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RESUME

Les bactéries Escherichia coli uropathogénes (UPEC) causent plus de 80 % des infections du tractus
urinaire communautaires (ITU) chez les femmes. Les ITU sont une des infections les plus fréquentes
dans les pays industrialisés et représentent un probléme économique et de santé publique majeure. A
ce jour, seuls les antibiotiques sont utilisés de routine afin de traiter les ITU communautaires. La
fosfomycine est un antibiotique fréquemment utilisé dans ce but en Europe, depuis plus de 20 ans.
Cependant, seulement 1,5 % a 3 % des souches UPEC cliniques portent des mutations de résistance

a la fosfomycine, alors qu’elles présentent un taux élevé de mutations spontanées in vitro (10°%).

Dans cette étude, nous avons étudié les mutations survenant dans des génes connus comme étant des
facteurs de résistance a la fosfomycine. Nous voulons comprendre pourquoi il y a trés peu de
bactéries résistantes isolées en milieu clinique, alors qu’il y en a tant aprés culture in vitro. Ces
mutations de résistance concernent les genes des transporteurs de sucres phosphates GlpT et UhpT,
porte d’entrée de la fosfomycine dans la cellule. Elles concernent aussi les génes pts/ de la
phosphotransférase du phosphoénolpyruvate et cyad de [’adénylate cyclase. Ces derniers
interviennent dans la régulation et la synthése de I’AMPc, un activateur des transporteurs GlpT et
UhpT. Nous avons utilisé les souches uropathogénes CFT073, 536, ECOR72 et la souche de
laboratoire E. coli K-12, pour générer des mutants dirigés dans ces génes cibles, nécessaires a

I’étude.

Les délétions affectent directement ou indirectement des systémes d’importations de sucres,
alors I’utilisation des sources de carbone par les bactéries nous informe sur les possibles
mutations survenues. Nous avons déterminé la fréquence de génération spontanée de mutants
résistants a la fosfomycine chez les souches sauvages, et ce, sur différents milieux de culture
riches et en urine humaine. L’utilisation de I’urine a permis de mimer une des composantes du
tractus urinaire. Par la suite nous avons isolé plusieurs mutants spontanés et selon leur profil
phénotypique, par comparaison avec ceux des mutants dirigés, nous avons pu sélectionner les
génes susceptibles d’avoir subi une mutation afin de les séquencer. Les souches sauvages

CFT073 et ECOR72 ont été délétées des deux geénes transporteurs de la fosfomycine (Aukpt et



Aglpt). Nous avons comparé leur capacité d’infection a celle des souches sauvages dans un

modéle murin de co-infection ascendante.

Les résultats de co-infection ont montré que les génes des transporteurs testés n’altérent pas la
capacité d’infection des souches utilisées. Les résultats obtenus en urine démontrent I’impact
négatif de ce milieu sur la génération spontanée de mutants résistants, le type de mutation

pouvant survenir et le niveau de sensibilité des mutants en présence de fosfomycine.

SUMMARY

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) strains are responsible for more than 80% of community
acquired urinary tract infections (UTIs) among women. UTIs are the most frequent infections in
industrialized countries and represent a major economic and public health concern. Fosfomycin has
been a frequently used antibiotic for treatment of UTIs in Europe for more than 20 years now.
However, overall only 1.5 % to 3 % of UPEC clinical isolates demonstrate resistance to fosfomycin,

whereas the rate of spontaneous resistance to mutations in vifro is quite common (10'8).

In this study, we studied the mutation of genes known to increase resistance to fosfomycin. We
wanted to understand why there are so few resistant bacteria isolated from clinical cases (in vivo),
when compared to the high rate of resistance in vitro. The resistance mutations include inactivation
of the genes encoding sugar phosphate transporters (GItP and UhpT), which mediate entry of
fosfomycin into the cell. In addition, inactivation of the pts/ gene encoding the phosphoenol
pyruvate phosphotransferase enzyme I and the cya4 gene encoding adenylate cyclase, intervening in
cyclic-AMP regulation and synthesis, also increases fosfomycin resistance as these genes positively
regulate the GItP and UhpT transporters. We used UPEC strains CFT073, 536, ECOR72 and the E.

coli K-12 laboratory strain in order to generate specific deletions of these target genes.

The wild-type CFT073 and ECOR72 strains and their isogenic mutants, deleted of the two
fosfomycin transporters genes (AuhptAgipt), were used to infect female mice in an ascending co-
infection process. We also established a phenotypic profile corresponding to each of the targeted
deletion mutants, by testing their growth in minimal media containing a variety of sole carbon

sources and by determining the fosfomycin minimal inhibitory concentration (MIC). We determined

vi



the rate of fosfomycin resistance in vitro, in rich medium and human urine. After that, we isolated
several spontaneous mutants, and based on their phenotypic profile in comparison with those of
genetically defined mutants, we were able to predict the type of spontaneous mutation and confirm

certain changes by sequencing.

The results of co-infections in mice showed that loss of transporter genes did not modify the strain's
ability to colonize the mouse urinary tract. Further, results following growth in urine showed the
negative impact of this environment on the spontaneous generation of fosfomycin resistance, the

types of mutations that occurred and the increased resistance of these mutants to fosfomycin.
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Introduction

Les bactéries Escherichia coli (E. coli) sont responsables d’infection tant chez ’humain que
chez les animaux. Elles se trouvent naturellement dans I’intestin des mammiféres et oiseaux en
tant que commensaux et sont inoffensives. Cependant, il arrive qu’elles colonisent
accidentellement des niches écologiques, en dehors de P’intestin (méninges, vessie, etc.). La,
elles peuvent causer des maladies, grace a des facteurs de virulence spécifiques et diversifiés

(Kaper et al., 2004).

