de V. cholerae est capable de s’auto-réguler ainsi que de réduire la réponse
de I'note lors de l'infection. La sécrétion de la toxine MARTXVc dépend également de la phase de
croissance : la toxine est produite et sécrété pendant la phase logarithmique de croissance, puis
la toxine est dégradée par les protéases sécrétées pendant la phase stationnaire (Woida and
Satchell 2020). De plus, les toxines MARTX sont sécrétées par des SST1 qui sont différents de
ceux utilisés généralement. Ces SST1 atypiques sont régulés par la phase de croissance de la
bactérie exprimant MARTX. MARTXV¢ est une protéine de 4545 acides aminés, avec une taille
de 485 kDa (Lin, Fullner et al. 1999). MARTVc ne peut cependant pas perturber l'intégrité de la
membrane ou causer la mort cellulaire, mais contribue a la gravité des réponses inflammatoires
en induisant une altération de perméabilité des jonctions serrées paracellulaires. Ceci engendre
un arrondissement et une dépolymérisation des cellules du cytosquelette d’actine sans avoir

d’'impact sur la viabilité de ces cellules (Cordero, Kudryashov et al. 2006).

MARTXVy de V. vulnificus, quant a elle, est une protéine de 5206 acides aminés codée
par le gene rtxA1 et est 'un des facteurs de virulence les plus important pour la pathogéne (Lee,
Kim et al. 2007). La toxine MARTXVy est une toxine composite possédant 5 domaines effecteurs

en plus des séquences répétées. La séquence d'acide aminé de MARTXVy posséde une
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homologie de 80-90% avec MARTXVc, mais ne posséde pas d’ACD et donc il n'y a pas de
réticulation de l'actine, mais posséde le domaine CPD. MARTXVy est capable de rompre les
membranes, présente une activité cytolytique et est trés importante pour la virulence de la souche
(Lee, Kim et al. 2007). La toxine MARTXVv possedent des effets cytotoxiques et cytopathiques
sur les cellules eucaryotes, et engendre la nécrose, I'apoptose, l'induction d'espéces réactives de

l'oxygéne, ainsi que la dépolymérisation de I'actine (Kim, Gavin et al. 2015).

2.4. Systéme de sécrétion de type 1

L’enveloppe des bactéries a Gram négatives est composée d’une membrane interne et
d’une membrane externe, séparées par un espace périplasmique (Buchanan 2001). Les protéines
transmembranaires de la membrane interne supportent le transport de nutriments, la translocation
de protéines et fournissent I'énergie a la bactérie. La membrane interne quant a elle, présente
une bicouche lipidique asymétrique composée de lipopolysaccharides reliées grace a du
peptidoglycane, permet le transport de nutriments a l'intérieur de la cellule ou encore I'export de
déchets cellulaire. La membrane externe est imperméable aux molécules d’'une taille supérieure
a 600 Da, ce qui permet de protéger la bactérie de molécules nuisibles de I'extérieur de la cellule
(Buchanan 2001).

Les SST1 sont présents chez un grand nombre de bactéries Gram négatives
commensales ou pathogénes. Ces systémes permettent le transport de substrats grace a un
processus en une étape a travers les membranes bactériennes (Thomas, Holland et al. 2014). Le
systéme de sécrétion de type 1 dépendant du transporteur ABC, mais généralement indépendant
du systeme Sec, présente quelques singularités dont sa simplicité comparée a d’autres systemes
de sécrétion, qui exporte de petites molécules comme des antibiotiques et des toxines hors de la
cellule bactéri@nne (Holland 2004, Symmons, Bokma et al. 2009). Certaipes bactéries possedent
plusieurs SST1 qui sont spécifiques au transport d'un ou plusieurs substr’ats qui peuvent étre des
lipases, des protéases, des adhésines ou encore des toxines RTX. Les substrats du SST1
contiennent généralement une séquence signal au niveau de la queue C-terminale qui est

reconnue par le SST1.

Les SST1 sont composés des 3 composants essentiels : une protéine de transport ABC
au niveau de la membrane interne, une protéine de fusion membranaire (MFP) qui passe a travers
la membrane interne et qui va jusqu’au facteur de membrane externe (OMF) au niveau de la
membrane externe (Thomas, Holland et al. 2014). Le transporteur ABC sert a catalyser 'ATP pour

énergiser le transport du substrat a travers le SST1 et il permet la reconnaissance du substrat. Le
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MFP s’associe au transporteur ABC au niveau de la membrane interne mais aussi avec le OMF
dans le périplasme, et I'extrémité N-terminale du MFP rentre en compte pour la sélection du
substrat (Lee, Jun et al. 2012). L'OMF quant a lui est utile pour le transport du substrat dans le
milieu extracellulaire car il permet de générer des pores au niveau de la membrane externe. Les
SST1 sont aussi connus pour leur dépendance a la protéine TolC qui participe a exporter le
substrat. Ce systéme est ainsi indirectement Sec-dépendant, car les précurseurs de TolC sont

exportés au périplasme par un systéme de sécrétion Sec-dépendant (Delepelaire 2004).

Parmi les transporteurs ABC, il existe 3 différents groupes en fonction de leurs séquences
N-terminales (Kanonenberg, Schwarz et al. 2013). Une des classes possede un domaine de la
peptidase C39, qui appartient a la famille de la papaine, qui est nécessaire a la reconnaissance
et au clivage des extrémités N-terminales des substrats. Un des exemples de cette classe de
transporteur ABC est CvaB responsable de la sécrétion de la colicine V d’E. coli (Wu and Tai
2004). La deuxieme classe de transporteurs ABC posséde quant a elle un domaine similaire a la
peptidase C39 qui est dépourvu d’activité protéolytique (CLD). Ce dernier est beaucoup plus
grand que ceux de la premiére classe et possede généralement des motifs RTX. Ces motifs RTX
peuvent se lier au calcium de maniere uniquement extracellulaire et favorisent le repliement des
substrats et permettent aux substrats de rester dépliés a l'intérieur des cellules (Linhartova,
Bumba et al. 2010). La troisieme classe de transporteurs ABC ne contient pas de séquence
supplémentaire au niveau du domaine N-terminal, les substrats de cette classe sont généralement
plus petits que ceux de la classe CLD et peuvent posséder ou non des motifs RTX. Leur spécificité
cependant est la présence de signaux de sécrétion au niveau des extrémités C-terminales
(Delepelaire 2004).

2.4.1. Transporteurs ABC

i [}

Les transporteurs ABC comprennent 4 domaines centraux qui sont géﬁéralement
constitués de différents polypeptides pour chaque domaine (Higgins, Hiles et al. 1986). Dans le
cas éventuel ol l'un des domaines est endommagé ou absent, un des domaines restants
compensera en agissant comme un homodimére (Davidson and Nikaido 1991). Les deux
domaines transmembranaires (TMD) couvrent la membrane de multiples fois grace a des hélices
a, et il existe en général 6 hélices transmembranaires par domaine. Certaines des hélices
couvrant la membrane ne sont pas essentielles pour la fonction du transporteur, mais peuvent
cependant contribuer a d’'autres fonctions auxiliaires comme l'insertion ou la régulation de la

membrane. Les TMD déterminent la spécificité des transporteurs grace aux sites de liaison au
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substrat et forment des pores par lesquels les solutés peuvent transiter entre les cellules. Les
deux autres domaines sont des domaines de liaison aux nucléotides (NBD), qui sont hydrophiles
et s’associent a la membrane interne, qui permettent 'nydrolyse de 'ATP avec l'aide du cofacteur
Mg?* et qui sont importants pour la différenciation des différentes familles (Higgins, Hiles et al.
1986).

Pour un grand nombre de transporteurs ABC, des domaines auxiliaires ont diverses
fonctions. Les protéines de liaison périplasmiques (PBP) se lient a leur substrat dans le milieu
extracellulaire et permettent de 'amener jusqu’au complexe de transport situé sur la membrane
externe. Chez les bactéries Gram positives qui ne possédent pas de membrane externe, il existe
des équivalents a ces protéines qui sont ancrés a I'extérieur de la cellule via des liaisons a des
groupes lipidiques (Perego, Higgins et al. 1991). Les PBP conférent une forte affinité et spécificité
comparée aux autres transporteurs qui en sont dépourvus. La structure globale des transporteurs
ABC est encore inconnue, quoique les structures de certains domaines aient été caractérisées
(Figure 11).

De facon générale, les TMD forment un anneau dans la membrane, qui provoque une
ouverture vers le milieu extracellulaire, mais en restant fermé au niveau de la face cytoplasmique.
Les NBD se situent quant a eux sur la membrane cytoplasmique en juxtaposition étroite avec les
domaines membranaires. Cette structure a été proposée comme architecture générale des
transporteurs ABC en adéquation avec des données biochimiques et génétiques. La structure
differe des autres ATPases a translocation membranaire (comme la F1Fo ATPase) de deux fagons
distinctes : les TMD forment un pore large au niveau de la membrane, en corrélation avec le fait
que les transporteurs ABC sont connus pour transporter des substrats volumineux, comparément
aux hélices a qui sont extrémement compactes. De plus, les NBD chez les transporteurs ABC se
retrouvent en association avec les TMD, alors que pour les ATPases a translocation membranaire
ces derniers sont separes, méme si cette observation n’ a pas de conséquence connue pour
linstant. Par ailleurs, les données structurelles ont des implications sur les mécanismes de
transport, mais l'absence d'une structure précise des TMD limite la compréhension du

fonctionnement des transporteurs ABC.
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Figure 11 : Structure des transporteurs ABC. Adapté de (Cuthbertson, Kos et al. 2010).

2.4.2. TolC

La protéine TolC est aussi impliquée dans les SST1. TolC une protéine de 55 kDa qui
permet de jouer le réle de pompe d’efflux pour I'export de protéines de grandes tailles comme les
toxines ou les enzymes. Elle permet également I'export de molécules nuisibles tels les
antibiotiques, des solvants organiques et des détergents. TolC permet grace a l'aide d’'une
translocase de membrane interne, une ATPase et d’'une protéine « adaptatrice », I'export tout en
evitant le périplasme (Koronakis, Li et al. 1997). TolC est un cylindre homotrimerique creux effilé
d'une longueur de 140 angstréms, composé d’'un tonneau B de membrane externe de 40
angstréms (domaine du canal) qui est fixé a un long tonneau de a hélices situé dans I'espace
périplasmique (domaine du tunnel). Un troisiéme domaine composé d’'un complexe de structures
o/ forme une ceinture a I'équateur du tunﬁel. TolC est un baril a 12 brins. Chacun des trois
monomeres fournit quatre brins B-antiparalleles et quatre brins a-antiparalléles (deux hélices
continues longues et deux paires d'hélices plus courtes) pour former respectivement les domaines

« canal » et « tunnel » (Figure 12) (Koronakis, Eswaran et al. 2004).

Bien que les tonneaux B soient généralement des protéines de la membrane externe, le
domaine canal de la protéine TolC est unique en ce sens que le trimére forme un seul grand
tonneau 3 (Koebnik, Locher et al. 2000). Le tonneau 3 de la membrane externe de TolC est ouvert
de maniére constitutive au milieu extérieur, car il lui manque la boucle repliée qui resserre les

tonneaux B, comme ceux présents chez OmpA (Saint, Lou et al. 1996). Cependant, la
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caractéristique la plus distinctive de TolC est le tunnel périplasmique qui est un tonneau a
composé de 12 hélices a antiparalleles (4 pour chaque monomeére). Ce tonneau a est stabilisé
par enchevétrement de chaines latérales et posséde également deux hélices voisines. Dans la
moitié supérieure, les hélices a sont sous-enroulées tandis que dans la moitié inférieure, les
hélices voisines forment 6 paires de bobines enroulées a deux brins. A I'extrémité périplasmique,
une bobine de chaque monomeére se replie vers l'intérieur, resserrant le tunnel et ne permettant
pas le passage d'ions ou de protéines. Le tunnel est consolidé par des liaisons d’hydrogene entre
les hélices a, et des ponts salins formés au niveau des monomeres pouvant jouer un réle dans la
trimérisation. TolC peut aider a maintenir l'intégrité de la membrane externe, importer certaines

colicines, ainsi que servir de récepteur pour certains phages (Delepelaire 2004).

Domaine
de canal

40 A

Domaine
équatorial

100 A

Domaine
de tunnel

Figure 12 : Vue d'ensemble de la structure de TolC. Adapié de (Hotz 2008).
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3. Hypothéses et objectifs

Escherichia coli est une bactérie commensale qui colonise lintestin et fait partie du microbiote
normal chez les humains. Cependant, certaines souches ont la capacité de causer des infections
entériques et des infections extra-intestinales telles que les infections urinaires, la septicémie et
la méningite. Ces souches sont dites EXPEC (Extra-intestinal Pathogenic E. coli). Parmi ces
ExXPEC, on peut trouver différents types de souches comme les UPEC ou APEC en fonction des
organes ou organismes atteints. Les souches d’E. coli uropathogénes causent prés de 90% des
infections urinaires communautaires et plus de 50% des infections urinaires chez les patients en
hépital. Ces souches pathogénes possedent plusieurs mécanismes de virulence et un de ces
mécanismes est la production de toxines. Un nouveau systéme de toxine de type RTX a été
identifié, dans le laboratoire du professeur C. Dozois, sur un plasmide de type ColV chez une
souche d'Escherichia coli qui a été isolée d'une dindonneau de 4 jours. La caractéristique de cette
souche d’APEC est qu'elle ne posséde pas le géne de l'aérobactine, qui est un facteur de
virulence important chez ces souches. La souche étant tout aussi virulente que celles possédant
'aérobactine, 'hypothése a été que ce nouveau systéme de RTX présent sur ce plasmide ColV
(PEC598) est responsable de la virulence chez cette souche APEC. Le systéme a été nommé Prt.
Ainsi la caractérisation de ce nouveau systéme de toxine RTX est importante afin de mieux
comprendre les mécanismes régissant les facteurs de virulences de ces bactéries. Cette étude
vise a améliorer la compréhension de cette toxine RTX dans le but d’éventuellement en faire une

cible thérapeutique pour limiter I'utilisation d’antibiotiques.

