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Résumé

Les infections du tractus urinaire (ITUs) constituent I’une des infections bactériennes les
plus courantes. Elles sont causées, dans la majorité des cas, par certaines souches
d’Escherichia coli (souches uropathogénes ou extraintestinales). Les souches d’E. coli
uropathogenes sont en effet responsables de plus de 80% des complications qui
surviennent suite a ces infections (cystites, pyélonéphrites). Le présent projet de
recherche avait pour but de caractériser le role du transporteur SitABCD, un transporteur
de métaux de transition (manganese et fer), dans la virulence et la résistance au stress
oxydatif chez une souche uropathogene, ainsi que d’étudier plus en détail la régulation de

ce systeme.

La souche uropathogene E. coli CFT073, ayant ét€ isolée d’un cas de pyélonéphrite aigué,
a été utilis€e pour I’infection de souris femelles griace a un modele d’ITU ascendante.
Cette méme souche a servi a I’étude du rdle du syst¢eme SitABCD dans la résistance au
stress oxydatif, réalisée a I’aide de différents produits générant des espéces réactives de
I’oxygene, tels le H»O,, la plumbagine, la phénazine méthosulfate et la phénazine
éthosulfate. Afin d’étudier la régulation du systeme, plus précisément le role du
régulateur OxyR, des vecteurs fusionnant le promoteur sitA au géne lacZ ont été
construits (nombre de copies moyen et d’intégration) et I’activité du promoteur a été
évaluée chez différents mutants et ce dans différentes conditions de croissance.

Finalement, I’interaction entre la protéine OxyR et le promoteur de sitA a été directement

évaluée a |’aide d’un test d’interaction.

Les résultats obtenus démontrent une importance significative de SitABCD pour la
virulence, seulement lors de la perte simultanée du systtme MntH (transporteur de
manganése). Ces données suggerent un role partagé entre ces deux systémes pour le
transport des métaux, la résistance au stress oxydatif et la virulence. Par ailleurs, la perte
de ces deux systtmes simultanément entraine une augmentation de la sensibilité de la
souche au stress oxydatif, qui semble é&tre plus associée au H,O, FEtant donné

I’'implication du H,0,, le role d’OxyR, le régulateur de la réponse a ce composé, a été

111



évalué. La mesure du niveau d’expression du promoteur de sitA, évalué par le dosage de
la B-galactosidase, a suggéré une augmentation de 1’expression en présence de H,O, tant
lors de la croissance sur milieu riche ou pauvre en ions. L’interaction spécifique entre la
protéine OxyR et le promoteur sitA a donc été étudiée. Aucune interaction directe de la

protéine OxyR au promoteur sitA n’a été observée.

Les résultats obtenus suggerent que la présence des systemes SitABCD et MntH est
nécessaire pour une pleine virulence de la souche UPEC CFT073 et la résistance au stress
oxydatif. De plus, malgré que I’ajout de H,O, augmente I’expression du promoteur sitA
en se basant sur les résultats d’expression des fusions transcriptionnelles, la protéine
OxyR, régulateur de la réponse au H»O», ne semble pas étre impliquée directement dans

cette régulation.

JMJLU //mt,ﬁf‘/ //&Mé// meb)

J u]/'Proulx Charfé‘s‘*M Dozms
Etudiante Directeur de recherche
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Introduction

Chez les humains et les animaux, le fer est trés peu disponible directement, et se retrouve
surtout complexé a des protéines de haute affinité. En effet, a un pH physiologique de 7,0
et en présence d’oxygene, le fer est insoluble et trés toxique (Andrews et al., 2003; Braun
et Braun, 2002). 1l est donc indispensable pour tout organisme de séquestrer le fer pour
utilisation ultérieure de fagon contrélable a I’aide de diverses protéines. La transferrine, la
lactoferrine ainsi que I’ovotransferrine joue ce role et sont retrouvées dans les fluides
biologiques ainsi que dans le blanc des ceufs d’oiseaux (ovotransferrine). Leur constante
d’affinité pour le fer est trés élevé (10™), ce qui leur confere la capacité de contrdler la
concentration de fer libre dans 1’organisme et donc de contréler I’insolubilité et la toxicité

de celui-ci (Ratledge et Dover, 2000).