Les bactéries E. coli uropathogeénes (UPEC) ont la capacité de survivre dans les différents
microenvironnements du tractus urinaire et causent des infections du tractus urinaire (ITU)
(Palaniappan et al., 2006). Plus de 80 % des ITU communautaires sont causées par les UPEC
(Russo et al., 2003). Ces infections touchent particuliérement les femmes. En effet S0 % d’entre
elles auront une ITU au cours de leur vie (Lobel et al, 2007). Cela représente un fardeau
économique et de santé publique majeure. 1,6 milliard de dollars sont dépensés par année dans
le traitement des ITU aux Etats-Unis. A ce jour, seuls les antibiotiques sont disponibles comme
traitement. Néanmoins, on observe parmi les UPEC une augmentation de la prévalence des
résistances aux antibiotiques utilisés de routine. De plus, I’étendage de clones multirésistants
aux antibiotiques rend ces infections de plus en plus difficiles & contréler. Cette problématique
oblige les praticiens a adapter leurs méthodes empiriques de traitement. Ils doivent prendre en
compte I’émergence des résistances locales lors de leur prescription (Gupta ef al., 2011, Thirion

et al., 2003).

La fosfomycine est un antibiotique bactériolytique bloquant la synthése de la paroi cellulaire. Il
affecte aussi bien les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives. Il se fixe sur
P’enzyme MurA nécessaire & la premiére étape de la biosynthése des peptidoglycanes de la
paroi. Cet antibiotique est fréquemment utilisé en Europe, depuis plus de 20 ans (Kahan et al.,
1974, Shrestha et al., 2001). Néanmoins, seulement 1,5 % a 3 % des souches UPEC cliniques
portent des mutations de résistance a la fosfomycine. Inversement, elles présentent un taux de
mutations spontanées élevé in vitro (10%) (Nilsson et al., 2003). Cette dualité entre les
observations in vivo et in vitro a fait que cet antibiotique a longtemps été mis de coté en

Amérique de Nord. Il n’est recommandé comme traitement empirique de premier plan que



depuis 2010 aux Etats-Unis Gupta et al., 2011, Warren et al., 1999 . Au Canada, il est
commercialisé en pharmacie depuis 2012 (Pharma-Direct, 2012, Triton-Pharma-Inc., 2012). Ce
regain récent d’intérét pour cette molécule est notamment lié a la sensibilité & la fosfomycine de

beaucoup de souches multirésistantes (Falagas et al., 2010).

De ces constats découle naturellement une question: pourquoi y a-t-il si peu de mutants
observés in vivo par rapport aux tests in vitro?

L’hypothése émise a ce jour prévoit que les mutations responsables de la résistance a la
fosfomycine rendent les bactéries moins aptes a survivre dans le tractus urinaire. Cette
hypothése est supportée par des études menées par Marchese ef al., 2003 et Nilsson et al., 2003.
Au cours de cette étude, nous avons tenté d’apporter une compréhension supplémentaire a cette

dualité de résistance a la fosfomycine in vivo et in vitro.

Ainsi, nous avons étudié les mutations survenant dans les génes connus comme étant
responsables de la résistance a la fosfomycine. Les souches uropathogénes CFTO073, 536,
ECOR?72 et la souche de laboratoire non-pathogéne K-12 ont été utilisées pour générer des
mutants dirigés dans ces génes cibles. Ces mutations touchent les génes des transporteurs de
sucres phosphates GIpT et UhpT, par lesquels la fosfomycine entre dans la cellule. Elles
concernent aussi les génes pts/ codant pour une phosphotransférase du phosphoenolpyruvate et
cyaA codant pour I’adénylate cyclase qui sont importants pour I’expression de ces transporteurs.
Nos résultats obtenus en urine et en milieux riches nous ont permis de démontrer I’effet négatif
de ce milieu sur la génération spontanée de mutants résistant a la fosfomycine, la concentration

minimale inhibitrice des souches testées et le type de mutations pouvant survenir.

Dans le premier chapitre, nous présentons les aspects théoriques généraux permettant la
compréhension du sujet d’étude, comme les caractéristiques des UPEC, les ITU, la fosfomycine
et les mutations de résistance a cet antibiotique. Dans les chapitres suivants, nous traitons du
protocole expérimental utilisé, puis des résultats obtenus. En dernier lieu, nous présentons
’analyse des résultats qui permet de mettre en évidence les nouvelles connaissances apportées

sur ce sujet.



Chapitre 1 : Revue de littérature



1.1  Escherichia coli

La bactérie E. coli fut isolée pour la premiére fois de la flore intestinale de nourrissons, par le
pédiatre et microbiologiste allemand Theodor Escherich en 1885. Le nom de ce micro-organisme
a été donné en I'honneur de ce dernier. Depuis, elle est devenue ’une des bactéries les plus
étudiées et les mieux caractérisées par les laboratoires de bactériologie (Berg, 2004). E. coli est
un bacille Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae. Sa taille varie en fonction des
conditions de croissance. Elle se trouve en tant que commensal dans la flore intestinale
d’animaux a sang chaud, y compris les humains. Elle est donc généralement inoffensive pour son
hote et lui est bénéfique. Elles permettent notamment de lutter contre la colonisation du tractus
intestinal par des bactéries pathogénes. Cependant, certains types d’E. coli peuvent aussi étre
pathogénes. Ils peuvent infecter le site commensal et causer des maladies gastro-intestinales.
D’autres peuvent accidentellement coloniser un site en dehors du tractus intestinal et y causer des
maladies, par exemple des infections du tractus urinaire (ITU) auxquelles s’intéresse cette étude

(voir section 1.6) (Berg, 2004, Kaper et al., 2004)

Les bactéries E. coli possédent la capacité de se transmettre des génes entre elles. Elles peuvent
également obtenir de nouveaux geénes via des plasmides ou des phages. Les souches d’E. coli
pathogenes se distinguent des souches commensales, notamment par la grandeur de leur génome.
Elles possédent des portions d’ADN dits « ilots de pathogénicités » (IPAs), qui leurs conférent
des facteurs de virulence. Associés aux symptomes causés et a I’interaction avec les cellules de
I’hoéte, ces facteurs permettent de les classer en différents pathotypes et de les identifier (Dozois

et al., 1999, Palaniappan et al., 2006).