Les toxines de la famille des RTX peuvent s’organiser génétiquement de différentes fagons
possibles. Il existe différents types de toxines RTX qui peuvent avoir des activités cytotoxiques ou
cytolytiques ainsi que cibler différents types de cellules (érythrocytes, macrophages, ...) ce qui
induit une Iibérgtion du contenu de ces cellules cibles. Des études préliminaires ont montré une
lyse des érythrocytes sur gélose au sang démontrant ainsi une activité hémolytique. L'un des
objectifs a donc été de caractériser génétiquement I'agencement et la similarité avec des toxines
RTX connues de ce nouveau systéeme RTX. Pour ce faire, les séquences protéiques des codées
par les genes prtCABD ont été obtenues afin de pouvoir étre comparées avec d’autres séquences
de RTX connues afin de déterminer sil'on avait bien affaire a une nouvelle protéine RTX. Un autre
objectif a été de déterminer si cette nouvelle toxine RTX possede une spécificité d’héte ou bien si
elle avait la capacité de cibler une large gamme de cellules. Les études préliminaires montrant
une activité hémolytique sur gélose au sang, plusieurs tests ont éte réalisés afin de déterminer si

une activité hémolytique sur du sang de différents animaux pouvait étre retrouvée. Enfin le dernier
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objectif a été de caractériser I'importance ou non de cette nouvelle toxine lors d’infection de
poussins et de souris. Cet objectif a été réalisé en infectant des modeéles de poussin avec des
souches pathogénes d’E. coli possédant le plasmide pEC598, des mutants de I'opéron prtCABD
ainsi que les souches mutées complémentées de cet opéron afin de voir I'importance dans
l'infection de cette nouvelle toxine.
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4. Matériels et Méthodes

Cette partie est un résumé, les détails manquants seront présentés au sein de l'article en partie
5.

4.1. Souches bactériennes, milieux et conditions de croissance

Les bactéries ont été cultivées de routine en milieu LB, aussi bien en bouillon que sur milieu
gélosé, contenant 1,5 % d’Agar. Ce milieu riche est composé d’extrait de levures et de peptone,
un hydrolysat de protéines, il a été préparé selon les instructions du fabricant (Alpha Biosciences,
Baltimore, MD, E.-U.). Des géloses contenant 5% de sang de mouton dans du TSA (VWR,

Radnor, PA, USA) ont été utilisées pour constater les phénotypes hémolytiques.

Dans certains cas, des antibiotiques ont été ajoutés a des fins de sélection ou bien de
conservation de plasmides, présentés dans le tableau Il ci-dessous. L’ampicilline est utilisée a
une concentration de 100 pg/mL, 30 ug/mL pour le chloramphénicol, la gentamicine a hauteur de

15 pg/mL et la kanamycine a 50 pg/mL.

Les souches utilisées lors des expériences sont présentées au Tableau Il et les amorces utilisées
lors des clonages ainsi que les sites de restriction présents et la séquence des amorces se

trouvent au Tableau llI.

Tableau Il : Liste des souches utilisees ainsi que leur résistance aux antibiotiques
Code inventaire Caractéristiques Références
~ pGPTn7Cm ' pGP-Tn7-FRT:Cm  (Crépin, Harel etal. 2012)
' plJ258 '~ pST76K tnsABCD (Crépin, Harel et al. 2012)
! (transposase Tn7) !
plJ360 plJ258 + Km (Crépin, Harel et al. 2012)
plJ361 plJ258 + Cm (Crépin, Harel et al. 2012)
plJ479 pUCM-T prtCABD ' Cette étude
plJ489 plJ479 AprtC Cette étude
plJ490 plJ479 AprtA Cette étude
plJ491 plJ479 AprtB Cette étude
plJ492 plJ479 AprtD Cette étude
plJ521 pGP-Tn7-Gm prtCABD (Crépin, Harel et al. 2012)
QT3696 QT598 WT (Marc and Dho-Moulin 1996)
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QT4707

QT4430

QT667
QT4737

- Qrs1e1

QT5162

- QT5163

QT5164
QT4929

QT4692

QT5160
QT4845
QT5169

QT5168

QT3707

QT3864

QT4039

QT4211

QT4248

QT4378

QT4553

QT4554

QT4558

QT4663

QT598 AHN-S
DH5-a hlyCABD
- BL21
BL21 plJ479
BL21 plJ489
BL21 plJ490
BL21 plJ491
BL21 plJ492
~ CH138WT
CH138 pEC598 AiucD
~ CH138 pEC598 AiucD Aprt
CH138 pEC598 AiucD ARU

Tn7-prtCABD
CH138 pEC598 AiucD ARU
att-Tn7-prtCABD
Souche clinique criblée pour la

presence de prtA

Cette étude
Cette étude

(Jeong, Barbe et al

Cette étude

~ Cette étude

Cette étude

. 2009)

Cette étude

Cette étude

" (Johnson, Kariyawasam et al.

' CH138 pEC598 AiucD Aprt att-

Souche clinique criblée pour la |

presence de prtA
Souche clinique criblée pour la

presence de prtA

. Souche clinique criblée pour la

presence de prtA
Souche clinique criblée pour la
presence de prtA
Souche clinique criblée pour la
presence de prtA
Souche clinique criblée pour la
presence de prtA
Souche clinique criblée pour la

presence de prtA

Souche clinique criblée pour la

presence de prtA
X7213 DAP- plJ521

2007)

Cette étude

Cette étude
Cette étude
Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude
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Tableau Il : Liste des amorces utilisées

Amorce

CMD 100
CMD 101

CMD 392

CMD 393

CMD 1072
CMD 1103
CMD 1104

CMD 1152
CMD1153

CMD 1297

CMD 1789
CMD 1790

CMD 1804
CMD 1805
CMD 1903

- CMD 1904

CMD 1905

CMD 1906
CMD 1907
CMD 1908
CMD 1909

CMD 1910

Caractéristiques

~ tsh criblage sens

~ tsh cribiége anti- |

sens
~ rpoD sens qRT-
PCR
rpoD anti-sens
gRT-PCR
glmS_Tn7 sens
tnsC criblage sens
tnsC criblage anti-

sens

| tus sens dRT—PCR

tus anti-sens qRT-
PCR
Cassette

gentamycine sens

' prtA criblage sens

prtA criblage
antisens
prt criblage sens
prt criblage anti-
sens
AprtC sens

AprtC anti-sens

AprtA sens

AprtA anti-sens
AprtB sens
AprtB anti-sens
AprtD sens

AprtD anti-sens

Site de

restriction
N/A
N/A

N/A

N/A

N/A
N/A
N/A

N/A
N/A

N/A

N/A
N/A

N/A
N/A

Spel
Spel

Spel

Spel
Spel
Spel
Spel

Spel

Séquence 5’ 2 3’

'AGT CAG GGG GAT GCA CAGAAA

GCC TCGA AGC GAA AGT TET GCG TAT

TCG CGG GTA ACG TCG AAC TGT TTA

| CAC CAA TCT TCT ACA CCG T CGC

AAC GCA AAG ATG CGC TGT TAT CGG
‘AGT TCT GAC ACT ACC GTT TCG CCT

CGA TAA CCT TTC GCA AGC AGC GTT

- GGC AAA TGA CGA TGC ACC CAT TCA

TAA GAC ATT CAT CGC GCT TG

AGG GCA GCA TCA CTC TGA AC
GAA TGT GGT CGT GTC CAT CG

GCAAAA GAT.-GCT ATC GECGIG
CGT TTC ACT GGC TAC GTT CAG

ACA AGA CTA GTC ACA GAATTT CAT
GCA GGT AAG GTC G

TGA AGA CTA GTA CAT CCC CAA AGC
CAG GCG G

GCT TCA CTA GTT CCG AAG TCG ACA
AGC CCC AG

CCC AGA CTA GTC GCT GCG AGC GCC
AAA TCT TTC

ATC GGA CTA GTA CCG TGA GGA TGG
CTG ACC G

ATA CTA CTA CTG CAT GAC CAG CGC
AGA AAG TGC

AAT CAA CTA GTT CCC GTA GCC GTT
TGG GAG C

AAT CAA CTA GTT CCC GTA GCC GTT
TGG GAG C



CMD 1911 AprtCABD sens | Spel AGGCCTGGCTGCATGTTGAAAAATAAAAC
TATTTAAATTTTACGTATATGGTGTAGGCT

A GGAGCTGCTTC
CMD 1912  AprtCABD antisens Spel TTTGTTGGCTACTCCCGACATAGCAAGAA
' TAACGTTCAGTCATGCTCTCATGGGAATT
o S | ACCATGGTCC :
CMD 1941 = ApriCcriblage N/A GCG CCT TGC CAT CCT GTC AC
CMD 1942 AprtD criblage ~ NA ' CGA TAC CAT GCA AGT AAC CGT GAC
B | . GAG
CMD 2519  prtA sens qRT-PCR N/A GAC GCC CAC TTC AGA ATC AC
CMD 2520  prtA anti-sens qRT- | N/A ' ATC GGC AAT CGT GCT GGT AT

PCR

4.2. Obtention des mutants

Les mutants des génes individuels de 'opéron prtCABD furent obtenus par PCR inverse. A partir
du plasmide pUCm-T, des amorces avec des sites de restriction reconnaissant les extrémités du
gene qu'il faut enlever servirent pour une amplification PCR en utilisant la polymérase fidele Q5
(NEB, New England, Biolabs), suivit d'une digestion, ligation et transformation, permettant
d’enlever le gene et de garder le reste du systeme. Un criblage par PCR en observant un
changement de taille entre le plasmide encodant les quatre génes du systéme et celui ayant une

délétion pour un des quatre génes servit de confirmation de la délétion du gene.

La méthode de (Datsenko and Wanner 2000), basée sur le remplacement du géne, ou des genes
dans ce cas-ci, par une cassette de résistance a un antibiotique, permit la mutation de I'opéron
dans la souche sauvage QT598 et la souche APEC CH138. Le plasmide pKD3, codant une
cassette de résistance au chloramphénicol, servit de matrice pour 'amplification PCR avec des
amorces, dont les extrémités 3’ sont homologues ‘aux séquences retrouvées a coté des génes
cibles, et la recombinase A Red produite par le plasmide pKD46 permirent de faire la
recombinaison homologue. La sélection se fit sur milieu LB avec 30ug/ml de chloramphénicol a

37°C afin de perdre le plasmide pKD46 qui est thermosensible.

4.3. Précipitation des protéines au sulfate d’ammonium et migration sur gel

Pour visualiser les protéines du surnageant, 5 millilitres de LB furent inoculés par une culture O/N,

puis incubés 3h a 37°C. Cette culture fut ensuite centrifugée 15 minutes a 4000 rpm. Le
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surnageant fut récupéré et du sulfate d’ammonium fut ajouté (pourcentage de saturation
ammonium = 70) et fut ensuite incubés 1h a 4°C. Les échantillons furent centrifugés a 12000 rpm
pendant 30 minutes a 4°C et le surnageant fut jetée. Le culot fut suspendu dans 100 pL de TE pH
8 et 50 pL de tampon de chargement 3X (bleu de bromophénol 0,02% - xyléne cyanol 0,02% -
glycérol 3% - tampon TBE), et le tout chauffé pendant 5 minutes dans un bain a 100°C, derniere
étape de préparation de I'échantillon pour la migration sur gel de polyacrylamide et coloration au

bleu de Coomassie ou Western Blot.

4.4. Western Blot

SDS-PAGE et Western blot ont été réalisés selon les protocoles standard (Kurien and Scofield
2006). Les protéines ont été separées par SDS-PAGE a 12%, transférées sur des membranes de
nitrocellulose, sondées par l'anticorps monoclonal anti-PrtA obtenu a partir de sérum de lapon
immunisé a l'aide de PrtA purifiée (NEP, New England, Peptide) (a une dilution de 1 : 3000) et
révélée par un anticorps secondaire chévre anti-lapin conjugué a la peroxydase (1 : 3000) en
utilisant le systéme de détection par chimiluminescence (SuperSignal™, Rockford, USA,

ThermoScientific).

4.5, Test d’hémolyse sur gélose sang

Des géloses 5% de sang de moutons, des géloses 5% de sang de poulet, et des géloses 5% de
sang de dinde auxquelles on rajouta les antibiotiques appropriés et 10 mM de calcium furent
inoculées a partir d’'une colonie se trouvant sur gélose LB avec antibiotique a 37°C pendant 18

heures.

Les géloses de sang d’humains furent préparées en ajoutant 5% de sang humain, 10 mM de
calcium et les antibiotiques appropriés a du milieu gélosé TSA. Une fois solidifiées, les géloses

furent inoculées avec les souches a tester.

4.6. Test d’hémolyse en liquide

Les différents types de sang d’animaux et d’humains utilisés pour ces tests proviennent de 'INRS-
IAF ou des fournisseurs (Hemostat Lab). La solution de sang d’abord dut étre ajustée a 1% en
erythrocytes afin de pouvoir calculer le pourcentage d’hémolyse selon (Harshman, Sugg et al.
1988). Cette étape consista a ajouter 0.5 mL de sang a 3.5 mL d’eau, suivit d’'une centrifugation

et de la lecture de la densité optique du surnageant a 545 nm. La valeur obtenue doit se situer a
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0.30 = 0.02 car celle-ci simule une lyse de 50% des érythrocytes présents et permet de calculer
le pourcentage en érythrocytes des échantillons de sang. Si la densité optique ne se situe pas

dans cette zone, il est nécessaire d’ajuster en conséquence.

Il faut ensuite ajuster la quantité de bactéries de cultures a DOgoo de 0.8 afin d’avoir une
concentration de 2x107 bactéries/mL. Cent uL de la solution sanguine de 2% qui a été ajusté par
ajout de saline + 10 mM de Ca?* furent ajoutés a 100 uL de la solution bactérienne afin d’obtenir
une solution sanguine finale de 1%, et le tout incubé dans a 37°C pendant 4 heures. Le
surnageant fut récolté aprés une centrifugation de 5 minutes a 500 x g et sa densité optique

mesurée a 545 nm. Ce protocole fut modifié de celui déja publié (Harshman, Sugg et al. 1988).

4.7. Extraction d’ARN et gRT-PCR

4.7.1. Extraction de ’ARN

Les échantillons de poumon, de rate et de foie ont été placés dans 1 ml de Trizol (Invitrogen) dans
un tube a bouchon vissé de 2 mL. Les tissus ont été lysés grace au Tissue Tearor pendant 1 a 2
minutes a la vitesse 20. Aprés centrifugation pendant 5 minutes a 3 500 rpm, la phase aqueuse a
été recueillie et traitée pour l'extraction de I'ARN grace au kit Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo
Research, USA). L'ARN de la phase aqueuse a été précipité avec 1 mL d'éthanol (95-100%). Les
échantillons ont ensuite été traités par la DNase | puis incubés 15 min a 37°C. L'ARN a enfin été

remis en suspension dans 40uL d'eau sans DNase/RNase.