Ce phénomene présente cependant un défi pour les bactéries pathogénes causant des
infections chez I’h6te. Ces derniéres ont aussi besoin de fer pour réaliser différentes
réactions enzymatiques. En effet, les bactéries nécessitent une concentration interne de fer
de 107 M a 10° M afin de fonctionner correctement. Cependant, il a été calculé que
I’équilibre entre le fer complexé aux différentes protéines et le fer disponible se situe
environ 2 10"® M (Andrews e al., 2003; Ratledge et Dover, 2000). Ainsi, la quantité de
fer libre disponible pour une bactérie pathogéne causant une infection est insuffisante
pour supporter sa survie et sa prolifération dans 1’h6te. D’autres métaux sont aussi
essentiels pour les bactéries en tant que cofacteur d’enzymes, tel le manganése. Les
bactéries pathogénes ont donc développé différents mécanismes leur permettant
d’acquérir le fer et le manganése, tels les sidérophores, qui transportent spécifiquement le
fer, et les systemes de transport de type ABC, dont le systéme SitABCD fait partie. Le
systeme SitABCD a ét€ étudié chez quelques souches a ce jour : Salmonella enterica
Sérovar Typhimurium, Escherichia coli APEC 7122, Shigella flexneri et Yersinia pestis.
Ces études ont portées tant au niveau de 1’évaluation du rdle dans la virulence de
différents types d’infection que du role dans la résistance au stress oxydatif. Cependant,

ces points n’ont pas été étudiés chez les souches d’E. coli causant des ITUs.



Les infections du tractus urinaire (ITUs) sont causés par des pathogeénes extraintestinaux
du genre E. coli, plus communément appelés des souches UPEC (E. coli pathogenes du
tractus urinaire). Plusieurs centaines de millions de personnes sont affectées chaque
année. E. coli est responsable de 80 a 90% des cas d’ITUs acquises a I’extérieur de
I’hopital et de 25% des cas d’ITUs nosocomiales (Russo et al, 1999). De plus,
approximativement la moitié des femmes développent une ITU avant d’atteindre la fin de
leur vingtaine, et 20 a2 30% de ces derniéres auront des récurrences (Marrs et al., 2005).
Ce type d’infection représente donc un probléme important tant au niveau de la santé€ que
de ’économie. Communément, les manifestations cliniques les plus rencontrées sont les
urétrites et les cystites (infections de la vessie). Cependant, plusieurs complications
peuvent se manifester telles des pyélonéphrites aigués, des abcés au niveau du rein ainsi
que des bactériémies avec ou sans choc septique (Russo ef al., 1999). Les femmes, dii a
leur anatomie, font partie des groupes plus susceptibles aux ITUs. De plus, les enfants et
les personnes Agées, en raison de leur systtme immunitaire moins fort, sont aussi
susceptibles a ce type d’infection (Warren, 1996). Bien que certains traitements soient
efficaces, tels I'utilisation de triméthoprime-sulfaméthoxazole (TMP-SMX), I’émergence
de la résistance a ces antibiotiques complique de plus en plus la lutte contre ces

pathogeénes (Gupta et al., 1999).

La connaissance et I’identification des génes nécessaires a une bactérie afin de déjouer le
systtme immunitaire de 1’hdte, de proliférer et de causer des maladies sont devenues
essentielles afin de contrer ces derniéres. Dans ce but, il devient nécessaire d’identifier les
produits des génes qui sont requis lors de ces processus. L’importance des facteurs de
virulence est souvent déterminée a 1’aide de modeles in vivo qui permettent de reproduire

I’environnement retrouvé dans 1’ hote.

Aucune étude jusqu’a ce jour n’a démontré I'importance de SitABCD dans le
développement d’ITUs par E. coli tant au niveau de la virulence que de la résistance au
stress oxydatif. De plus, aucune étude n’a démontré si OxyR a un rdle dans la régulation

de SitABCD. Ce projet porte donc sur 1’étude du role de SitABCD pour la virulence et la



résistance au stress oxydatif de la souche uropathogéne CFT073, ainsi que la régulation

du systeme par OxyR.