1.2  Les différents pathotypes d' Escherichia coli

A ce jour les différents pathotypes d’E. coli sont classés en sept groupes. Sept groupes
concernent les pathogénes intestinaux (INnPEC): les E. coli adhérent-invasives (AIEC ) (Figure
1.1), E. coli entéropathogénes (EPEC), E. coli entérohémorragiques (EHEC), E. coli
entérotoxinogeénes (ETEC), E. coli entéroinvasives (EIEC), E. coli a adhérence diffuse (DAEC),
E. coli entéroaggrégatives (EAEC) - (Figure 1.2). Le demier groupe comprend les E. coli
pathogénes extra-intestinaux (ExPEC). Les pathotypes EIEC et EAEC sont décrits comme
présents uniquement chez I’humain, tandis que les autres infectent aussi les animaux (Kaper et

al., 2004, Palaniappan et al., 2006).

1.2.1 E. coli pathogénes intestinaux (InPEC)

E. coli adherent-invasifs (AIEC)

Les AIEC sont majoritairement connues pour étre associées a la maladie de Crohn, qui provoque
de graves inflammations de I’intestin. Elles sont retrouvées principalement dans le petit intestin
des patients atteints de la maladie de Crohn. Ces bactéries adhérent aux cellules épithéliales des
Plaques de Peyers de I’intestin. Elles reconnaissent le récepteur CEACAMS6 (Carcinoembryonic
Antigen-Related Cell Adhesion Molecule 6) particuliérement surexprimé durant I’inflammation.
Ces derniéres provoquent des ulceres, par lesquels pénétrent les bactéries dans les cellules

épithéliales (Strober, 2011) - Figure 1.1 :
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Figure 1.1 : Schéma d’une infection par les AIEC (E. coli adhérent-invasif)

Les AIEC (batonnet rouge) se fixent sur les récepteurs CEACAMG des cellules épithéliales (points bleus). Les
ulcéres, dus a I’inflammation, permettent I'entrée des AIEC et des bactéries de la flore intestinale (points verts) dans
les cellules épithéliales (Modifié de Strober, 2011).

E. coli entéropathogénes (EPEC)

Les EPEC sont le premier pathotype décrit. Elles causent des diarrhées persistantes, de la fiévre
et des vomissements, chez I’enfant et les animaux. Elles ont la caractéristique de s’attacher aux
cellules épithéliales intestinales en provoquant un réarrangement de leur cytosquelette. Cela est
marqué par la présence de lésions dites d’attachement et d’effacement (A/E) engendrées par
I’effacement des microvillosités de I’intestin et la formation d’une structure en forme de

piédestal en dessous de la zone d’attachement (Kaper et al., 2004).

E. coli entérohémorragiques (EHEC)

Les EHEC occasionnent également des lésions A/E. Elles sont la cause d’infection accidentelle
chez I’humain principalement via I’ingestion d’aliments ou d’eaux contaminées par les bactéries.
Leur réservoir est essentiellement animal, elles sont des pathogénes zoonotiques, le plus souvent
isolées d’animaux domestiques, porteurs asymptomatiques. Elles ont la caractéristique de
produire des toxines de types shiga et causent des diarrhées parfois sanguinolentes avec
ulcération de I’intestin. Cela peut dégénérer au syndrome d’urémie hémolytique. Les souches les

plus connues et étudiées sont des EHEC de sérotypes O157 :H7 (Donnenberg, 2013) .



E. coli entérotoxinogénes (ETEC)

Les ETEC causent surtout des diarrhées chez les enfants dans les pays en voie de
développement, chez les animaux d’élevage et les diarrhées dites « du voyageur ». Elles sont
pathogénes principalement a cause des toxines thermolabiles ou thermostables que produisent

ces souches (Dozois et al., 1999, Kaper et al., 2004)

E. coli entéroinvasives (EIEC)

Les EIEC causent des diarrhées qui peuvent dégénérer en dysenterie. Comme leur nom I’indique,
elles ont la capacité d’envahir les cellules épithéliales de leur héte et de s’y répliquer, ce qui leur
permet d’échapper au systtme immunitaire. Elles sont génétiquement proches des espéces

Shigella spp plus souvent responsables des dysenteries (Dozois et al., 1999, Kaper et al., 2004) .

E. coli 4 adhérence diffuse (DAEC) et E. coli entéroaggrégatives (EAEC)

Les DAEC et EAEC causent des diarrhées chez I’humain dans les pays développés et en voie de
développement et se caractérisent par les différents types d’adhérence aux cellules Hep-2 en
culture. Grace a la présence de plasmide porteur de génes codant pour des fimbriae particuliers
(AAF), les EAEC ont la capacité de s’autoaggréger entre elles, en formant un amas lors de
I’attachement aux cellules, semblable a un amoncellement de briques. Elles provoquent
également ’augmentation de la sécrétion de mucus par les cellules épithéliales et peuvent former
des biofilms & la surface des cellules. Elles sécrétent des toxines, mais pas de type shiga

(Ericsson et al., 2007, Kaper et al., 2004).

Les DAEC s’attachent aux cellules Hep-2 de fagon diffuse, comme leur nom I’indique, grice a la
présence des fimbriae F1845 de la famille des adhésines « Dr ». Les DAEC induisent un effet
cytoplasmique sur les cellules de I’épithélium intestinal lors de leur adhésion. Cela provoque des
extensions cellulaires qui enveloppent les bactéries adhérées. La présence de ces adhésines

permet I’attachement caractéristique des DAEC (Berger ef al., 2004, Kaper et al., 2004).
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Figure 1.2 : Schéma d’infection des cellules épithéliales intestinales par les différents pathotypes d’E. coli
pathogénes intestinaux

a) Les EPEC forment des Iésions d’attachement et effacement, une structure en forme de piédestal, et détruisent les
microvillosités b) Les EHEC produisent des toxines de type shiga (Stx), en plus d’un piédestal, la destruction des
microvillosités et des lésions d’attachement et d’effacement ¢) Les ETEC produisent deux types de toxines
(thermosensible (ST) et thermolabile (LT)). d) Les EAEC forment des biofilms et sécrétent des entérotoxines et
cytotoxines. e) Les EIEC envahissent la cellule hdte et peuvent s’y multiplier. f) Les DAEC induisent la production
d’une excroissance cellulaire qui les enveloppe (modifié de Kaper et al., 2004).



1.2.2 E. coli pathogénes extraintestinaux (ExPEC)

Les ExPEC regroupent des souches pathogénes pour les humains et les animaux.