L'ARN a également été extrait de bactéries cultivées en phase stationnaire (culture de 18 h) dans
du LB a 37 ° C avec agitation. Un tufal de 500 pL de culture a été transfére dans un tube eppen-dorf
(Frogga Bio) contenant du RNA Protect (Qiagen). Les bactéries ont été culotées par centr'iﬂ,vrgegtion
10 min a 5000 g. Les parois bacieriennes ont éte detruites par ajout de TE lyzosyme a 0,4 mg/mL
et les bactéries ont été lysées par addition d’un tampon de lyse. Les lysats bactériens ont ensuite
été placés dans des EZ-10 Spin Column, puis lavés a l'aide d’'une Solution RPE (QIAGEN). Pour
chaque échantillon, 'ADN contaminant a été éliminé en utilisant des colonnes RNeasy (QIAGEN)
et un traitement sur colonne DNasel (QIAGEN). L'ARN a finalement été élué dans 50 pl d'eau

exempte de nucléase et quantifié a I'aide d’'un Spectrophotométre NanoDrop ND-1000.

4.7.2. Synthése de 'ADNc
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L'ARN a été converti en ADNc en utilisant la transcriptase inverse Superscript RT Il (Invitrogen)
et un mélange d'amorces spécifiques des genes rpoD, tus et prt (2 pmoles de chaque amorce par
20 pL de réaction). La réaction de transcription inverse a été préparée en utilisant 2 yL d'ARN
(100 ng pour I'ARN de bactéries cultivées in vitro) et incubée 5 minutes a 65°C, puis un volume
réactionnel de 20 pl a été préparé selon les instructions du fabricant. La préparation a ensuite été
incubée 15 minutes a 42°C puis 5 s a 85°C. Trois réactions de RT indépendantes ont été réalisées

pour chaque échantillon.

4.7.3. PCR quantitative

La PCR quantitative a été réalisée a l'aide d'un thermocycleur gPCR Rotor-Gene 3000 (Corbett
Research) et de mélanges de Tip Green gPCR Supermix (TransStart) dans un volume réactionnel
de 20 ul. Deux microlitres d'/ADNc ont été utilisés dans chaque réaction. Les amorces utilisées
sont données dans le tableau 2. Les paramétres de cyclage étaient les suivants : 30 sa 94 ° C
suivis de 40 cycles de 5sa 95 ° C et 30 s a 60 ° C. Des réactions gPCR de témoin négatif ont

été réalisées en utilisant de 'eau.

4.8. Infection de modéle aviaire

Le protocole animal utilisé fut approuvé par le comité éthique de I'INRS-IAF et se base sur le
protocole animal décrit par (Caza, Lépine et al. 2008). L’infection des poussins de 3 semaines fut
effectuée en utilisant les souches CH138 sauvage, CH138 pEC598 ; CH138 pEC598 Aprt;
CH138 pEC598 Aprt prt'; CH138 pEC598 ARU; CH138 pEC598 ARU prt*. Une premiére
préculture O/N de 5 ml de LB avec antibiotiques a 37°C a été inoculée a partir d’'une colonie sur
gélose fraiche. Ensuite, une seconde préculture de LB avec antibiotiques a été inoculée pendant
6h a 37°C. Un volume de 100 pyL de la deuxieme préculture fut ajouté a 10 mL de BHI, puis
congelé a -80°C. Un échantillon fut prélevé et des dilutions furent étalées sur gélose MacConkey
afin d’effectuer un décompte bactérien pour s’assurer de la concentration bactérienne pour ajuster

la concentration de I'inoculum.

Les poussins regurent I'inoculum de 100 uL, I'équivalent de 2x10” & 5x107 bactéries, directement
dans le sac aérien gauche. L'infection dura 48 heures. Les poussins furent euthanasiés par COz,
le sang fut récupéré a 6, 24 et 48h et le poumon, la rate et le foie furent récupérés et broyés dans
un tampon de BSG (1.5 M de NaCl, 20 mM de KH2PO4, 50 mM de Na;HPO, et 0.1% de gélatine)
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d’'un volume équivalent a 2 fois la masse de l'organe, de dilution et d’étalement sur gélose
MacConkey. Les géloses furent incubées a 37°C pour la nuit afin d’effectuer un décompte
bactérien le lendemain. Un test t de Mann-Whitney servit de tests statistiques pour I'analyse des
résultats des infections chez les poussins (test statistique effectué a partir du logiciel GraphPad

Prism version 7.0 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com).
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5. Article

Les co-auteurs Amélie Garénaux, Ségoléne Maris, Charlene Herscher et Noémie Fessy ont
participées lors de la découverte et du criblage du systeme, et de la détermination de I'abondance
du géne prtA chez des isolats cliniques d’'E. coli et de la détermination de 'organisation en opéron
de prtCABD.

Les co-auteurs Hicham Bessaiah, Hajer Habouria et Pravil Pokharel ont aidés dans la réalisation

des infections de poussins mais pas de la traite des données.

Le co-auteur Joseph Saoud a réalisé I'expérience sur I'effet cytopathique de PrtA sur les cellules

de fibroblastes aviaire et de macrophages humains (avec l'aide de Sébastien Houle).

Toutes les autres expériences ainsi que la totalité de I'écriture de cet article ont été réaliseées par
mes soins ainsi qu'avec l'aide de Sébastien Houle, I'assistant de recherche du laboratoire et mon
directeur le Professeur Charles M. Dozois, qui m'ont accompagné tout au long de ma Maitrise et

des expériences.
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ABSTRACT :

Escherichia coli is a commensal bacterium and member of the normal microbiota in humans and
other animals. However, some strains are pathogenic and produce virulence factors that
contribute to enteric or extra-intestinal infections. A novel genetic region on a Colicin V (ColV)
plasmid containing genes predicted to encode a new RTX toxin was identified in an extra-intestinal
pathogenic E. coli O1:K1 strain (QT598). The system was named Prt (Pre-repeats containing RTX
toxin). These toxins are pore-forming and often demonstrating hemolytic activity. Although QT598
is not hemolytic on blood agar plates, when expressed on a plasmid, Prt showed hemolytic activity
on erythrocytes from different species and cytolytic effects on avian fibroblasts and human
macrophage, bladder and kidney cells. The prt genes were present in 2% of APEC and 0.9% of
UPEC strains tested. This new RTX toxin is distinct from the known RTX systems in E. coli. Also,
Prt protein sequence did not show any strong similarity with the know RTX systems in E. coli but
was rather closer of RTX systems from the Pasteurellaceae family. The role of the Prt toxin for
virulence of EXPEC strains was also tested in a chicken infection model. This was done by
comparing virulence of APEC O1:K1 strain CH138 containing the ColV plasmid from strain QT598
with or without deletion of the prtCABD genes. Loss of prtCABD showed higher survival rates
during the 48h of the infection whereas presence of prtCABD demonstrated 50% of lethality in
chicks. Loss of prtCABD significantly reduced colonization in the lungs, spleens and liver as well
as in the blood 24- and 48-hours post-inoculation. Further, during chicken infection, the prtA gene-
expression was upregulated a mean of 500-fold in the air sacs compared to growth in vitro. Taken
together, these results indicate that the Prt is a novel member of the RTX-family that is induced in

vivo and that can contribute to the extra-intestinal virulence of E. coli.

INTRODUCTION :

Escherichia coliis one of the best-characterized model organisms, and can be both a commensal
bacterium and a versatile pathogen associated with intestinal and extra-intestinal infections
(Croxen and Finlay 2010). Pathogenic E. coli can be divided into two groups, intestinal pathogenic
E. coli causing intestinal infections and extra-intestinal pathogenic E. coli (ExPEC) that can infect
multiple organs (Kaper, Nataro et al. 2004). Among ExPEC, strains are classified by pathotypes
based on the cellular tropism, the infected host and the mode of infection and are divided into four
main groups, neonatal meningitis associated E. coli (NMEC), sepsis-associated E. coli (SEPEC),
uropathogenic E. coli (UPEC) and avian pathogenic E. coli (APEC) (Johnson and Russo 2002,
Kaper, Nataro et al. 2004, Clermont, Olier et al. 2011). APEC cause serious respiratory and

systemic diseases in chickens, commonly known as colibacillosis. Avian colibacillosis causes
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important economic losses due to decreased hatching rates or egg production, mortality in poultry

flocks and is also very expensive in treatment costs (Guabiraba and Schouler 2015).

The genomes of several APEC strains and their virulence plasmids have been sequenced and
share similarities to some human ExPEC isolates and their plasmids (Johnson 1991, Johnson and
Nolan 2009, Dziva, Hauser et al. 2013, Dale and Woodford 2015). Because of the rapid evolution,
on a broader scale, EXPEC strains are constantly evolving. The plasticity of the bacterial genome
has allowed E. coli to exchange, gain or lose different genetic material, and has lead to transfer of
a diversity of genes that encode virulence or fithess properties on mobile genetic elements, such
as plasmids, transposons, bacteriophages or pathogenicity islands (Bergthorsson and Ochman
1998). APEC and UPEC strains share some virulence factors that help overcome host defenses
and promote colonization or invasion of the urinary tract or systemic infection of poultry (Johnson
1991). These include iron acquisition systems, autotransporter (AT) proteins, fimbriae, O- and K-
antigens, secretion systems and toxins (Dho-Moulin and Fairbrother 1999, Johnson and Russo
2002, Kaper, Nataro et al. 2004, Dziva and Stevens 2008, Croxen and Finlay 2010). Most APEC
strains contain conjugative colicin V (ColV) or similar plasmids that encode multiple virulence
genes that contributes to virulence in poultry (Dozois, Dho-Moulin et al. 2000, Dozois, Daigle et
al. 2003, Mellata, Dho-Moulin et al. 2003) and to urinary tract infection or systemic infection in
murine models (Johnson, Johnson et al. 2006, Ewers, Li et al. 2007, Terlizzi, Gribaudo et al. 2017,
Habouria, Pokharel et al. 2019). We have identified a distinct region from ColV plasmid in an
APEC O1:K1 strain, QT598, which contains 3 distinct putative virulence factors: a fimbrial system,
a serine protease autotransporter and a novel RTX toxin. This unique region on the ColV plasmid
contributes to virulence and lethality of chicks and as such we have named it the Enhanced
Virulence Island (EVI). The serine protease autotransporter, Sha (Serine protease hemagglutinin
autotransporter) has been recently characterized for its potential role in a urinary tract infection
model (Habouria, Pokharel et al. 2019). |

Among pathogenic E. coli virulence factors, RTX (repeats in toxin) toxins are members of
a family of proteins synthesized by a range of Gram-negative pathogenic bacteria, and have two
common features : the presence of rich glycine- and aspartate-rich repeats and secretion via a
type 1 secretion system (SST1) (ATP-Binding Cassette transporter (ABC)) (Welch 2001).
Members of the RTX family include cytolytic toxins, metalloproteases, and lipases (Frey and
Kuhnert 2002). These toxins all have a common gene organization and distinct structural features.

Although variations exist, the generic operon of the RTX toxin consists of four genes that are
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designated rtxC, A, B, and D in the order of transcription (Stanley, Packman et al. 1994,
Linhartova, Bumba et al. 2010). The rtxA gene encodes the toxin protein precursor, RtxC is an
acetyl transferase, and RtxB and D comprise the export system for secretion of the toxin (Stanley,
Packman et al. 1994). RTX toxins require post-translational modification by their acetyl transferase
to become biologically active (Welch 2001, Linhartova, Bumba et al. 2010, Wiles and Mulvey
2013). RTX toxins present in EXPEC and other bacteria including members of the

Pasteurellaceae, Pseudomonas, Erwinia, Serratia (Coote 1992, Linhartova, Bumba et al. 2010).

Among pathogenic E. coli the two well-known cytolytic RTX-toxins are Hly and Ehx toxins
found in EXPEC and some Shiga-toxinogenic/Enterohemorrhagic E. coli respectively (Bauer and
Welch 1996, Wiles and Mulvey 2013). However, the presence of any such hemolysins or RTX
toxins is uncommon among APEC. The EVI region of the APEC ColV plasmid pEC598 contains
a new RTX system which we have named Prt for Pre-repeats containing RTX toxin : prtCABD of
the RTX family that have not been characterized yet (Prt for Pre-repeats containing RTX toxin)
(Habouria, Pokharel et al. 2019).

Herein, we have characterized the Prt toxin, determined its prevalence among avian and human
urinary tract isolates, and among bacterial genome sequence databases and have determined its
hemolytic and cytotoxic activity and investigated the role of this toxin for virulence and colonization

of the chicken in a respiratory tract infection model.

RESULTS:

Genetic relatedness of PrtA with others RTX toxins

Strain QT598 (Habouria, Pokharel et al. 2019) was initially isolated from an infected turkey poult
in France as MT156 (Marc and Dho-Moulin 1996). This strain is a phylogenetic group B2 strain
belonging to serogroup O1 and is known to cause infections in both poultry and some other strains
are know to be able to infect humans as well. The genome of this APEC strain was sequenced
initially because it contains most of the known APEC-associated virulence genes and was
previously found to be lethal in one day-old chickens (Dozois, Fairbrother et al. 1992). QT598
belongs to sequence type (ST) 1385. Other strains belonging to ST1385 include other APEC O1

isolates, a canine urinary isolate, and environmental isolates (http:/enterobase.warwick.ac.uk/)

(Habouria, Pokharel et al. 2019). Although strain QT598 did not demonstrate any hemolysis zones

around colonies when grown on blood agar plates the genome of this strain contains a new RTX
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encoding sequence. This operon is located on a ColV-type plasmid (pEC598) and contains 4
genes: prtCABD (for pre-repeat containing RTX toxin) (Fig.13). This predicted RTX encoding
system has an organization similar to other RTX toxin but is distinct from currently characterized

RTX members.

Section of enhanced virulence island of plasmid pEC598

----------------------------------------------------------

prtCABD

pap-like sha mig-14 hlyF

- —»_: Dl > ==
(a.a.) 1302 169 866 703 472 188 267 369
GC% 44 37 47 49 43 37 34 38
SPATE autotransporter RTX- toxin system HENCR NI

most ColV-plasmids

Figure 13 : Region containing the Pre-repeats in toxin (Prt) genes within the enhanced virulence island of ColV-type
plasmid pEC598.

Arrows indicate open reading frames (ORFs). The prt system comprises prtC (green) encoding the acetyl transferase,
prtA (red) encoding the PrtA toxin, and prtBD genes (yellow) encoding the Type 1 ABC-transporter secretion system. A
pap-like fimbrial operon (not shown) and the sha autotransporter gene (purple) is encoded upstream of the prt genes.
Genes downstream of prt (beige) are common to most other ColV-plasmids, although the ORFs encoded on pEC598
are allelic variants or similar proteins from reference ColV plasmids.