Avant de parler plus spécifiquement de ce projet de recherche, quelques aspects généraux
seront abordés tels que : les caractéristiques générales de E. coli, les caractéristiques des
souches UPEC, I'importance du fer et du manganése et les différentes caractéristiques du
stress oxydatif. Finalement, le protocole expérimental des différentes expériences
effectuées, les résultats obtenus et I’analyse de ces derniers viendront mettre en lumiére

les nouvelles informations apportées par ce projet de recherche.






Chapitre 1. Revue de littérature



1.1 Escherichia coli

La bactérie Escherichia coli fut isolée pour la premiére fois en 1885 par un pédiatre
autrichien nommé Theodor Escherich, au nom duquel I’espece fut par la suite nommée en
1919. E. coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae et est caractérisé par sa
forme de batonnet Gram-négatif, non sporulant, anaérobe facultatif et fermentant le
lactose (Prescott et al., 1995). E. coli est sans aucun doute I’'un des microorganismes le
mieux caractérisé et dont les mécanismes sont les mieux compris dans le secteur de la
recherche bactérienne (Welch, 2006). Cette souche bactérienne se retrouve dans la flore
normale au niveau du tractus gastro-intestinal des humains et des animaux, mais est aussi
retrouvée dans le sol et I’eau. Lorsque présent dans ces deux derniers milieux, E. coli
consiste en un indicateur de contamination fécale. Les souches normalement retrouvées
dans le tractus gastro-intestinal sont pour la plupart des souches commensales, c’est-a-
dire qu’elles font partie de la flore normale de I’intestin, et ne présentent aucun risque
pour la santé. Cependant, plusieurs souches d’E. coli peuvent causer une variété de
maladies infectieuses, tant au niveau de I’intestin que de sites extraintestinaux (Kaper ef

al., 2004).

Ces souches pathogénes sont différenciées par les symptdmes causés, I’épidémiologie, les
observations microscopiques, I’interaction générée avec les cellules hotes ainsi que les
marqueurs génétiques uniques (Welch, 2006). En effet, E. coli posseéde la capacité
d’acquérir de nouveaux génes de virulence par I’entremise de plasmides ou de
bactériophages. 1l est donc possible de retrouver chez les souches pathogenes plusieurs
flots de pathogénicité (PAIs) qui sont absents chez les souches commensales (Dozois et
Curtiss, 1999). Elles constituent des pathotypes différents. Malgré tout, environ 40% du
génome est conservé entre les souches commensales (MG1655) et les souches pathogenes

(EDL933 et CFT073) (Welch et al., 2002).



1.1.1 Différents pathotypes d’Escherichia coli

Les différentes souches d’E. coli ont été classées en sept sous groupes nommeés
pathotypes' : les souches d’E. coli entéropathogénes (EPEC), les souches d’E. coli
entérohémorragiques (EHEC), les souches d’E. coli entérotoxigénes (ETEC), les souches
d’E. coli entéroagrégatives (EAEC), les souches d’E. coli entéroinvasives (EIEC), les
souches d’E. coli a adhérence diffuse (DAEC) et les souches d’E. coli pathogénes
extraintestinaux (EXPEC) (Dozois et Curtiss, 1999; Kaper er al., 2004; Marrs et al.,
2005). Les six premiers pathotypes constituent des pathogénes intestinaux, alors que le

dernier pathotype regroupe les pathogénes extraintestinaux, comme son nom I’indique.