Les pathogénes animaux sont la cause de problémes économiques notamment dans le secteur
agricole. Les souches E. coli pathogénes aviaires (APEC) causent d’énormes pertes chez la
volaille, certaines souches (REPEC) provoquent des diarrhées chez les lapins. Elles aménent
beaucoup de perte aussi chez les porcs et les bovidés d’élevage. L’infection la plus fréquente est
la colibacillose et la septicémie qui peut en découler. (Bélanger et al., 2011, Dozois et al., 1999,

Institut-de-I'élevage, 2008).

Les ExPEC pathogénes humains proviennent le plus souvent de la flore commensale intestinale.
1l arrive qu’elles colonisent accidentellement un site autre que le tractus gastro- intestinal ot sont
activés des facteurs de virulence leur permettant d’infecter. Elles causent aussi
occasionnellement des maladies chez les individus aux défenses immunitaires affaiblies

(Donnenberg, 2013).

Ce pathotype regroupe diverses souches d’E. coli responsables de différents types d’infections
(intra-abdominale, pneumonie, abcés, etc.). Les ExXPEC sont impliquées dans la majorité des
infections a E. coli dans les pays industrialisés. Les deux groupes les plus notables sont les E.
coli associés aux méningites néonatales (MNEC) et les E. coli uropathogénes (UPEC). Les
NMEC sont responsables de la majorité des méningites néonatales dues a des bactéries & Gram
négatif. Elles sont mortelles dans 15 % a 40 % méme dans les pays industrialisés. Les UPEC,
auxquelles nous nous intéressons dans cette étude, sont responsables des infections du tractus
urinaire (ITU), une des plus communes et des plus fréquentes infections causées par les ExXPEC

(Donnenberg, 2013).

1.3  Classification sérologique

Le sérotypage permet de distinguer les différents types d’E. coli. Cette classification est basée

sur I’identification d’antigéne O de la paroi, H des flagelles ou K de la capsule.

Les antigénes O composent la chaine latérale des lipopolysaccharides (LPS) de la paroi
bactérienne. Les antigénes H sont des protéines contenues dans les flagelles tandis que les

antigénes K sont des polysaccharides de la capsule. La classification sérologique joue un rdle



important dans I’étude des E. coli. Le serotypage O : K : H est encore un standard pour les études

épidémiologiques (Torres, 2010, Zourob et al., 2008).

Les fimbriae sont essentiels pour la colonisation du tractus intestinal et par conséquent pour la
pathogénicité des souches E. coli uropathogenes. La classification standard de ces souches peut
étre complétée par la distinction des antigénes des fimbriae, nommés F (Czirok et al., 1982,

Orskov et al., 1981).

1.4 Acquisition des facteurs de virulence des E. coli

La diversité de la capacité pathogénique de I’espéce E. coli vient de I’acquisition de facteurs de
virulence et de la plasticité de I’espéce. Pour comprendre cette diversification, il faut comprendre
les mécanismes permettant cette évolution. Les mécanismes génétiques majeurs impliqués sont :
les transferts de génes horizontaux - concernant I’acquisition de nouveaux génes - et les
mutations spontanées - concernant la modification de génes déja existants (Donnenberg, 2013,

Ronald, 2008).

La persistance d’une modification dans un géne présent ou de I’introduction d’un nouveau géne
dépend de son utilité pour la bactérie. Aussi, en plus des génes de virulence, il peut aussi étre
transféré des génes métaboliques, ce qui leur permet par exemple d’utiliser de nouvelles sources
de carbone. Ces mutations sont dites pathoadaptatives, car elles conférent un avantage sélectif a
la souche, le plus souvent dans sa virulence ou la capacité a résister a des facteurs létaux comme
les antibiotiques. Cela confére aux bactéries la capacité¢ de coloniser de nouvelles niches
écologiques, de survivre dans un milieu changeant, et de compétitionner avec d’autres espéces

bactériennes. Ils apportent un avantage évolutif a I’espéce (Francino, 2012, Ronald, 2008).

1.4.1 Les transferts horizontaux (HGT)

Les transferts de génes horizontaux consistent au transfert de génes d’une souche a une autre. Ce
qui se différencie du transfert de géne vertical, qui consiste au transfert de matériel génétique de
la cellule mére a la cellule fille (Donnenberg, 2013). Malgré I’acquisition de nouveaux geénes, la
taille des génomes des E. coli reste relativement conservée, car I’acquisition de ces nouveaux

genes est limitée. En effet, théoriquement, plus la taille du chromosome bactérien est grande plus
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la vitesse de multiplication des bactéries est lente, notamment dii a la vitesse cinétique des
ribosomes. Aussi, le pourcentage en base G (guanine) et C (cytosine) de I’ADN bactérien est
caractéristique de chaque espéce. Certaines portions de I’ADN qui ont été « ajoutées » possédent
un pourcentage différent de celui correspondant a son héte. Elles constituent ce que 1’on appelle

des marqueurs de transfert horizontal (Bergthorsson et al., 1998, Lawrence et al., 1997).

Les €léments mobiles tels les bactériophages, les plasmides et les transposons contribuent

majoritairement aux mécanismes de transferts horizontaux de génes.

Les bactériophages sont des virus de bactéries et I’entité biologique la plus abondante sur la
planéte avec 10* bactériophages (Schaechter, 2009). Ce sont donc des vecteurs importants de
transferts de génes entre bactéries. lls ont besoin d’introduire leur ADN dans leur héte et
d’utiliser sa machinerie protéique pour se reproduire. Lors de leur multiplication, ils incluent des
portions du chromosome bactérien dans le leur. Ils transportent ainsi des segments d’ADN
pouvant contenir des génes de virulence ou métaboliques d’une bactérie a une autre (Lawrence et

al., 1998)

Les plasmides sont des molécules d’ADN circulaires extra-chromosomiques pouvant co-habiter
dans la cellule avec le chromosome bactérien. Certains plasmides sont transportés d’une bactérie
a une autre via la conjugaison bactérienne. Ceci implique le transfert d'ADN plasmidique & partir
d'une cellule donneuse vers une cellule receveuse par un complexe multi-protéique qui s'étend
sur leur paroi cellulaire bactérienne. De nombreuses souches d’E. coli et de Shigella possédent
des plasmides qui présentent, un ou plusieurs facteurs de virulence et résistance aux antibiotiques

(Donnenberg, 2013, Porter et al., 2012).