We first determined the amino acid identity of the predicted proteins encoded by the prtCABD
genes with those of other RTX proteins identified by BLASTp comparisons. The nucleotide
sequence of the genes was translated into protein sequence to identify similar proteins in order to

identify the origin of the system and/or its distribution in other E. coli strains (Fig. 14).
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Figure 14 : Phylogenetic tree demonstrating relatedness among RTX toxins for the 4 protein sequences of the operon
prtCABD.

The evolutionary history of RTX genes were inferred using the Neighbor-Joining method and the phylogram was derived
with the MEGA software package (Tamura, Stecher et al. 2013) with ClustalW alignments of the predicted amino acid
sequences of several RTX A, B, C and D proteins (Saitou and Nei 1987). Toxin sequences : Ltx, leukotoxin of A.
actinomycetemcomitans [WP_053330071] (Kolodrubetz, Dailey et al. 1989); Apxl and Apxll, hemolysins of A.
pleuropneumoniae [AAL55666 and AAU84700 respectively] (Chang, Young et al. 1991, Frey, Meier et al. 1991); Hly,
hemolysin of E. coli CFT073 [AAN82018] (Felmlee, Pellett et al. 1985); Apxlll, leukotoxin of A. pleuropneumoniae
[CAA48711] (MacDonald and Rycroft 1992); Lkt, leukotoxin of M. haemolytica [AAL13281] (Lo, Strathdee et al. 1987,
Highlander, CHIDAMBARAM et al. 1989); Ehx, cytotoxin of E. coli O157:H7 [WP_140405433] (Bauer and Welch 1996);
Aqgx, cytotoxin of A. equuli [AAM45569] (Berthoud, Frey et al. 2002) (Accesion number given are for the RtxA peptide).

The prt genes from pEC598 share highest identity to near identical systems from the recently
sequenced genomes of other clinical UPEC strains suggesting that this system can be found in
both APEC and UPEC strains. The percent identity of the 4 protein sequences of the Prt operon
with other members of the family indicates that the protein shares more identity with proteins of
RTX systems of other species than with systems already characterized in pathogenic E. coli, the

Hly and Ehx toxins (only 36.4% and 36.6% identity of PrtA protein sequence respectively). Indeed,
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the PrtA protein sequence is most similar to uncharacterized Rix sequence (RtxA) present in some
Cronobacter strains (Cronobacter malonaticus with 91.5% (WP_032970761.1) and Cronobacter
sakazakii with 85.2% (WP_085044946.1)) and shares highest identity to characterized systems
from the Pasteurellaceae (41.4% identity to LktA from Mannheimia haemolytica, 42.1% identity to
ApxlIA from Actinobacillus pleuropneumoniae). The prevalence of prt sequence was investigated
by PCR in a collection of UPEC isolates from Guadeloupe (697 isolates) (Guyomard-Rabenirina,
Malespine et al. 2016) and from avian pathogenic E. coli (306 isolates) (Dozois, Dho-Moulin et al.
2000, Habouria, Pokharel et al. 2019). Among the APEC isolates, 6 of them (1.96%) contained prt
genes, and among the UPEC isolates, 6 of them (0.86%) were also positive for prt genes. The 6
UPEC isolates containing prtCABD sequence belonged to the B2 phylogenetic group. The prt
gene cluster has a G-C content of 45% which is somewhat less than the E. coli genomic average
of is about 52% (Muto and Osawa 1987). By contrast, the G-C content of the Pasteurellaceae
family varies from 37%-45% (Kuhnert and Christensen 2008). As has been suggested for other
RTX toxin in E. coli (Cheetham and Katz 1995), this suggest that the prt genes may have been
acquired through horizontal transfer from a lower G-C content species such as a member of the

Pasteurellaceae.
The prt genes encode a functional RTX toxin

The prtCABD genes and predicted promoter's region were cloned on a multicopy plasmid to
determine their expression and biological activity. When all four genes were cloned into E.
coliBL21 a high-molecular-weight protein (90 kDa) was present in culture supernatants that

corresponded to the expected product of the PrtA toxin polypeptide (Fig. 15).

100 kDa — il ¥

j———

Figure 15 : Detection of PrtA in culture supernatant fluids by western blotting.

Clones expressing RTX proteins were produced in the BL21 background with high-copy plasmid pBCsk+. A 10 uL
aliquot of culture supernatant fluids from QT598, BL21 plJ479 and all the mutants with protein marker (10 — 200 kDa)
were loaded in each lane. Supernatants from an overnight culture were separated on a sodium dodecy! sulfate—12%
polyacrylamide gel, and RTX toxin was detected by Western blotting with polyclonal anti-PrtA antibody and Goat anti-
rabbit serum as second antibody. Arrows on the left denote the ladder.

Further, culture supernatant fractions from wild-type strain QT598, as well as clone encoding only

the prtABD genes, but lacking the prtC gene, encoding the predicted acetyltransferase, also
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contained a PrtA protein, as determined by Western blot. By contrast, the PrtA product was not
detected from supernatant extracts of clones lacking either the prtA, prtB, or prtD genes (Fig. 15).
These strains were also plated on sheep, chicken and human blood agar plates and showed the
need for the toxin PrtA and acetyltransferase PrtC for activity, and a lack of hemolytic activity when
there was no secretion (absence of prtB and prtD). TolC was also showed to be necessary for
hemolytic activity of PrtA toxin (Fig. 17). These results are in line with other members of the RTX
toxin family, wherein the prtB and prtD genes are needed for secretion of the RTX toxin. Those
results show that like others RTX toxin, our new system needs its prtB and prtD genes to be
produced in culture supernatants, as they act as transport system. The AprtC mutant produced a
band around the desired molecular weight (Fig. 15), meaning that the PrtA toxin is produced in

culture supernatant but is not effective as discovered in haemolysis assays.
Relationship of Prt toxin system and pre-repeat sequences in PrtA

It is known among RTX leukotoxins that the calcium-binding domain (residues 723-872), is
composed of several consecutive repeats of a nonapeptide consensus sequence

GGXGXDX[L/IVIWIYIFIX (where [L/I/V/W/Y/F] are bulky, nonpolar, hydrophobic residues and X
can be any amino acid) (Wang, Kieba et al. 1998, Cortajarena, Gofii et al. 2003). Interestingly,
analysis of the PrtA sequence identified the presence of a consensus repeat region with 8
consecutive nonapeptides, as well as the presence of 2 nonapeptides 75 amino acids before the
actual nonapeptide repeats region (Fig. 16). We verified the presence or absence of these repeat
sequences in other members of the RTX family, and determined that the other RTX members
more closely related to PrtA also had nonapeptide pre-repeats in their sequences: RtxA from
Kingella kingae, ApxIIA from Actinobacillus pleuropneumoniae, LktA from Mannheimia
haemolytica, AqxA from Actinobacillus equuli, RtxA from Cronobacter sakazakii and Cronobacter
malonaticus. Based on these flndlngs we propose that there are distinct subgroups of RTX toxins,
with one class containing pre-repeats, and others onIy containing a specific consensus repeat

region, that is a standard feature of RTX toxins.

67



194

195
196

197

>prea

MSTNES PSLVLNVASTTGLVGSMKDLALAMRKLGISVEKSSDLT IAKDAIAVAGGVLTVTISKGVAISAZYL
DSLLKKYTTTENITTGDINKRVGQFTSLLLTVOSVLSTSLAGVNLNALVNSGNTDSFTIAKSALNVASETL
KMAVSSVGS ISKFADSFSNLGEKLOGVSGLOSVSSVLOGIKGLDFKTGTAVLSGVAGVLGGISAGMVLGS P
TASTEQKAMMGVEMTSKI LONVAKTVTQIMVAQRLAAGLSVTAPVIGFIASSVSLAISPLAFYNVAKKFEY
AGEILKVAZKYKKYGYSGDELLANFNKZYGAVEASTTAVSTALGAVSAGLGAAAAGSVVAAPVALVIGTVA
GVVARILEASKQGMINNIANKYHQKT I ZRQEVHPGONY FEYGYDSRYARFMEEN LOK LNELAK DMGVKSLY
TITQUGKDSMLGILAAVTRMGDNI SSGKVYASI LKDGKLSTDKKEVRLDDVEGS ITLNSKSPSQALTFLTE
LT PTSZSRIRVOTGKNSWLS LSLGKTKDWEITDKGNTST IADFSNVVQRIVFRDKN THDVGL TAY MEEN
BBV GOGKSYI ZGGEGE DTV S YARS PVLWSQI EAVNGRPGDYDVKRGVNS DVY HEV 1 STONNNVGH
1ZYRDVLVAKGI YNVEDKLRSVEQL GEGODVIY GGDGLOVIW
GGDEDDLLEGCAGNDELYGOEGNDVYLFSKDDGHDA THEGKGTND ILFLNGIKAZDLSFRRRT DGDNLELT
vo,s'mmrrnuw LYDRLKDNVISEHRDMKVESIITGDGLY 1SSKKIDALIZKMSEVGFKVSEVDKPQI I

EEZDIGKFFAVNEVE

>rtxh - Kingella kingae
MNLVTTKAKLKSGROAGVOALNKAGHAAKTGTVARGKATVAGAKSLYLT IPKDY DI ZKGGSLNELI KAADE
LGIARLQEDANNVESAKKS IDTVEKLLSFTQTGVAVSAKKLDELLOKY SSSKLAKSLGSSANI DSKLTKTN
HILSTLSSFLGTALAGMDLDSLVKQGDASATDLAKASLDLINELVNNISNSVQS IEAFSEQLGRLGAAISQ
TKGLSGLGNKLONLPNFGKANLALEMI SGLLSGISAGFTLADKNASTEKKVAAGFELSNQVIGNVTKAISS
YVLAQRAAAGLSTTGAVASLI TAS IMLATS PLAFMNAADKFKNASLI DEFAKQFKKFGYDGDSLLAEYQRG
AGTIZASLTAINTALGAVSAGVSANAVGSVVGS FVALLVAGVTGLISGILEASKOAMFESVANRLOSKILA
WEKENGGKNYFENGYDARHAHYLERNLKLLSELNKE LOAZRVIATTQQRWDANI GELAGI TKLGDRVSSGK
AYADAFEDGKKLDGASNVTVDTRTGVVDI SNANGKKTQALHF TS PLLTAGTSTRERVONGKYS Y INQLKFN
RVKSWTVKDGEANSRLDFSKV IQHVAFNDEDGRLSGKTEE ALY CQGKMEVDGGTGHDR
VFYSK TKATEAGSYTVNRS INNGSF YAZVIKROTTOVGKRTET LEYRDFELKRPEHGYQT
TDTLKSVEEIVGSQF SDTFKGSKFADI FAGGDGNDT L i G G DDHLY JLLDGGKGND
VINGEDGHDYYIS SHGSDKLAFADADLSELT 1ZRTAQGIMIKRNDGSGS INMAZWYKTLS
RENYHGNATDDKIEQIIGKNGDYITSEQIDKLLKDKQTGT ITSAQLOQLADENK SKS IDSGNLASTLNKLI
ESMASFGSRGATASNYLOPAHKS PONVLAPSAV

»apxIIA - Actinobacillus pleuropneumonize
MSKITLSSLKSSLOQGLKNGKNKLNQAGT TLKNGLTQTGHSLONGAKKLILY IPQGYDSGOENGVODLVKA
ANDLGIEVVRZERSNLDIAKTSFDTTQKILGFTDRGIVLFAFQLDNLLKKNPKIGNTLGSASSISONIGKA
NIVLGGIQSILGSVLEGVNLNEZLLONKDPNQLELAKAGLELTNZLVGNIASSVQTVOAFAZQI SKLGSHLY
NVKGLGGLSNKLONLPDLGKASLGLDI ISGLLEGASAGLILADKEASTEKKAMGVEFANQI TGNVTKAVS
SYILAQRVASGLSSTGPVAALIASTVALAVTPLSFLNVADKFKCOADLIKSY SZRFQKLGYDEDRLLADFHR
ZTGTIDASVTTINTALAAISGGVGAASAGS LVGAPVALLVAGVTGLITTILEYSKQAMFEHVANKVHDRIV
EWEKKHNKNYFEQGYDSRHIADLODNMKFL INLNKELQASRVVAI TQQRWDNQIGDLAATISRRTDK ISSGK
AYVDAFEGCQHOSYDSSVOLDNKNGI INISNTNRKTQSVLFRTPLLTPGEENRERIQEGKNEY ITKLHIQR
VDSWIVTDGDASSSVDFTNVVQRIAVKFDDAGN T IZSKDTKI L GSSTTVIDGGDEHDRY
HYSRGEYGALVIDATASTEKGSYSVKRYVGDSKALAET INTHQTRVGNREEKIEYRREDDRFHTGYTVT DS
GHGVDTI GAGDDVI GTGNDIIS
SOVNLKDLTFKKVDSSLE L INQKGEKVRIGNWFLEDDLAST
ZEIIGKGGZRITSEQVDKLIKEGNNQISAZALSKVVNDYNTSKDRONVENS LAKLIS PV
GSFTSSSDFRNNLGTYVESSTDVSNNIQLARAA

>ehxA - Zscherichia coli 0157:H7
MTVNKIKNIFNNATLTTKSAFNTASSSVRSAGKKLILLI PDNYEAQGVGINELVKAADELGIZTHRTERDD
TAIANQFFGAAZKVVGLTZRCGVATFAFQLDKLLOKYQKVGSK IGGTAZNVGNNLGKAGTVLSALONFTGIA
LSGMALDELLRXOREGEDISONDIAKSSIELINGLYDTVESINSTVDSFSEQLNGLGSFLSSKPRLESVGE