Les EPEC ont €t€ les premiéres souches d’E. coli a former un pathotype distinct. Ces
souches causent la diarrhée persistante chez les enfants et les animaux. Le phénotype
d’attachement et effacement (destruction des microvillosités des cellules épithéliales
intestinales lors de I’attachement de la bactérie) de ces souches est caractéristique. Les
EHEC causent les colites hémorragiques et le syndrome urémique hémolytique. Le
principal réservoir de ce pathotype est le tractus intestinal du bovin et plusieurs infections
causées par ces souches ont été causées par la consommation de viande de beeuf mal
cuite. Les ETEC causent la diarrhée chez les enfants, surtout dans les pays en voie de
développement. Ces souches d’E. coli causent également la diarrhée du voyageur ainsi
que les diarrhées porcines se développant aprés le sevrage. Ces souches produisent des
toxines, thermolabiles (LTs) ou thermostables (STs) qui sont la principale cause de la
diarrhée. Les EAEC causent la diarrhée persistante chez les enfants et les adultes des pays
en voie de développement ou industrialisés. Un phénotype agrégatif, c’est-a-dire ou les
cellules adherent les unes aux autres, est spécifique a ce pathotype. Les DAEC causent
également la diarrhée chez les jeunes enfants. Les EIEC sont génétiquement proches des

especes de Shigella spp. Ces souches causent la diarrhée et la dysenterie chez les humains

' Groupe de souches d’une espéce qui cause une méme maladie en utilisant un ensemble commun de
facteurs de virulence (Kaper, Nataro et Mobley, 2004).



et les primates. De plus, elles ont la capacité d’envahir les cellules épithéliales

intestinales de I’hote infecté (Dozois et Curtiss, 1999; Kaper et al., 2004).

Parmi les différentes souches d’E. coli, certaines sont en mesure de coloniser des sites
autres que ’intestin de I’hote. Elles sont regroupées sous le nom d’ExPEC, les E. coli
causant des infections extraintestinales (Russo et Johnson, 2000). Ce pathotype regroupe
les E. coli causant des infections urinaires (UPEC), associés aux méningites néonatales
(ECNM) et une panoplie d’autres souches causant une grande variété d’infections
extraintestinales (infections intra abdominales, pneumonies, etc.) (Russo et Johnson,
2000). Une bactériémie accompagne fréquemment les infections a plusieurs de ces sites
(Gransden et al., 1990). Certaines souches EXPEC sont associ€es a des infections
extraintestinales chez les animaux, par exemple les E. coli pathogenes aviaires (APEC),
qui causent |’aérosacculite et la cellulite aviaire chez la volaille. Certaines souches
peuvent aussi causer la diarrhée chez le lapin (REPEC) (Dozois et Curtiss, 1999).
Contrairement aux souches d’E. coli causant des infections intestinales, la présences des
ExPEC chez I’h6te n’est pas suffisant pour causer l’infection. La bactérie doit tout
d’abord atteindre un site extraintestinal (Russo et Johnson, 2000). La plupart des souches
extraintestinales font partie du groupe phylogénétique B2 (section 1.1.3) (Picard ef al.,

1999).

1.1.2 Classification sérologique des E. coli

Les différentes souches d’E. coli ne sont pas toutes composées des mémes antigénes a
leur surface. En effet, on retrouve une grande variation dans la production des
polysaccharides de surface (Whitfield et Roberts, 1999). Le sérotypage est une technique
qui est utilisée pour distinguer différentes souches de microorganismes (sérotypes)
présentant des différences dans la composition antigénique d’une structure. Chez E. coli,
trois types d’antigénes sont utilisés afin de classifier les différentes souches: les
lipopolysaccharides (O), les flagelles (H) et la capsule (K). L’antigéne O constitue la
chaine latérale polysaccharidique s’étendant a I’extérieur de la membrane externe des

bactéries Gram-négatif et fait partie du lipopolysaccharide (LPS), avec le lipide A et le



polysaccharide central (Prescott et al., 1995). L’antigéne H est composé de la flagelline et
des protéines constituant le flagelle (Gyles, 1994). Finalement, les antigénes K sont des

composantes de la capsule polysaccharidique bactérienne.