Les plasmides et les bactériophages peuvent étre des porteurs d’ilots de pathogénicités abordés
précédemment. Certains éléments de virulence comme les A/E des EPEC et EHEC se trouvent
sur des IPAs et sont donc des éléments transférables d’une souche a une autre (Dozois ef al.,

1999, Hacker et al., 2000).

Les transposons, ou séquences d’insertions (IS), sont des éléments mobiles qui peuvent se
déplacer et se multiplier de fagon autonome grace au mécanisme de transposition (Peter ef al.,
2001). La translocation peut causer des mutations telles des insertions ou des fusions de
réplicons etc. Seules les IS peuvent étre transférées lors de la translocation, cependant une

portion d’ADN entourée de deux IS peut étre transloquée dans le méme processus. C’est ce que
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’on appelle un transposon composé. Ils permettent donc de transporter des génes de virulence,
de résistance aux antibiotiques ou métaboliques d’une souche a une autre (Crépin et al., 2012a,

Mahillon et al., 1999).

1.4.2 Mutations spontanées

Ces mutations concernent la modification de geénes déja existants. Elles peuvent étre des
mutations ponctuelles, des insertions ou des délétions, qui aménent & des changements dans la
fonction de ces génes ou I’inactivation de ces derniers. Ce sont des mutations qui surviennent
face a une pression de sélection de I’environnement. Il en résulte la propagation des clones
avantagés par ces modifications. Du fait qu’E. coli est largement rependu, tant dans
I’environnement que dans une grande variété¢ d’hétes différents, il est un micro-organisme
d’intérét permettant d’étudier I'impact de I’environnement sur I’organisation et la fonction du
génome bactérien. Chez E. coli, les mutations spontanées semblent apparaitre & une fréquence
élevée quand elles sont bénéfiques. Elles apparaissent majoritairement face a une pression

positive de sélection (Cairns ef al., 1991, Chen ef al., 2006, Ronald, 2008).

La détection des mutations spontanées est difficile, car ces mutations sont plus subtiles que celles
produites par des HGTs, ainsi leur étude représente un défi pour la recherche. Cependant dans le
cas de mutations survenant dans des génes aux fonctions connues, I’étude peut étre basée sur la
modification ou la perte de celles-ci. Par exemple, le fimbriae de type 1 est essentiel pour
’adhésion des bactéries E. coli aux cellules vésicales. L’étude des mutations spontanées dans le
signal peptide du fimbriae de type 1 a pu se faire en observant la modification de la morphologie
de ce fimbriae dans les bactéries, et ainsi que la modification de I’adhésion des bactéries aux

cellules vésicales (Ronald, 2008).
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1.5 Principaux facteurs de virulence associés aux UPEC

Les UPEC font partie des EXPEC. Les facteurs associés a leur virulence sont trés nombreux et
regroupent des fimbriae, des flagelles, des polysaccharides de surface (capsule et
lipopolysaccharides), des systémes d’acquisition du fer (sidérophores), des auto-transporteurs,
des toxines (Jaureguy, 2009, Ronald, 2008) - (voir Figure 1.3). En raison de leur grand nombre,
seulement les facteurs les plus communs associés aux UPEC seront présentés dans cette section :
les sidérophores (salmochélines — entérobactine — yersiniabactine — aérobactine), les flagelles, les
toxines telles hémolysine, Sat, Vat et le facteur nécrosant cytotoxique 1 (CNF1) puis les fimbriae

de type 1, P et F1C (Kaper et al., 2004, Ronald, 2008).

psu
(polysaccharnde

LPS (Lipopolysaccharide)
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Membrane
cytoplasmique

Sidérophores

(Sal. Ent. Yers. Aero.)

Figure 1.3 : Facteur de virulence présent chez les souches UPEC

Abréviations: CNF: facteur nécrosant cytotoxique; Sal (salmochéline); Ent (entérobactine), Yers
(Yersiniabactine), Aero (aérobactine) (Modifié de Jaureguy, 2009).
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1.5.1 Les systémes d’acquisition du fer

Le fer est un élément essentiel a la survie de la plupart des micro-organismes. Ce métal de
transition est impliqué dans beaucoup de réactions métaboliques comme la biosynthése de
I’ADN ou la régulation génique. Comme barriére contre le développement des micro-
organismes, I’hote séquestre le fer afin de le rendre moins disponible. Les concentrations de fer
chez les hotes d’E. coli varient de I’ordre du 107'® 4 10?* M, selon I’organe ou le systéme
biologique impliqué. Cependant, E. coli a besoin d’un minimum de 10® M pour croitre (Simon C
Andrews et al., 2003, Dho-Moulin et al., 1999, Garénaux et al., 2011, Wiles et al., 2008). Les
bactéries ont développé des petites molécules d’acquisition du fer nommées sidérophores (voir
Figure 1.4). En raison de leur trés forte affinité pour le Fe*, les sidérophores
peuvent « extraire » le fer lié aux ferroprotéines de I’hote (transferrine, lactoferrine, etc..). Cela
permet aux bactéries de coloniser des niches biologiques ou le fer est peu disponible, dont le
tractus urinaire. (Simon C Andrews et al., 2003, Faraldo-Gémez et al., 2003, Wiles et al., 2008).
Ces systémes de sidérophores sont régulés par la protéine Fur et dépendent de la concentration
intracellulaire en fer. La protéine Fur se couple avec ce dernier quand la concentration
intracellulaire de fer est suffisante. Une fois complexées, Fur se fixe sur les promoteurs des
génes cibles de la synthése des sidérophores, et réprime leur expression. Le petit ARN RyhB,
aussi régulé par Fur, dégrade les ARNm des protéines d’entreposage du fer. Cela permet le

maintien d’une certaine homéostasie du fer (Garénaux et al., 2011, Heesemann et al., 1993).