KLQNLPDLGPLGDGLDVVSGILSAVSASFILGNSDAHTGTKAAMGIZELTTQVLGNVGKAVSQY ILAQRMAQ
GLSTTAASAGLITSAVMLAISPLSFLAANDKFERAKQLESYSERFKKLNYEGDALLAAFHKETGAIDAALT
TINTVLSSVSEAGVSAASSASLIGAPISMLVSALTGTISGILEASKQAMFERVASKFANRINEWEKEHGKNY
FENGYDARHAAFLEDSLSLLADFSROHAVERAVAITQOHWDEKIGELAGITRNADRSQSGKAY INYLENGG
LLEAQPKEFTQOVFDPQKGTIDLSTENVSSVLTFITPTE TPGEEVRERKQSGKYEYMTSLIVNGKDTHSVE
GIKNHKGVYDYSKLIQFVEKNNKHYQARI I SALGDKDDVVYSGAGSSEVFAGIGYDTVSYNKTDVGKLTID
ATGASKPGEYIVSKNMYGDVKVLQEVVKEQEVSVGKRTEKIQYRDFEFRTGGIPYDVIDNLESVRELIGGK
‘{DDLFKGGKFNDIF1GI\DGM)YI""GNVGNDRL\'GDDGDDYISG"QuDLWuE‘GGSGRDKL G
SGHDELQAHGAYNILSGGTGDDRL YGGGGIDLLK‘;GL(“‘DALI\‘GGE":NDIY\’YGQHYGH:{TIAD"GGKGDR
LHLSDISFDDIAFKRVGNDLTMNKAINGVL SFNESNDVNGITFKNWFAKDASGADNHLVEVITDKOGRETK
VDKIPHNNNERSGYIKASNIASEKNMVNITSVANDINKIISSVSGEDSGDIRLASLYNLSLHONNTHSTTL
TTTV

rtxh - Cronobacter malonaticus

MSTNESPSLVLNVASTTCLVGSMKDLVLAARKLGISVEKSSDLAIAKDS IAVAGGVLTVTSKGVAISAEYL
NSILKKHTTTENVIAGDINNRIGQFTYLLITVOSVLSTALAGVNLNALVNSGNADSFTIAKSALNVASETL
KMAVSSVGSISKFADSFENLGOXLOGVSGLOSVSSVLOGIKGLDFKTG TAVLSGVAGVLGGISAGHVLGSP
TASTGCKAAMGVEMTSKILGNVAQTVTQIMVAQRLAAGLSVIAPVIGF IASSVSLAISPLAFYNVARKFZY
ADEILKVAZKYKKYGYSGDELLANFHRZYGAVEASTTAVSTALGAVSAGLGAMAGSVWAAPVALVIGTVA
GVVAAT LEVSKOGMINNIANKYHEKIVEWOKVAPGOR Y FEYGYDSRYSAFMEEN LORLNELAKDMGGES LY
TITQUGKWDSMLGOLAAVIRMGDNISSGKVYAS I LKDGHLSTDTREVMLEDLEGS ITLNSKSSSQALTFLT P
LMSPTTESRIRVOTGKNSWOSLSLCKTKDWEITDKGNTSTIADFSKVVQRIVLRDKN T HDVAVTAY]

IGOGKSVI EEGEGEDIVEYARSSALWSRI SAVNGR PGDYDVKRGVNS DV Y HEV ISTONNNVGKSTES
IZYRDVIVAKGI YNVEDKLRSVEQLI] GGDGNDITY GVDVIW
GEOGRBLESGGT SLYGGDONDVYLFSKGDGHDHIHESLGTND ILFLNGINAPDLSFKRNEDGDSLEMT
IKDSTDTITFDNWFLYDRLKDHATSEHRDMRVESIIT Gl’lSLT ISSKKIDALIZKMSGVGFRVESEVDKEQIT
EEZDIGKFFAVSEVF

>rixh - Cronobacter sakazakii
HETNESESLVLRVITTTCLVGSMRDLALAARKLGISVEKSSDLAIAKDAVAVAGGVLTITSKGVAISAZYL
DSLLQKYSTTEDITAGRINNRIGQFTSLLTTVQSVLSTALAGVNLNALVTSGNADS LAVAKSALNVASETL
KMAVSSVGS ISKFADTFSNLGOKLONVSGLOSVSS I LOGIKGINFQTIGTAVINGVAGVLGGISAGMVLGS P
TASTGOKVAAGVEMTSKILGNVARTVIQIMVAQRLANGMSVIAPY IGF IASSYSLATSPLATYNVAKKFZY
AGEILXIAZKYKKYGYSGDELLANFQXEYGTVEAT T TAVSTT LGAVSAGLGAANAGSVVAAPVALIVGAVA
GVIAGILEASKQGI INSIANKYHOKIIZWOKAHFGONYFDHGYDSRYSAFMESNLEMLNELAZ DHGVKS LY
TITQOGWDSMLGELARVARMGDK ISSGKVYASILTDCKINKNTREVILDSLEGS ITLNSKSTSQALTFLTR
LMTPTTZSRIRVOTGKNSWLS LT LGKT T DWEVTDKGRT ST IADFSKVVORIVFREDS IHDVIV T I\_
YARSSALWSQISAVNGKSGDYDVKRGVNSNVYHEV ISTQKYNVGRNT
IZYROVIVEKDT YNVTDKLRSVEQLT] GGDGADITY] GGEGLDVLY
GEDEROLE: GNDRLYGGQGDDVYLFS SYKGTNDILFLNGIKSTDLMFRRNNDGDSLELT
VKDSTDAITFENKFLYDRLKGTNY DOYRDMKVESIITGDGLI ITSKKIDALIZS ISEMGFKVSDYDXNQI T
DEDLGKFFTVNEVE

oo sv SR

>agxh - Actincbacillus equuli

MSKVANVLSQVEKSFGNLNLQFQQGNGKIKSGVOKGYQS SKQHLSQAGAATKNYANKLILY IPKEYDATAG
NGLKGLLDAAZALGIEVQREZKDGVATAYSAFGVGEQFIGLTERGLTLFLPQLDNFLKKHPKFSKSIGDSS
EKVLSNVGNAKLILSGIQSVLGTTLAGIELDNLIKEGGSKTZLAQAGINLVNELVGN IAKGAS T IQAFSDO
LAHLGSYIQNTKGLGGLGNKLONISGSALNKAGLGFDIVSSLLSGVSAGFALADENASTGKKIAAGFELSN
QVIGGITKAVSGYILAQRIASGLSTTGEAIGLIASSISLAISPLAFLNVADRFKHANEINKFASRFKKFCY
EGDSLLADFHHESGAIDASITTINTALGAI SAGVTARGAASLVGAPVT LLVGGITGLISALLDLSKQAMFE
HVATKLSGKIZAWEKKYGMNY FEKGYDARHANF LEDNFAFFESLTKELRASRVISITQUOWDAQIGDLAGE
TRRGDK IQSGKAYVDVFKESKEDRNYDNIVTFDETEGIIDISKTTSKT QHLLFLNPLLT PGKENREREKKG
KYEYVTKLIVDRKTKWOVTDGEASSTLDFTNVLGF IAVDTDRAGNVTESLEAKIE,
-S~GYDRAAYNRLDG.A’1IYGLNIDAOQ_TVI\GSYTVNRTIGRGMKLVIKV ATAGKWDK
ROGESRFHNELKVVDKL SGNGNDET
NDFTDGGRGNDS LTGGYGR] Y_\!I.-{K..DGODFI’I‘"LGGDDRLVE’TDT“LSRLTFKRDKKVLII"‘DSIHN
NOVRISBWPF‘KDQI\TLN HAQSALDKDYRIEZIIDKNGTRITADQIDTILNGKSZGVIZVSQLVKISDD
YKAKVAADNARLSEIAZALGKIASSSASFSAVTGGAMGS ANAFAAVSENALNNKIVTLFSSYAR

>lktA -~ Mannheimia haemolytica

MGNKLTNISTNLKSSWLTAKSGLNRTGQSLAKAGOSLKTGAKKIILYI PFKDYQYDTDKGNGLODLVKAAZE
LGIEVQKEEZSNDIAKAQTSLGTIHNVLGLTERGIVLSAPQLDKLLOKTKVGOAIGSTENITKGFSNAKTVL
SGI0STLGSVLAGMDLDEALONNSNELTLAKAGLELINS LIZNIANSVKTLDAFGDO INQLGSKLORVKGL
SSLGEKLKGLSGFDKTSLGLDIVSGLLSGATAALVLADKNASTSRKVGAGFELANQVVGN ITKAVSSYTLA
QRVANGLSSTGEVARLIASTVSLALSPLSFAGIADKFNHAKSLES YAZRFKKLGYDGDNLLAZYQRGTGTT
DASVTAINTALAAIAGGYS: VVASPIALLVSGITGVISTILQY SKQAMFIHVANKIENKIVEWERN
NEGKNYFENGYDARY LANLODNMKFLLNLNKELQAZRVIAITQQOWONNIGDLAGISRLGEKVLEGKAYVD
AFEEGQHLKADKLVQLDSAKGIIDVSNTGEAKTQHILFRTELLTPCTEKRERVOTGKYS Y ITKLHINRVDS
WKITDGAASSTFDLTNVVORIGIELDNAGNVTKTKETKI L ZGEGYDRVRYS
RGNYGALTIDATKETEQGSYTVNRFVESGKALHEVT STHTALVGNREZKIZ YRHSNNQHHAGYYTKDTLKA
VEEIIGTSHNDIFKGSKFNDAFNGGDGYDT GREDDI IDGENEPDFIBGGRENDLLHEEK
CDDIW: SDSNLXDLTFZK HLVITNTHKQEKVTIQNWEREAZFAKTION
YVATRDDKIEZI IGQNGERITSKQVDZLIEKGNGKIAQS ELTKVVDNY QLLKYSRDASNSLOKLISSASAF
TSSNDSRNVLASPTSMLDPSLSSIQFARAA

>hlyA - EZscherichia coli CFT073
MPTITTAQIKSTLQSAKQSAANKLASAGOSTKDALKKAREQTRNAGNRLILLIPKDYKGQGSSLNDLVRTA
DELGIZVQYDIZKNGTAITKQVFGTAZKLIGLTZERGVTI FAPQLOKLLOKYQKAGNKLGGSAZNIGDNLGRA
GSVLSTFONFLGTALSSMKIDELT KASIZLINQLVDTAMNSI VNSFSQQLNKLG
SVLSNTKHLNGVGNKLONLPNLDNIGAGLDTVSGILSAI SASFILSNADADTGTKAAAGVELT TKVLGNVG
KGISQYIIAQRAAQGLSTSAAMAGLIASYVTLAISPLSFLSIADKFKRANKIZEYSQRFKKLGYDGDSLLA
AFHKETGAIDASLTTISTVLASVSSGISAAATTSLVGAPVSALVGAVT GI ISGILEASKQAMFEHVASKIA
DVIAEZWEKKHGKNYFENGYDARHAAFLEDNFKILSQYNKEYSVERSVLITQQHWDTLIGELAGVTRNGDKT
LSGKSYIDYYZEGKRLEKKPDEFQXQVFDP LKGNIDLSDSKSSTLLKFVIPLLTEGEEIRERROSGKYEYE
LGDGDDKVFLSAGSANIYAGKGHD
EVSVGKRTEKTQYRSYEFTHINGKNL
GGNGDBOLYGEHE
NDLEKGGYGNDIYR

TELLVKGVDKWTVKGVODKGSVYDYSNLIQHASVGNNOYRETIRT
VVYYDKTDTGYLTIDGTKATEAGNYTVTRVLGGDVKVLOEV
LYSVEZLIGT TRADKFFGSXFIDIFE
GDGDDELOVOGNSLAKNVLSGGHGNDRLY|
IIDDDGGKDDKLSLADIDFRDVAFRREGNDL IMYKAEGNVLSIGHKNGI TFRNWFEKESGDIS
NHQIEQIFDKDGRVITPDSLKKALEYQUSKNKASYVYGN DALAYGSQDNLNPLINEI SKI LSAAGNFDVKE
ERARASLLOLSGNASDFSYGRNSITLTASA

Figure 16 : Screening of several RTX protein sequence in different bacteria for the location of the nonapetide
consensus sequence GGXGXDX[L/I/V/W/Y/F]X, where X can be any amino acid.

Grey highlight : totally matches ; Blue highlight : 1 missmatch ; Green highlight : 2 missmatches.
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Toxin sequences : Apxll, hemolysins of A. pleuropneumoniae [AAL55666 and AAU84700 respectively] (Chang, Young
et al. 1991, Frey, Meier et al. 1991); Hly, hemolysin of E. coli CFT073 [AAN82018] (Felmlee, Pellett et al. 1985); Lk,
leukotoxin of M. haemolytica [AAL13281] (Lo, Strathdee et al. 1987, Highlander, CHIDAMBARAM et al. 1989); Ehx,
cytotoxin of E. coli O157:H7 [WP_140405433] (Bauer and Welch 1996); Aqx, cytotoxin of A. equuli [AAM45569]
(Berthoud, Frey et al. 2002) (Accesion number given are for the RtxA peptide)

Hemolytic activity of bacteria expressing Prt toxin
Although colonies of strain QT598 did not demonstrate hemolytic activity on sheep blood agar,

production of Prt toxin was nevertheless detected from QT598 culture supernatant by Western
blot (Fig. 17).

Figure 17 : Growth of E. coli on sheep agar plate supplemented with CaClz (10mM).

Clones expressing RTX proteins were produced in the E. coli K12 strain BL21 background with high-copy plasmid
pBCsk+. Plates were incubated 24h at 37°C. Only the strain possessing the whole prtCABD operon was showing
significant hemolysis on sheep agar plates.

This suggested Prt may demonstrate differences in activity against erythrocytes from different
sources. To investigate this, hemolytic activity of Prt was assessed on erythrocytes from different
animal species in a liquid assay of interaction of erythrocytes with E. coli expressing the Prt
system. Hemolysis of different types of erythrocytes by PrtA was determined by
spectrophotometry and compared to the activity of hemolysin A (HIyA) (positive control) (Fig. 18).
The hemolytic activity of HIyA is broad (Goebel and Hedgpeth 1982) and our results show that
bacteria expressing HlyA demonstrated strong hemolytic activity for human blood and less marked
activity for beef, horse and rabbit blood (Fig. 18). Hemolytic activity of bacteria expressing PrtA

was found to be similar to HlyA against human and rabbit erythrocytes. Hemolytic activity of PrtA
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on sheep, beef and horse blood was also less marked, although it was greater than HlyA-mediated
hemolysis. In addition, PrtA also demonstrated strong hemolytic activity on chicken, turkey and
pig blood, whereas HIyA only showed low or negligible hemolytic activity for chicken, turkey and

pig erythrocytes.

0.8

EEE B 21 plJ479 : PrtA

HlyA

OD 545nm

Figure 18 : Hemolytic activity of the prtA gene from a multicopy plasmid and the known hlyA gene.
The hemolytic assay was performed with bacteria supernatant and several types of blood incubated for 4 h at 37°C as

described in Materials and methods. The values obtained for the empty vector were subtracted from the values obtained
for PrtA and HlyA. Statistical differences are noted : * p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, Mann-Whitney Test.

These experiments indicate that PrtA demonstrates hemolytic activity against erythrocytes from a
variety of species. In fact, PrtA even demonstrated a greater range of activity than HIlyA on
erythrocytes from some species such as poultry and swine. Thus, as with HIlyA (Linhartova,
Bumba et al. 2010), PrtA could be considered a broad range hemolysin. importantly however, PrtA
mediated hemolytic activity in this assay was only observed when the toxin was expressed from
a a multi-copy plasmid. In this respect, in all likelihood, PrtA as with HlyA may also more

specifically target other host cells in vivo during the infection process.
Cytopathic effect of the Prt toxin on different kinds of host cells.

Since RTX toxins have cytopathic activity on host cells (Chatterjee, Nag et al. 2008, Habouria,
Pokharel et al. 2019), we assessed the cytopathic effect of E. coli expressing either prtCABD or
hlyCABD from a multi-copy plasmid, on CEC-32 avian fibroblasts, THP-1 human macrophages,
human bladder and kidney (HEK 293) cells. Bacteria expressing either prtCABD and hlyCABD
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were incubated with different host target cell types to allow association of bacteria to the host cells
during production and release of these toxins in the culture medium (Table 6). Avian fibroblasts,
human macrophages, human urothelial cells and human kidney cells lysis were complete after 3
h by the HIyA positive control, but PrtA lyses these cells very well as well (Fig. 19 and Table V).

Negatives controls BL21 empty plasmid showed no cytopathic effects on any of the host cells

tested.
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Figure 19 : The cytopathic effects of PrtA from strain QT598 on CEC-32 avian fibroblasts and human macrophages in
culture.

PrtCABD internalized in CEC-32 fibroblasts. CEC-32 cells were infected with our toxin PrtA and HlyA. After 3 h of
incubation, cells were fixed in formaldehyde; (A) CEC-32 with empty vector, (B) CEC-32 with E. coli QT598 prtCABD,
(C) CEC-32 with E. coli hlyCABD, (D) THP1 with empty vector, (E) THP1 with E. coli QT598 prtCABD, (F) THP1 with

E. coli hlyCABD.
: ’ 3 {

Table IV : The cytopathic effects of PrtA from strain QT598 on different kind of cells

Host cells
Toxin o Human Human urothelial .
Avian Fibroblasts Human kidney cells
macrophages cells
prtCABD +++ + ++ +++
hlyCABD +44+ +++ +++ +++

Empty vector - - - -
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The Prt toxin plays an important role for virulence of avian pathogenic E. coli

To characterize the importance of the prtCABD genes in APEC virulence, we designed a
comparative infection experiment using a virulent APEC O1:K1 strain CH138, which contains a
more typical ColV plasmid (pEC138), as a virulent reference strain. We then generated a
derivative of CH138 wherein pEC138 was replaced by the larger pEC598 which carries the EVI
region encoding the Prt system, and also generated a variant of this strain with a deletion of the
prt genes. Groups of 3-week-old birds were inoculated in the left caudal thoracic air sac with
CH138 (pEC598) or its isogenic mutant and complemented derivatives. This approach was used
since strain QT598 which was isolated from a 4-day-old turkey, was of low virulence and poorly
colonized extra-intestinal tissues in the 3-week-old-chicken model. In addition to the presence of
the EVI region, another distinct feature of pEC598 is the lack of a functional aerobactin

siderophore system due to a pseudogene in iucC, which is required for aerobactin synthesis.

Following infection, 10/26 (38%) of the chickens that received CH138 (pEC598) died within
24 h and 13/26 (50%) had died by 48 h (Fig. 20). By contrast, in the CH138 (pEC598Aprt) strain,
all of the infected chickens survived. To confirm the important role of the Prt toxin for virulence in
chickens, the Aprt mutant strain was complemented by introduction of the prt genes at the atfTn7
integration site. The complemented strain, regained virulence and 6/13 (46%) of the chickens died
by 48 h (Fig. 20). Bacterial counts in blood and tissues also indicated a role for Prt in extra-
intestinal infection. In blood, the Aprt mutant strain demonstrated lower counts than CH138
(PEC598) or the complemented strain at 6h, 24h, and 48 h (endpoint of the experiment) (Fig. 21),
although counts of the complemented strain in the blood were also reduced at 48h (Fig. 21C).
The lower counts for the complemented strain could be explained by the fact that half of the
infected chickens were dead by 48 post-inoculation and surviving chickens that had overcome a
systemic infection are expected to have reduced levels of bacteremia. Bacterial counts in the liver,
I!ungs, and spleen of surviving chickens .at 48 h post-infect!ion, were also significantly reduced in
chickens infected with the Aprt mutant when compared to CH138 (pEC598) parent. The
complemented strain, however, only demonstrated a significant increase in the liver compared to
the Aprt mutant (Fig. 21F). This observation could be explained because half of the infected
chickens for the CH138 pEC598 Aprt group were dead 48 post-infection and the data for those

dead chickens were not considered.
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Figure 20 : Survival rates of the chickens during the 48 hours of infection.

-+. CH138 pEC598
.. CH138 pEC598 Aprt
—— CH138 pEC598 Aprt pri+

The graph shows the survival rates of wild-type strain CH138 pEC598, the isogenic mutant CH138 pEC598 Aprt, and
the complementation CH138 pEC598 Aprt prt+. Statistical differences are noted : * p < 0.05, ** p < 0.01, Mantel-Cox

Test (Logrank Test).
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Figure 21 : Role of the Prt toxin for E. coli CH138 in the avian model of aerian sac infection.

Bacterial numbers present in the blood at 6-24 and 48 hours (A, B and C respectively), in the lungs (D), spleens (E),
and livers (F) of chickens infected. The results are reported as CFU per gram of tissue or milliliter of blood. The strains
used were the wild type APEC strain CH138 containing the plasmid pEC598, the isogenic mutant of the prt gene (CH138
PEC598 Aprt), and the attTn7 complementation of prt of the isogenic mutant (CH138 pEC598 Aprt prt*). Data points
represent bacterial counts from tissues isolated from different chickens (n=6-13) 48h post-infection. Statistical
differences are noted : *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001, Mann-Whitney Test.

To further characterize the importance of PrtA, we evaluated macroscopic lesions in the
ait sacs, pericardial sac and liver at the time of necropsy. Gross lesions of colibacillosis present
in the air sacs, livers, and pericardia of infected chickens were seemingly in accordance with the
bacterial levels observed in different tissues (Table V). Gross lesions were present in the air sacs,
livers, and pericardia of chickens infected with APEC strains. Lesions were slightly less in the
organs of chickens infected with the CH138 (pEC598 Aprf) mutant compared to the CH138
pEC598 or complemented mutant strains. Furthermore, the chickens were weighed during the 48
hours of infection (Fig. 22). The wild-type CH138 pEC598 and the CH138 pEC598 Aprt prt* strains
appeared to have had lost weight during infection while the mutant CH138 pEC598 Aprt strain
appeared to have slightly gained weight, although there were no significant differences in weight

due to variability among individuals.
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Taken together, these results indicate that the Prt toxin contributes an important role for virulence

and lethality of chickens and increased colonization of extra-intestinal tissues following air sac

infection.
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Figure 22 : : Weight differences between chickens (n = 6-13) before and after the infections.

The strains used were the wild type APEC strain CH138 containing the plasmid pEC598, the isogenic mutant of the prt
gene (CH138 pEC598 Aprt), and the attTn7 complementation of prt of the isogenic mutant (CH138 pEC598 Aprt prt+).

Table V : Production of lesions in air sacs and extra-respiratory organs of chickens inoculated with APEC strains CH138
(PEC598), the isogenic CH138 (pEC598) Aprt mutant and the complemented mutant.

Mean Lesion Score + SD
Strains
Air Sac @ Pericardium © Liver ¢

CH138 pEC598 2,38 +0,70 1,83+ 0,26 0,67 +0,26

CH138 pEC598 Aprt :
2,53 +0,57 1,75 £ 0,27 1,13+ 0,44

prt* ' !
CH138 pEC598 Aprt 2,17 £0,72 1,23 £ 0,67 0,58 + 0,33

@ [ esion scoring values for severity of aerosacculitis + standard deviation: 0, normal; 1, slight edema; 2, mild diffuse
thickening and neovascularization of air sacs with mild fibrinous exudate; 3, moderate fibrinous exudate; 4, severe
extensive fibrinous exudate.

b Combined lesion scoring values for severity of pericarditis and perihepatitis + standard deviation. Heart and
pericardium: 0, normal; 1, vascularization, opacity, cloudy fluid in the pericardial cavity; 2, acute pericarditis.

¢ Combined lesion scoring values for severity of pericarditis and perihepatitis + standard deviation. Liver: 0, normal; 1,
slight amounts of fibrinous exudate; 2, marked perihepatitis.
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prtA gene expression is greatly increased in chicken air sacs

The levels of expression of the prtA gene from samples grown in LB culture at ODggo as well as
from infected chicken air sacs and pericardia were determined. The prtA gene was upregulated
by 200-fold in the infected chicken air sacs and pericardia compared to LB media (Fig. 23).
However, expression levels of the complemented CH138 pEC598 Aprt prt* strains were not
significantly different in air sacs and pericardia when compared to expression during culture in LB.
AC; of the LB culture at ODego was significantly different from the ACt of the one from the infected

air sacs and pericardia (p < 0.001).
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Figure 23 : Differential expression of prtA gene occurs in vitro and in chicken tissues.

gRT-PCR analysis of prtA gene transcription from CH138 pEC598 strain grown in different conditions. Growth in rich
medium (LB) to ODeoonm of 0.6 was used as a standard. RNAs were also extracted from infected chicken pericardia and
air sacs tissues. Transcription of prtA gene was significantly increased in infected tissues in CH138 pEC598 strain. ***
p <0,001, Student t-test, shows here the difference in ACt between LB at ODeoonm and infected tissues of the pericardium
and air sacs. See methods section for details concerning the calculation of gene expression levels. Expressions of prtA
gene in CH138 pEC598 Aprt prt* were similar under in vivo and in vitro conditions.

DISCUSSION :

The RTX toxins contribute to the virulence of pathogenic E. coli, V. cholerae and other Gram-
negative pathogens, and can function as cytolytic toxins, metalloproteases, and lipases (Lally, Hill
et al. 1999, Welch 2001). RTX toxins play a major role in virulence due to their pore-forming ability

in different kind of cells, which can lead to degradation of host cell substrates and elicit an
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inflammatory response. In pathogenic E. coli, the Hly or Ehx RTX toxins contribute to virulence in
humans and other animals (Johnson 1991). Similarly, in A. pleuropneumoniae the Apx systems
(Apxl, ApxIl and Apxlll) (Frey 2011), or the Rtx system in V. cholerae play a role in virulence
(Satchell 2007). We assessed the role of Prt RTX toxin identified from an APEC strain in cell
cytotoxicity assays and during infection in a chicken infection model. APEC strains contain
virulence genes also found in human ExPEC (Johnson and Russo 2002, Kaper, Nataro et al.
2004, Ewers, Li et al. 2007, Johnson, Kariyawasam et al. 2007, Dziva and Stevens 2008,
Krishnan, Chang et al. 2015). APEC strain QT598 belongs to serogroup O1, which is common
among both APEC and human ExPEC strains. However, this strain was found to have a large 201
kb ColV-like plasmid, pEC598, containing a distinct region predicted to encode a fimbrial system,
a serine protease autotransporter system and a RTX toxin system (Fig. 13). Further, the ColV-
plasmid was shown to contain a non-functional aerobactin siderophore system due to a
pseudogene in jucC that resulted in loss of aerobactin synthesis. The aerobactin siderophore
system is often encoded on ColV plasmids by APEC and is an important virulence factor that
provides a growth advantage by favouring bacterial iron acquisition (Caza, Lépine et al. 2011).
Thus, since aerobactin is not encoded by pEC598, we hypothesized that the genes encoded by
the distinct region could contribute to virulence. This was confirmed by deletion of this region from
pEC598, which led to our naming of this region as the Enhanced Virulence Island (EVI). Studies
done in our lab showed the cumulative importance of SPATE autotransporters including the Sha
autotransporter during infection in a mouse urinary tract model (Habouria, Pokharel et al. 2019).
Indeed, the SPATEs were shown to have cytopathic effects on bladder cells and to be important
in the colonization of kidneys (Habouria, Pokharel et al. 2019). Herein, a main objective of this
work was to compare a typical ColV-plasmid that produces most of the established virulence
genes including aerobactin with the pEC598 ColV plasmid, which lacks a functional aerobactin
system but contains the distinct EVI region and the novel Prt RTX toxin. This was achieved by
using derivatives of APEC O1 strain CH138 containing |ts native ColV plasmid or wherein
derivatives of pEC598 were introduced to replace the CH138 ColV plasmid. Importantly, this
approach demonstrated that the pEC598 plasmid confers increased virulence to CH138 compared
to its native ColV plasmid. Further, a critical role for the new RTX toxin, Prt, for virulence was also

established in the chicken infection model.

In this study, we identified a new RTX toxin system, prtCABD, encoded on a distinct region of a
plasmid in an ExPEC strain. Prevalence of the prt sequences among APEC and UPEC
demonstrated that prtCABD was present in 0.86% of UPEC strains and all belonged to
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phylogenetic group B2. In APEC, prt sequences were present in 1.96% of the APEC strains (Fig.
14). Phylogenetic analyses of the gene products, combined with the lower G-C content of prt
genes suggest, the likelihood of horizontal transfer of this new RTX encoding operon with one of
the members of the Pasteurellaceae family. Moreover, the PrtA protein also contained pre-repeat
nonapeptides within its protein sequence. Such pre-repeats are also found in other members of
the RTX family such as A. pleuropneumoniae, K. kingae, M. haemolytica, A. equuli and were also
present in other predicted Rix systems in Cronobacter sakazakii and Cronobacter malonaticus.
These RTX toxins thus represent a specific subgroup, that contain pre-repeats nonapeptides in
addition to an additional repeat region. We have therefore suggested they be termed as the Prt

(pre-repeats in toxin) group of RTX toxins.