1.5.1.1 L’entérobactine

L’entérobactine (I’entérochéline) fait partie de la famille des catécholates et est produite par
presque toutes les souches d’E. coli (Voir Figure 1.4). Ce sidérophore est synthétisé par un
groupe de six génes : entABCDEF (Garénaux et al., 2011). Il posséde un fort pouvoir de fixation
du fer avec un Kd = 10™* M, largement supérieur  celui des protéines de séquestration du fer de
I’héte. Ces derniéres ont un Kd = 10 M, (Crosa et al., 2004, Wiles et al., 2008). Afin de lutter
contre les sidérophores il existe des défenses mises en place par I’héte telle la lipocaline-2
(NGAL). Elle peut emprisonner I’entérobactine et limiter I’apport en fer aux bactéries en la
rendant indisponible. Elle agit comme un agent bactériostatique (Goetz et al., 2002). De ce fait,

I’implication de I’entérobactine dans la virulence des UPEC est controversée. En effet, des
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études chez la souche UPEC CFT073, déficiente dans la production de l'entérobactine, ont
montré qu’elle peut malgré tout infecter la vessie et les reins lors d’une infection ascendante du
tractus urinaire, dans un modéle murin (Torres ef al., 2001). Cela serait di au fait du NGAL
produit par I’héte, qui séquestrerait ’entérobactine la rendant indisponible pour la bactérie. Il
faut noter que chez E. coli la régulation, la structure et la fonction de I’entérobactine sont

similaires chez les souches sauvages et les souches pathogénes (Crosa et al., 2004).

1.5.1.2 Les salmochélines

Les salmochélines sont aussi des sidérophores de types catécholate. Il existe sept sous-types de la
famille des salmochélines, dont le principal sidérophore est S4. Sa synthése est liée a celle de
I’entérobactine, car il est le produit de la glycosylation d’un groupement de I’entérobactine. Le
NGAL peut séquestrer I’entérobactine, mais pas les salmochélines. Le corps de ce sidérophore
est composé d’une molécule d’entérobactine a laquelle la protéine IroB rajoute un a trois
glucoses (voir Figure 1.4). Elle ne peut étre séquestrée par le NGAL a cause d’un trop grand
encombrement stérique. Les salmochélines permettent aux bactéries de contourner les défenses
de I’héte (Wiles et al., 2008) (Bister et al., 2004, Hantke et al., 2003, Wiles et al., 2008). Les
groupes de génes codant pour ces sidérophores sont iroN et iroBCDE. 1ls sont responsables de la
synthése, du transport et de la dégradation des salmochélines et sont importants pour la virulence
(Dozois et al., 2003, Garénaux et al., 2011). Ce sidérophore peut étre retrouvé sous des formes
plus ou moins glycosylées : soit des entérobactines monoglycosylées (MGE), des entérobactines
diglycosylés (DGE) ou des entérobactines triglycosylés (TGE). Ces trois formes sont appelées
les salmochélines. Ces derniéres semblent avoir une plus grande prévalence chez les UPEC

(Bauer et al., 2002, Lin et al., 2005, Russo et al., 1999).

1.5.1.3 L’aérobactine

L’aérobactine est un sidérophore de la famille des citrates hydroxamates (Voir Figure 1.4)
(Garénaux et al., 2011). Elle a été découverte initialement chez Aerobacter aerogene. Un groupe
de quatre génes permet sa synthése, iucABCD, et un gene iut4 code pour son récepteur. Ils se

situent sur un plasmide de virulence nommé ColV et peuvent étre retrouvés sur le chromosome,
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associés aux ilots de pathogénicités (J R Johnson, 1991, Waters et al., 1991). Comparée a
I’entérobactine, elle est plus stable et plus soluble. Dans le sérum, elle est plus efficace que
I’entérobactine pour capter le fer. La présence de plusieurs sidérophores fait qu’en cas de
mutation de I’aérobactine, les autres systémes prennent le relais (Garénaux et al., 2011, J R
Johnson, 1991, Torres et al., 2001). Il a été démontré que les souches UPEC produisant
I’aérobactine ont la capacité de croitre plus rapidement dans I’urine que celles ne la produisant

pas (Montgomerie et al., 1984).

1.5.1.4 La yersiniabactine

La yersiniabactine fait partiec de la famille des catéchols. Comme son nom [I’indique, la
yersiniabactine fut pour la premiére fois isolée chez une souche virulente de Yersinia
enterocolitica (voir Figure 1.4) - (Heesemann et al., 1993). Les génes codant pour la
yersiniabactine se trouvent sur un IPA nommé HPI (High pathogenicity island), qui se trouvait a
I’origine sur Y. enterocolitica (Achtman et al., 1999). La yersinabactine a un role important dans
I’évolution de la colonisation du tractus urinaire par les UPEC, car elle participe a la formation

des biofilms (Hancock et al., 2008).
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Figure 1.4 : Structure chimique des sidérophores produits par les Escherichia coli pathogénes

a) Sidérophores de type Catécholates : entérobactine et les trois formes de salmochéline (MGE, DGE, TGE) b)
sidérophore de type citrate hydroxamate : aérobactine ¢) Siderophore de type phénolate : yersiniabactine. Les cercles
représentent les régions de fixation du fer. (Modifiée de Garénaux et al. (2011).
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1.5.2 Les flagelles

Les flagelles servent a la motilit¢ des bactéries. Ils mesurent 20 nm de largeur et ont une
longueur qui varie de 2 a 3 fois la taille de la cellule. Ils se composent d’un corps basal, d’un
crochet et d’un filament flagellaire composé de flagélline (antigéne H). De cinq a dix flagelles
peuvent étre observés, répartis autour de la bactérie et plus de quarante génes sont impliqués
dans la production de ceux-ci (Macnab, 2003). lIs permettent aux bactéries de se déplacer d’un
milieu & un autre. La direction empruntée par la bactérie est donnée par chimiotactisme. C'est-a-
dire que les bactéries sont capables de détecter les variations de leur milieu, telles la quantité de
nutriment ou la toxicité. Différents signaux sont émis via [’intermédiaire de protéines
membranaires, incitant la production de flagelles. Ainsi la bactérie peut se diriger vers une
source de nourriture ou encore fuir un environnement trop hostile (La Ragione et al., 2002).
Chez les UPEC, les flagelles ne sont pas essentiels a la colonisation du tractus urinaire.
Cependant ils conférent un sérieux avantage en leur permettant de migrer de I’urétre a la vessie
puis vers les reins. Ils leur permettent de coloniser une plus grande partie du tractus urinaire

(Lane et al., 2005).