When expressed from a high-copy plasmid, Western Blot and hemolysis activity assays confirmed
the importance of all 4 genes of the Prt system to obtain a functional toxin with PrtC being required
for acylation/activation of the PrtA toxin and PrtBD both being required for export of PrtA into the
extracellular environment (Fig. 15). The use of a cloned copy in a E. coli strain also demonstrated
that PrtA demonstrates hemolytic activity to erythrocytes from a broad range of hosts species.
However, erythrocytes may not be the main cell target of PrtA (Fig. 18), since no hemolytic activity
was seen on blood agar plates, when Prt was naturally expressed from the pEC598 plasmid in
different E. coli strains. Our results also showed that the presence of the operon prtCABD allowed
the bacteria possessing them to had cytopathic effects on different cells such as avian fibroblasts,
human macrophages, urothelial cells and kidney cells supporting the idea of the broad range of
host cell types that could be targeted by Prt (Fig. 19).

Prt was shown to be important for virulence of an APEC strain in a 3-week-old-chicken infection
model (Fig. 20, Fig. 22). Replacement of the native ColV plasmid of strain CH138 with the pEC598
plasmid resulted in a significantly hi'gher level of virulence and chick lethality. Importantly, the loss
of the Prt system from this strain attenuated virulence and lowered bacterial numbers in syste’mic
organs and blood. Further, the prt complemented strain regained virulence and increased bacterial

numbers in the chick infection model.

Although no hemolytic phenotype is evident on growth in vitro on blood agar plates, it is notable
that the expression of the prt system is upregulated in vivo or from host tissues. In our infection
studies in chickens we determined by qRT-PCR that prtA expression was greatly increased from
chicken airsac and pericardial tissues (Fig. 23). Further, when testing prtA expression during

infection of the mouse bladder compared to growth in vitro, it was found to be increased a mean
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of 7-fold. Taken together, Prt represents a new RTX toxin that can contribute to virulence of

pathogenic E. coli.

It will be of interest to more fully elucidate how this new RTX system effects the host immune cell

function as well as what factors may control its regulation of expression during infection.

MATERIALS AND METHODS :

Strains, media and PCR screening

Strains and plasmids are listed in Table IV. The 697 E. coli strains isolated from urinary tract
infections were clinical isolates from Guadeloupe. Strains were collected by and from laboratories
or hospitals over a period of 17 months and included community or nosocomial urinary tract
infection isolates. The 299 APEC strains were previously described elsewhere (Dozois, Dho-
Moulin et al. 2000). The list of the primers is listed in Table V. The phylogenetic group of strains
was determined by multiplexed PCR as described (Clermont, Christenson et al. 2013). MT156
(QT598) is an APEC serogroup O1 strain that was isolated from the liver of young turkey poultry
(Habouria, Pokharel et al. 2019). E. coli strain DH5a and BL21 were used for gene cloning and
phenotypic tests. APEC strain CH138 is a virulent O1:K1 strain belonging to ST 95 that contains
a typical ColV plasmid which is important for APEC virulence. It was used as the virulent reference
strain to determine the importance of pEC598, the EVI region, and the prt genes for virulence in
chickens. Bacteria were grown at 37°C on solid or liquid Lysogeny Broth medium (Alpha
Bioscience, Baltimore, MD) supplemented with the appropriate antibiotics at concentrations of 100
pg/mL ampicillin, 30 pug/mL chloramphenicol, 50 pg/mL of kanamycin or calcium (10mM) when
required. For chicken infection studies, CH138 (pEC598) and mutant derivatives were grown in

brain heart infusion broth (Alpha bioscience).

Table VI : Bacterial strains and plasmids used in this study

Reference or
Strain or plasmid Relevant characteristics

source
Plasmids
Crépin, Harel et al.
pGP-Tn7-Cm pGP-Tn7-FRT::Cm, AmpR, CmR (Crép
2012)
. . (Crépin, Harel et al.
pSTNSK- pST76-K ::tnsABCD, Km
2012)
(Crépin, Harel et al.
plJ258 pST6K::tnsABCD, KmR
2012)
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(Crépin, Harel et al.

plJ360 pST6K::tnsABCD, TpR
2012)
(Crépin, Harel et al.
plJ361 pST6K::tnsABCD, CmR
2012)
plJ479 pUCm-T prtCABD, ApR This study
plJ489 pUCmM-T prtCABD AprtC, ApR This study
plJ490 pUCM-T prtCABD AprtA, ApR This study
plJ491 pUCM-T prtCABD AprtB, ApR This study
plJ492 pUCmM-T prtCABD AprtD, ApR This study
(Crépin, Harel et al.
plJ521 pGP-Tn7-Gm prtCABD, GmR
2012)
Kivs Template plasmid for the amplification cat gene bordered by FRT (Datsenko and
: ' sites Wanner 2000)
ik Template plasmid for the amplification km gene bordered by FRT (Datsenko and
g sites Wanner 2000)
: : (Datsenko and
pKD46 A-Red recombinase plasmid Ts replicon, ApR
Wanner 2000)
(Datsenko and
pCP20 FLP helper plasmid Ts replicon, ApR, CmR
Wanner 2000)
Strains
) (Marc and Dho-
QT598 APEC 01 K, serum resistant )
Moulin 1996)
QT4707 QT598 HN-S ::kan, KmR This study
QT4430 DH5-a hlyCABD, CmR This study
(Studier, Daegelen
BL21 F- dcm ompT hsdS(re- me-) gal [malB*]k-12(AS)
et al. 2009)
QT4737 BL21 plJ479, ApR This study
QT5161 BL21 plJ489, ApR This study
QT5162 BL21 plJ490, ApR This study
QT5163 ! BL21 plJ491, ApR 1 This study
QT5164 BL21 plJ492, ApR This study
i F- endA1 gIinV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR Bethesda Research
-a
nupG @80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 hsdR17 (r«” mk*) A- Laboratories
APEC wild-type (O1 :H1 :K7) fyuA sitA chuA irp2 iroN ireA tsh (Johnson,
CH138 iucD fimC iss ompA vat traT; contains four plasmids, including Kariyawasam et al.
' pAPEC-O1-ColBM 2007)
QT4692 CH138 pEC598 iucD ::cm, CmR This study
QT5160 CH138 pEC598 iucD ::cm prt::kan, CmR, KmR This study
QT4845 CH138 pEC598 iucD ::cm RU ::kan, CmR, KmR This study
QT5169 CH138 pEC598 iucD::cm prt::kan att-Tn7-prtCABD::gm This study
QT5168 CH138 pEC598 iucD::cm RU::kan att-Tn7-prtCABD::gm This study
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QT3707
QT3864
QT4039
QT4211
QT4248
QT4378
QT4553
QT4554
QT4558
QT775
QT4459

UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
UPEC clinical strain screened for the presence of prtA
X7213 DAP- KmR
X7213 DAP- KmR, pEC598-iucD::Cm

Table VIl : Primers used in this study

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study

Primers Direction Characteristic(s) Sequences 5’ > 3’
CMD 100 Forward tsh for screening AGT CAG GGG GAT GCA CAG AAA
CMD 101 Reverse tsh for screening GCG GTTCTCCCAGTCCTCC
CMD 392 Forward rpoD for gRT-PCR GCG TGA AGC GAA AGT TCT GCG TAT
CMD 393 Reverse rpoD for gRT-PCR TCG CGG GTAACG TCG AACTGT TTA
CMD 1072 Forward g/mS_attTn7 CAC CAATCT TCT ACACCG T CGC
CMD 1103 Forward tnsC for screening AAC GCA AAG ATG CGC TGT TAT CGG
CMD 1104 Reverse tnsC for screening AGT TCT GAC ACT ACC GTT TCG CCT
CMD 1152 Forward tus for qRT-PCR CGA TAA CCT TTC GCA AGC AGC GTT
CMD1153 Reverse tus for qRT-PCR GGC AAA TGA CGA TGC ACC CAT TCA
CMD 1297 Forward Cassette TAA GAC ATT CAT CGC GCT TG
gentamycine
CMD 1789 Forward prtA for screening AGG GCA GCATCA CTC TGA AC
CMD 1790 Reverse prtA for screening GAA TGT GGT CGT GTC CAT CG
CMD 1802 Forward prtCABD cloning ACA AGG ATC CAG GTATTG TCG GTATTC
GAT ATG AG
CMD 1803 Reverse prtCABD cloning GAC CTC TAG ATG TTG GCT ACT CCC i
: GAC ATA
CMD 1804 Forward prt for screening GCA AAA GAT GCT ATC GCC GTG
CMD 1805 Reverse prt for screening CGT TTC ACT GGC TAC GTT CAG
CMD 1903 Forward Amplification of prtC ~ ACA AGA CTA GTC ACA GAA TTT CAT GCA
GGT AAG GTC G
CMD 1904 Reverse Amplification of prtC TGA AGA CTA GTA CAT CCC CAA AGC
CAG GCG G
CMD 1905 Forward Amplification of prtA GCT TCA CTA GTT CCG AAG TCG ACA
AGC CCC AG
CMD 1906 Reverse Amplification of prtA CCC AGA CTA GTC GCT GCG AGC GCC
AAATCT TTC
CMD 1907 Forward Amplification of prtB ATC GGA CTA GTA CCG TGA GGA TGG
CTGACCG
CMD 1908 Reverse Amplification of prtB- ATA CTA CTA CTG CAT GAC CAG CGC AGA
AAG TGC
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CMD 1909 Forward Amplification of prtD  AAT CAA CTA GTT CCC GTA GCC GTT TGG

GAGC
CMD 1910 Reverse Amplification of prtD  AAT CAA CTA GTT CCC GTA GCC GTT TGG
GAGC
CMD 1911 Forward Amplification of AGGCCTGGCTGCATGTTGAAAAATAAAACT
prtCABD ATTTAAATTTTACGTATATGGTGTAGGCTGG
AGCTGCTTC
CMD 1912 Reverse Amplification of TTTGTTGGCTACTCCCGACATAGCAAGAAT
prtCABD AACGTTCAGTCATGCTCTCATGGGAATTAC
CATGGTCC
CMD 1941 Forward AprtC for screening GCG CCT TGC CAT CCT GTC AC
CMD 1942 Reverse prtD for screening CGA TAC CAT GCA AGT AAC CGT GAC
GAG
CMD 2519 Forward prtA for gqRT-PCR GAC GCC CAC TTC AGAATC AC
CMD 2520 Reverse prtA for gRT-PCR ATC GGC AAT CGT GCT GGT AT

Bioinformatic analysis

The presence of the prtCABD sequence in silico was determined by Blastp analysis against
several E. coli genomes available from the NCBI database (Altschul, Gish et al. 1990). The
phylogenetic trees were constructed by using the PhyML/bootstrapping in MEGA 6 program with
sequence alignment by Clustal W and the "Neighbor-Joining Tree" algorithm was used (Tamura,
Stecher et al. 2013).

Genetic and DNA manipulations

Plasmid DNA was extracted using the EZ DNA Miniprep kit (Bio Basic, Markham, Ontario,
Canada). PCR products and DNA were purified using the EZ-10 Spin Column PCR Product
Purification Kit (Bio Basic, Markham, Ontario, Canada). DNA for RTX-encoding genes was

amplified using Q5 High Fidelity-DNA polymerase (New England Biolabs, Inc).
! !

Construction of plasmids

Prt-encoding genes were amplified by PCR using specific primers (listed in Table IV). The
prtCABD genes were amplified from QT598 and cloned into pUCmT to generate pUCmT-
prtCABD. Amplification of the prtCABD genes was performed with primers CMD1802 and
CMD1803 using the high-fidelity enzyme Q5 (NEB) with a hybridization temperature of 60°C.
Following purification of the amplified DNA fragment, there was incubation with Tag-polymerase
(Bio Basic Inc) to add adenines at the ends of the DNA fragment. Subsequently, the fragment was

incubated with the linear plasmid (Bio Basic Inc) having thymines at the ends with a ligase
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(Fermentas). The ligation was then transformed into Escherichia coli K-12 strain DH5-a and the

spreading was carried out on LB solid medium with ampicillin, IPTG and X-gal.

Avian Pathogenic E. coli strain CH138 pEC598 harboring the complementation of the prtCABD
operon was obtained by site-specific transposition of the prtCABD genes at the
chromosomal atfTn7 site as described by Crépin et al. (2012) (Crépin, Harel et al. 2012). First, the
prtCABD genes and their promoter were amplified with the primers CMD1802 and CMD1803. This
DNA fragment was digested with Kpnl and Xhol (New England Biolabs), purified with the Biobasic
kit and ligated into the multiple-cloning sites (MCS) of the mini-Tn7-containing vector pGP-Tn7-
Gm, generating the vector pGP-Tn7-prtCABD (plJ521).

Mutagenesis of Prt

Avian Pathogenic E. coli strain CH138 was used for the chicken infection model. The strain QT775
was conjugated with the plasmid, pEC598 iucD::Cm and grown on LB culture supplemented with
DAP. The transconjugants QT4459 was then selected on LB DAP Km Cm agar plates. Afterwards
CH138 pECCH138 was conjugated with QT4459 strain on LB culture supplemented with DAP.

The transconjugants QT4692 were then selected on LB Cm agar media.

Mutants were generated using the lambda red recombinase method (Datsenko and Wanner
2000). The prtCABD genes were replaced with a kanamycin resistance cassette, from plasmid
pKD13 with the knockout primers: 2094 and 2095 (Table V). PCR products were electroporated
into QT598 containing the lambda red recombinase-expressing plasmid pKD46. Deletion of the
prt genes was confirmed by PCR with screening primers CMD 1789 and 1790 (Table 1V). The
kanamycin resistance cassette, flanked by FLP recombination target (FRT) sequences, was
removed by the introduction of plasmid pCP20 expressing the FLP recombinase (Cherepanov and
Wackernagel 1995). Thp prt genes were replaced with a gentamycin-resistance cagsette by allelic
exchange as detailed in (Dozois, Dho-Moulin et al. 2000). Mutants of QT598 lacking multiple prt-

encoding genes, including a derivative lacking all four prt genes, Aprt, were generated.

Strain containing pGP-Tn7-prtCABD was conjugated overnight with strain CH138 pEC598
iucD::cm prt::kan, containing plasmid pSTNSK, which encodes the Tn7 tnsABCD transposase
genes, at 30°C on LB culture supplemented with DAP. Insertion of Tn7 into the attTn7 site was
verified by PCR (primers CMD1789 and CMD1790).

Preparation and protein analysis: Western Blotting
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Proteins from supernatant bacterial cultures were prepared as described in (Mahmood and Yang
2012). Proteins in the samples were separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, transferred onto nitrocellulose membrane, and then analyzed with specific
antibodies. Anti-PrtA antibodies were of rabbit origin (New England Peptide, USA). Species-
specific antibodies Goat Anti-Rabbit conjugated with peroxidase were used as the secondary
antibodies. After binding and washing, the membranes were finally developed with Western Blot
Chemiluminescence Reagent (Rockford, USA, ThermoScientific), and the signals were captured

by detection of a light signal on GelDoc.
Testing for hemolytic activity

Blood agar plates for hemolytic assays were prepared as follows. Blood was aseptically taken
from human, chicken, sheep, horse or swine in the presence of an anticoagulant. Agar plates were
then prepared by mixing trypticase-soy-agar (Alpha Biosciences Inc., Baltimore, USA)
supplemented with 10 mM CaCl, and 5% blood.

This protocol was modified from that found in Harshman's work (Bernheimer 1988, Harshman,
Sugg et al. 1988). In order to determine the erythrocytes percentage of the different kind of bloods,
we firstly tested hemolysis in liquid. Blood cells were prepared as a 1% solution by adding 0.5 mL
of blood at 2% of erythrocytes to 3.5 mL of water, followed by centrifugation and reading the optical
density of the supernatant at 545 nm. The value obtained must be 0.30 + 0.02 characterizing a
50% of hemolysis, allowing us to determine the erythrocytes percentage of our blood. Bacterial
cultures were adjusted to a concentration of 2x107 bacteria/mL. 100 pL of a 2% blood suspension
was prepared and mixed with 100 L of the bacterial solution, and then incubated at 37°C for 4
hours. The supernatants of samples were then obtained after centrifugation (5min, 500g) and its

optical density at 545 nm was determined.
Infection of host cells in vitro

The CEC-32 avian fibroblasts were cultured in DMEM (Wisent Inc) with 10% fetal bovine serum
(FBS) (HyClone) and the cells were plated in 96 wells the day before infection at 5x10* cells per
well. THP-1 monocytes (ATCC TIB-202) and 5637 urothelial cells (ATCC HTB-9TM) were cultured
in supplemented RPMI medium (25 mM HEPES, 4 mM L-glutamine, 10% FBS, 0.1 mM non-
essential amino acids, 1mM sodium pyruvate) (Wisent Inc), while the urothelial cells were plated
in 96 wells the day before infection at a quantity of 5x10* cells per well, the monocytes were plated
48 hours before infection at a concentration of 8x10* cells per well in the presence of PMA to

promote adhesion and their differentiation into macrophages. All cells were incubated at 37°C and
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5% COz2. Renal HEK-293 cells (ATCC CRL-1573TM) were cultured in DMEM supplemented with
10% FBS, 10 mM HEPES, 1% non-essential amino acids and 1 mM sodium pyruvate. Five mL
cultures of LB were diluted to obtain a MOI of 10:1, or 10 bacteria per eukaryotic cell. Then, the
culture medium was removed from the 96-well plate and the cells washed with HBSS, and the
plate was inoculated with 200 L of bacteria. Following centrifugation of the plate at 200xg for 5
minutes, it was incubated at 37°C and 5% CO- for 3 hours. The cells were then washed three
times with PBS and stained with Giemsa following the manufacturer's protocol (Fisher Scientific)

and visualized under a microscope.
Experimental infection of chickens via the air sac

Chickens were maintained in specific-pathogen-free conditions and all experiments were
approved by the “Comité Institutionnel de Protection des Animaux”. A single-strain challenge
model was used to investigate the contribution of the prt genes to the virulence of APEC. For this
purpose, 3-week-old Layers chickens (White Leghorn, ACIA, Ottawa) were inoculated in the left
thoracic air sac with 108 CFU of the APEC strain CH138 (pEC598), isogenic mutant Aprt mutant,
or its complemented derivative. At 6, 24, and 48 h post-inoculation, blood was collected for plating
on Mac Conkey agar medium. At 48 h post-inoculation, chickens were euthanized and examined
for macroscopic lesions. The spleen, lung, and liver were aseptically collected, weighed, and
homogenized. Bacterial numbers were determined by plating serial dilutions of the homogenates

on selective Mac Conkey agar medium.
gRT-PCR analysis of prt gene expression in vivo and in vitro

Expression of the prtA gene was determined after growth in LB medium or from infected chicken'’s
tissues of the pericardium and air sacs. Total RNAs were extracted following the EZ-10 Spin
Column Total RNA Miniprep Kit protocol (BioBasic). RNA samples were then first treated with
DNase | (dIAGEN) and then with Turbo DNase (Ambion). PCR (40 c’ycles) were used to ensure
lack of DNA contamination. cDNAs were produced by using the SuperScript RT Il reverse
transcriptase (Invitrogen) according to the Transcript® All-in-One First-Strand cDNA Synthesis
SuperMix for gPCR protocol (Trans). The RNA polymerase sigma factor rooD gene and the DNA
replication terminus site-binding protein tus gene were used as house-keeping controls. Primers
designed to amplify rpoD, tus and prtA are presented in Table 3. Two uL of cDNA and 10 uyM of
each primer set were mixed with 10 yL of TransStart® Tip Green gPCR Supermix (Trans) per
PCR tubes. Assays were performed in triplicate on a gqPCR RG-3000 Corbett Rotorgene (Thermo

Fisher) instrument. All data were normalized to rpoD or tus expression levels. Melting-curve
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analysis was verified to differentiate accumulation of Evagreen bound DNA and determine that
signal was gene-amplification specific and not due to the primer dimer formation. The data were
analyzed by the 2722% method (Livak and Schmittgen 2001).

Statistical analysis

For chicken infection experiments, the Mann-Whitney test was used to compare the samples by
pairs, and the Kruskal-Wallis test was used to compare groups. P-values of < 0.05 were
considered statistically significant. All data were analyzed with the Graph Pad Prism 7 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

DNA Sequence accession numbers:
Escherichia coli strain QT598 plasmid pEC598 : KP119165.1
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6. Conclusion & Perspectives

La famille des toxines RTX est connue pour contribuer a la virulence de différentes
bactéries comme E. coli, V. cholerae et d'autres bactéries Gram négatives a pathogénes, et elles
peuvent étre des toxines cytolytiques, des métalloprotéases et des lipases (Lally, Hill et al. 1999,
Welch 2001). Les toxines RTX jouent un réle majeur dans la virulence des bactéries pathogénes
de par leur capacité a former des pores induisant ainsi une réponse inflammatoire et la
dégradation des substrats des cellules cibles. Chez les EXPEC, les toxines RTX sont des facteurs
de virulence importants et il en existe différentes dont les plus connues sont les systémes Hly et
Ehx chez E. coli (Johnson 1991), Apx chez A. pleuropneumoniae (Apxl, Apxll et Apxlll) (Frey
2011) ou V. cholerae (Satchell 2007). Lors de cette maitrise, le réle du systéme Prt a pu étre
déterminé chez la souche APEC QT598 grace a des tests de cytotoxicité et des infections des
voies aériennes de modele aviaire. La souche QT598 fait partie du sérogroupe O1 présent chez
les APEC et les ExXPEC humains. La souche EXPEC QT598 a initialement été isolée chez une
jeune dinde, notre laboratoire a ensuite séquencé cette souche et a découvert la présence d’'une
région unique sur un plasmide de type ColV, pEC598 (201 kpb). Cette région unique posséde 3
systémes non caractérisés : un systeme de fimbriae, un systéme d’autotransporteur et un systeme
de toxine RTX. De plus, le séquencage a permis de mettre en lumiére le fait que le plasmide
pEC598 posséde un pseudo-géne de l'aérobactine, rendant ce dernier non fonctionnel.
L’aérobactine est connu pour jouer un réle important dans la virulence des souches le possédant
(Opal, Cross et al. 1990), c’est pourquoi notre laboratoire a assumé que la virulence non diminuée
de la souche QT598 malgré I'absence de I'aérobactine, est due a I'un ou plusieurs des systémes
de la région unique de pEC598. Des études réalisées dans nos laboratoires ont montré
limportance de la région unigue et des systémes d’autotransporteurs lors d’'infection de modéles
aviaires (Habouri'a, Pokharel et al. 2019). Les nouveaux autotransportegrs présents dans le
plasmide pECSQé ont montré leurs effets cytopathiques sur des cellules dé la vessie et de leur
importance dans la colonisation des reins dans des infections UPEC de modele d’infection urinaire
chez la souris (Habouria, Pokharel et al. 2019). Cependant le but de cette maitrise fut de
comprendre et de caractériser le réle de cette nouvelle toxine RTX, Prt, et son réle dans la

virulence de modéle d'infection aviaire.

Durant cette maitrise, nous avons déterminé que I'opéron prtCABD appartient a la famille
des leucotoxines / hémolysines mais ne fait pas partie des toxines RTX connues selon le
séquencage de ce dernier. La séquence de ce nouveau systéme Prt a été retrouvée dans 0.86%

des souches UPEC criblées qui appartenaient toutes au groupe phylogénétique B2 (697 isolats)
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et dans 1.9% des souches APEC criblées (306 isolats). Des analyses phylogénétiques couplées
avec des comparaisons des contenus en G-C, ont montré une forte homologie, et donc la forte
possibilité d’'un transfert horizontal de ce nouvel opéron prtCABD avec un des membres de la
famille des Pasteurellaceae. De plus, il est connu que les toxines RTX possedent des répétitions
de nonapeptides et le séquencage du nouveau gene prtA codant pour la toxine a révélé la
présence de pré-répétitions de ces nonapeptides dans la séquence protéique prédite. La
présence de ces pré-répétitions chez d'autres membres de la famille des RTX comme A.
pleuropneumoniae, K. kingae, M. haemolytica, A. equuli ou Cronobacter malonaticus et sakazakii,
créant ainsi un sous-groupe de RTX possédant ces pré-répétitions nonapeptidiques. Les
expéeriences réalisées lors de cette maitrise ont été faites a partir d’'un plasmide a fort nombre de
copies dans lequel on a inséré I'opéron prtCABD. Les Western Blot et les tests d’hémolyse en
sang liquide et solide ont ainsi permis d'observer I'importance des 4 génes de l'opéron afin
d’obtenir une toxine fonctionnelle qui peut par la suite étre sécrétée dans le milieu extracellulaire.
Ces expériences ont également mis en lumiére que prtCABD a un effet sur une grande gamme
de cellules d’hétes distincts (humain, poule, dinde, cheval, porc, ...) méme si les érythrocytes ne
semblent pas étre la cible principale de la toxine PrtA. On a aussi pu mettre en avant I'effet
cytopathique sur différentes cellules comme les fibroblastes aviaires, les macrophages humains,
les cellules urothéliales et les cellules rénales, ce qui suggére une grande gamme d’activité de
PrtA contre une diversité de cellules. Des expériences d’infection de la nouvelle toxine Prt ont
aussi été réalisées en utilisant une souche virulente d'/APEC avec un modéle d’'infection de
poussins agés de 3 semaines. La souche mutante (Aprt) était atténuée dans la colonisation des
organes et du sang, tandis que la souche sauvage (CH138 pECS598) ainsi que la souche
complémentée (Aprt prt*) ont montré une trés bonne capacité a coloniser ces derniers et avaient
la capacité de persister durant les 48h des infections. De plus, la souche mutante (Aprt) ne montrer
pas de virulence, car tous Ies! poussins infectés survécurent l'infection tandis que la §ouche
sauvage et la complémentée (Aprt prt*) tuerent la moitié de la population des poussins infectés
avant les 48h post-infection. Les résultats ont ainsi pu montrer 'importance de prtCABD dans la
colonisation des organes et du développement de Iésions chez les poussins, nous faisant ainsi
spéculer de l'importance de prtCABD dans la virulence des souches pathogénique aviaire d'E.

coli.

En perspectives, il sera intéressant de mieux caractériser la régulation de l'opéron
prtCABD car les résultats obtenus in vitro le sont grace a un vecteur a fort nombre de copies alors
que les résultats in vivo le sont avec le plasmide natif a faible nombre de copies pEC598. Ceci

pourrait suggérer une régulation ayant lieu empéchant d’obtenir des toxines fonctionnelles in vitro.
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Ainsi, une construction de rapporteur de fusion transcriptionnel devra étre réalisée, et pour se faire
le promoteur de la toxine Prt sera cloné avec I'opéron sans promoteur luxCDABE, selon la
méthode décrite par (Bessaiah, Pokharel et al. 2019), ce qui créera la construction prt-lux. Par la
suite, une banque des mutants sera créée par mutagenéeses par transposons. Ceci permettra de
déterminer les régulateurs du promoteur de I'opéron prtCABD, par mesure de la luminescence ou
les geénes perturbés entraineront une plus faible ou plus forte luminescence en comparaison a la
souche sauvage. Afin de confirmer si les résultats obtenus par mesure de la luminescence, des
tests phénotypiques sur géloses sang pourront étre réalisés pour voir si un halo d’hémolyse
apparait pour les génes surexprimés. Pour ce qui est de I'expression in vitro du géne prtA, les
expériences a jour ont été réalisées avec des cultures bactériennes a DOgoonm de 0.6 mais
cependant il sera intéressant de déterminer I'expression de ce géne dans différentes conditions
de culture comme des cultures en phase stationnaire de croissance ou en début de phase
exponentielle de croissance, et en comparant le niveau d’expression en milieu minimal, milieu

pauvre en fer ou en liquide biologique comme le sérum ou l'urine, ....

Nos études ont aussi montré que le systeme Prt a pu étre retrouvé uniquement
dans les souches UPEC du groupe phylogénétique B2 mais il sera également intéressant de
cribler plusieurs autres souches UPEC de différents groupes phylogénétiques afin de déterminer
si ce systeme est présent dans d’autres groupes surtout qu'il est localisé sur un plasmide. De
plus, il sera intéressant de déterminer plus en profondeur 'impact que le systeme Prt peut avoir
pour la virulence de ces souches UPEC et leur effet sur la réponse immunologique pendant
I'infection. Les toxines de la famille des RTX sont connues pour étre situées soit sur de grands
plasmides transmissibles, soit étre situé au niveau du chromosome sur des flots de pathogénicité
(Kuhnert, Heyberger-Meyer et al. 1997). Ce systéme Prt n’a pour l'instant été retrouvé uniquement
présent sur des plasmides, ainsi il sera intéressant de déterminer si ce systéme peut étre retrouvé

egalément au niveau du chromosome chez certaines souches.!

Des recherches supplémentaires sur le réle potentiel de cette toxine RTX nouvellement
identifiee dans la virulence des APEC ainsi que d'autres EXPEC associés aux infections chez
Fhumain sont donc justifiées. Il sera intéressant de mieux comprendre en quoi ce nouveau
systeme RTX influe sur la virulence des souches APEC et UPEC qui le possedent, ainsi que sur
ses réseaux de régulation bactériens pouvant étre rencontrés au cours de la colonisation et

l'infection de I'héte.
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