1.5.3 Les toxines

Les principales toxines produites par les UPEC sont I’hémolysine, Sat et Vat.
1.5.3.1 L’hémolysine

L’hémolysine est toxique pour un grand nombre de types cellulaires. Elle provoque la lyse des
érythrocytes et donc une inflammation et un affaiblissement des défenses immunitaires. Il existe
trois types d’hémolysines, et I’a-hémolysine est représentée chez plus de 50 % des UPEC
(Beutin, 1991, J R Johnson, 1991). Elle est codée par I’opéron hlyCABD. L’hémolysine forme
des pores dans la membrane plasmique des érythrocytes. Cela induit notamment la lyse des
cellules et un relargage de nutriments dans le milieu, dont le fer, ce qui favorisera la croissance
bactérienne. Le fer étant un régulateur de I’opéron hlyCABD, lorsque la concentration
intracellulaire en fer augmente, les génes sont réprimés (Macnab, 2003). L’a-hémolysine détruit

les cellules de I'urothélium et crée une hémorragie. Cela permet a la bactérie d’atteindre le
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systéme sanguin et de causer une septicémie. Chez les UPEC, elle est associée majoritairement

aux pyélonéphrites (J R Johnson et al., 2001).
1.5.3.2 Le facteur nécrosant cytotoxique I

La libération du facteur nécrosant cytotoxique 1 (CNF1) induit une altération de la morphologie
des cellules eucaryotes (Caprioli et al., 1983, Davis et al., 2006). Le CNF1 est retrouvé dans plus
d’un tiers des UPEC et est associé aux UTI sévéres. Il aide a la survie des bactéries en diminuant
la faculté de phagocytose des leucocytes. Cela diminue la réponse inflammatoire de 1I’hote (Davis
et al., 2006, Davis et al., 2005, Lemonnier et al., 2007). 1l est codé par le géne cnfl qui se situe
sur un IPA, tout de suite aprés I’opéron de I’a-hémolysine chez les UPEC. Un seul transcrit pour
le CNF1 et I’a-hémolysine est produit (Falbo et al., 1993, Lemonnier et al., 2007). Pour résumer
son mode d’action trés complexe, on peut dire que le CNF1 entre dans le cytosol de la cellule
cible et provoque une activation constitutive de la GTPase Rho. Il en découle la modification de
plusieurs fonctions de la cellule, comme la perturbation du cytosquelette ou encore de
I’expression d’immunomodulateurs (Doye ez al., 2002, Lemonnier et al., 2007, Mobley et al.,
2009).

1.5.3.3 Les toxines Sat et Vat

Les toxines Sat et Vat font partie de la famille des auto-transporteurs et se retrouvent chez les
souches UPEC. Les auto-transporteurs regroupent des protéines qui possédent déja toute la
machinerie pour pouvoir étre sécrétées a I’extérieur de la cellule bactérienne. Ils se retrouvent
chez les bactéries 8 Gram négatif, ils ont la méme structure, mais peuvent avoir des fonctions
différentes : toxines (tel Sat ou Vat), invasines, facteurs de motilité, etc. Sat et Vat font partie de
la sous-famille des autotransporteurs sérine protéase des Enterobacteriaceae dont I’acronyme est

SPATE. (Guyer et al., 2000, Henderson et al., 1998, Henderson et al., 2004)

La toxine Sat a été découverte chez la souche UPEC CFT073. Son géne se trouve sur un IPA.
Elle posséde une activité cytotoxique sur les cellules de I’urothélium et des reins (Guyer et al.,
2000). Sat produit des modifications et des anomalies de la structure cellulaire en attaquant le
fonctionnement du cytosquelette. On peut observer la perte des jonctions cellulaires, la

production de vacuoles ou encore des dommages au niveau des glomérules rénaux. Cependant,
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les dommages infligés aux tissus permettraient aux bactéries d’atteindre le systéme sanguin,
augmentant sa virulence (Guyer et al., 2002, Maroncle et al., 2006). La toxine sécrétée Vat, tout
comme Sat, a aussi un effet cytotoxique sur les cellules de I’héte. Elle produit la formation de

vacuoles intracellulaires et son géne est aussi présent sur un IPA.

Les expériences in vivo n’ont pas encore permis de démontrer un réle essentiel pour les toxines
Sat et Vat pour la colonisation du tractus urinaire par les UPEC. Cependant, elles sont reconnues
comme étant produites chez les UPEC lors d’ITU (Guyer et al., 2002, Henderson ef al., 2004,
Parreira et al., 2003).

Etant donné la conservation remarquable de Sat et Vat parmi les souches UPEC, il est fort
probable que leur réle est important pour la virulence. Des investigations plus poussées doivent

étre entreprises pour découvrir leur fonction spécifique dans les ITU.

1.5.4 Les fimbriae

Les fimbriae (ou pili) servent a I’attachement des bactéries aux cellules de I’hdte. L’adhésion est
une étape primordiale pour I’établissement des ITU. Un flux constant d’urine est présent dans la
vessie, les bactéries doivent pouvoir y faire face afin de ne pas étre expulsée. Elles doivent
pouvoir « coller aux cellules » en dépit de la pression de I’environnement. Un fimbriae efficace
dans un organe ne le sera pas forcément dans I’autre (Hacker et al., 2000, Lobel et al., 2007). Les
fimbriae les plus importants pour la colonisation chez les UPEC sont les fimbriae de type 1, P et

F1C (Kaper et al., 2004, Ronald, 2008).

1.5.4.1 Les Fimbriae de type 1

Les fimbriae de type 1 ont la plus grande prévalence, ils sont retrouvés chez presque toutes les
souches d’E. coli (Mulvey, 2002). Ils sont codés par un groupe de neuf génes : dont 5 génes
structuraux (fimd4, fiml, fimF, fimG, fimH), une chaperonne (fimC), un portier (usher) (fimD)
impliqué dans I’assemblage, ainsi que des recombinases (fimB, fimE) impliquées dans la
régulation. Ils sont de forme cylindrique, mesurent 7 nm de diamétre environ et 1um de longueur
(Schilling et al., 2001). Ils reconnaissent le D-mannose, chez les récepteurs protéiques glycosylés

exprimés par certaines cellules eucaryotes, dont les érythrocytes, et peuvent se lier a différentes
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structures cellulaires comme la fibronectine, la lamine, le collagéne, etc (Bergsten. ef al., 2005).
Cette capacité a se lier au D-mannose peut étre utilisée in vitro afin de tester la présence du
fimbriae type 1 a la surface des bactéries, avec un test d’agglutination aux levures. Ce test reste
approximatif , mais permet de montrer la présence de fimbriae reconnaissant le D-mannose, dont
le fimbriae de type 1. Plus les bactéries s’agglutinent aux levures, plus le fimbriae type 1 est

produit et inversement (Korhonen, 1979, Mirelman et al., 1980).

Lors d’ITU, le fimbriae de type 1 joue un rdle essentiel dans la capacité des souches UPEC a
causer une infection. C’est le fimbriae le plus hautement exprimé lors d’une ITU précoce
(Snyder et al., 2005). 1l semble important pour la colonisation de la vessie et semble plus
particuliérement associé aux cystites (infection de la vessie) (Kaper et al., 2004, Mulvey et al.,
1998). 1l a été¢ démontré qu’une souche UPEC déficiente dans la production de type 1 colonise
moins bien la vessie que celles produisant le fimbriae (Crépin et al., 2012b, Hultgren et al.,

1991).

1.5.4.2 Les Fimbriae P

Les fimbriae P sont encodés par un ensemble de onze génes nommés pap. La structure des
fimbriae P est semblable & celle du fimbriae de type 1, un filament cylindrique de 7 nm de
diametre. Le récepteur de ces fimbriae est le globotriaosylcéramique (GbO3) qui se trouve sur
les érythrocytes et les cellules rénales de I’hote. Ces fimbriae sont donc plus souvent associés

aux pyélonéphrites (Bergsten. et al., 2005, Mulvey, 2002).

1.54.3 Les fimbriae FIC

Les fimbriae F1C sont codés par le groupe de geénes foc. Ils peuvent se lier au f-GalNac-1 et au
4B-Gal des glycolipides situés a la surface des cellules rénales. 1l peut se lier aux cellules

endothéliales du rein et de la vessie (Mulvey, 2002, Snyder ef al., 2005).
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1.5.4.4  Co-régulation des fimbriae

Les souches UPEC peuvent posséder plus de 10 types de fimbriae (Welch et al., 2002).
Cependant, ce sont des facteurs trés immunogeénes et les bactéries n’ont donc pas intérét a en
exprimer plusieurs a la fois. Leur expression est soumise a des mécanismes de co-régulation, cela
permet aux bactéries d’exprimer les fimbriae appropriés au bon moment lors de la colonisation.
Le tractus urinaire comporte plusieurs microenvironnements différents et les bactéries doivent
pouvoir s’adapter a cette variété. Ce mécanisme leur permet d’adhérer aux différents tissus de
I’hote et de s’adapter & ces microenvironnements qu’elles rencontrent au cours des infections
(Snyder et al., 2005). L’expression du fimbriae de type 1 affecte I’expression des autres fimbriae
chez les UPEC. Certaines études ont démontré que lorsque les fimbriae de type 1l sont
surexprimés in vivo au cours d'une ITU, I’expression des fimbriae P est régulée a la baisse.
L'expression des fimbriae de type 1 affecte donc I’expression des fimbriae P de maniére inverse.
Ces études ont également démontré que chez la souche UPEC CFT073 n’exprimant ni les
fimbriae de type 1 ni les fimbriae P, les fimbriae F1C y étaient surexprimés (Snyder et al., 2005).
En cas de déficience des systémes principaux d’adhésion, d’autres systémes auxiliaires prennent

le relais, montrant la co-régulation des fimbriae.

1.6 Les infections du tractus urinaire communautaires (ITU)

1.6.1 Généralités

Les infections du tractus urinaire (ITU) sont un ensemble d’infections bactériennes touchant les
constituants du tractus urinaire. Les ITU communautaires sont des infections qui sont acquises en
dehors d’un contexte hospitalier. On considére qu’il y a une ITU quand la bactériurie est
positive, soit supérieure & 10° UFC/ml d’urine mise en culture (Unité Formatrice de Colonie). On
distingue trois types d’infections : la cystite (infection de I'urine ou de I’épithélium vésical),
pyélonéphrite (infection des reins) et la bactériurie asymptomatique (bactéries présentes dans

I'urine en absence de symptome) (Lobel ez al., 2007, Thirion et al., 2003).

Aux Etats-Unis, les milliards de dollars annuels investis en dépenses de santé pour le traitement
des ITU acquises en milieu communautaire s’expliquent par la redondance de cette infection.

C’est I’infection bactérienne la plus commune aprés celle des poumons. Elle engendre plus de 7
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millions de visites médicales en cabinet par année aux Etats-Unis et plus de 100 000 admissions

hospitaliéres (Thirion et al., 2003)

Les ITU touchent essentiellement les femmes, principalement dii au rapprochement des voies
d’entrée, entre I’anus et I’entrée de ’urétre. 50 % d’entre elles auront au moins une fois un
épisode d’ITU au cours de leur vie contre seulement 15 % des hommes (Lobel et al., 2007). Ce
sont les habitudes de vie qui jouent un rdle de facteur de risque chez la femme, telles les
pratiques sexuelles (pas de miction aprés un rapport par exemple), une infection urinaire
antérieure (ITU récurrente), la prise d’antibiotiques (résistance), I’utilisation de moyen de
contraception physique (un diaphragme peut retenir les bactéries) (Thirion et al., 2003). Les ITU
dites non compliquées sont les cystites et pyélonéphrites chez les femmes de 15 a 65 ans, non
enceintes, sans anomalie fonctionnelle ou malformation de tractus urinaire. Les ITU sont dites
compliquées chez les femmes ayant une anomalie fonctionnelle ou anatomique du tractus
urinaire, un systéme immunitaire affaibli (maladie<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>