On retrouve au moins 167 sérogroupes O différents chez E. coli, plus de 80
polysaccharides K et plus de 50 antigénes H (Gyles, 1994; Whitfield et Roberts, 1999).
Les différents sérotypes varient selon la composition au niveau du sucre, les liens
spécifiques dans ceux-ci ainsi que la substitution de ces sucres par différents résidus des
hydrates de carbone (Whitfield et Roberts, 1999). L’identification sérologique d’une
souche pathogéne permettait, il y a quelques années, de mieux identifier celle-ci lors
d’infections, de suivre sa progression dans la population (épidémiologie *) ainsi que
découvrir sa provenance (Ochman et Selander, 1984a; Prescott et al., 1995). De nos jours,
des techniques moléculaires, telles le MLST (Multilocus Sequence Typing) ou le PFGE
(Pulsed Field Gel Electrophoresis), sont plus fréquemment utilisées (Hilali et al., 2000;

Srinivasan et al., 2007).

1.1.3 Classification ECOR

Afin de mieux comprendre la relation entre les différentes souches d’E. coli,
commensales et pathogénes, des approches phylogénétiques ont été effectuées. La

collection ECOR (E._coli reference collection) a été formée par Ochman et Selander et

rassemble 72 souches d’E. coli représentant la diversité génétique de cette derniére. Ces
souches ont été isolées d’une variété d’hétes (animaux et humains) et de régions

géographiques différentes (Ochman et Selander, 1984b).

Les 72 souches ont tout d’abord €té classées en cinq groupes distincts, A, B1, B2, D et E,
a I’aide de la technique « Multilocus enzyme electrophoresis » (MLEE). Cette technique

permet |’étude de la mobilit€ €électrophorétique relative des variants alléliques de 38

? Etude des facteurs déterminants et influengant la fréquence et la distribution d’une maladie, d’une lésion
ou d’autres événements relatifs a la santé, ainsi que I’étude de leurs causes dans une population humaine
définie (Prescott, Harley et Klein, 1995).



enzymes métaboliques. Le groupe A rassemble en majorité des E. coli K-12 ainsi que
certaines souches apparentées a celles-ci et qui proviennent en majorité des humains. Les
souches retrouvées dans le groupe Bl ont été en grande partie isolées de mammiferes
autres que les primates. Dans le cas des souches du groupe B2, ces souches proviennent
principalement des humains et autres primates (Herzer et al., 1990). De plus, le groupe
B2 est fortement divergent et une grande proportion des souches d’E. coli
extraintestinales font partie de celui-ci (Picard et al., 1999). Les souches retrouvées dans
les groupes B2 et D ont les génomes les plus larges, dii a la présence de PAls. Plusieurs
facteurs de virulence sont associés a ces ilots, ce qui explique leur implication dans les
infections extraintestinales, telle les infections du tractus urinaire (ITUs) (Boyd et Hartl,
1998). Donc, les groupes B2 et D représentent en majorité des souches virulentes, bien
que les souches du groupe D le soient moins. Les groupes A et Bl correspondent aux
souches avirulentes (Picard et al., 1999). Le groupe E rassemble les souches qui n’ont pas

été classées a ce jour (Herzer et al., 1990).

1.2 Infections du tractus urinaire

Les infections du tractus urinaire (ITUs) présentent un important impact pour la soci€té,
tant au niveau économique qu’au niveau de la santé. En effet, les ITUs sont une des
infections acquises en communauté les plus fréquentes (Marrs et al., 2005; Russo et
Johnson, 2003). De plus, une femme présente 60% de risque de développer une ITU au
cours de sa vie (Foxman et al., 2000; Manges et al., 2001). On remarque aussi que 30% a
50% des femmes ont une ITU avant la fin de la vingtaine. Entre 20% et 30% des femmes
ayant été infectées une premiére fois et ayant développé une ITU seront infectées a plus
d’une reprise. Finalement, 5% de ces femmes développeront des infections de tractus
urinaire récurrentes. En une année aux Etats-Unis, environ 1,6 milliards de dollars sont

investis dans le traitement de ces infections (Foxman et al., 2000; Marrs et al., 2005).

Le tractus urinaire constitue le site extraintestinal le plus fréquemment infecté par E. coli.

Cette bactérie peut étre impliquée dans tous les types d’infections que nous verrons plus
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en détail a la section suivante (section 1.2.1). En effet, E. coli cause 85% a 95% des
infections de type cystites (infections de la vessie) chez les femmes, ce qui entraine des
coiits entre 6 et 8 millions de dollars seulement aux Etats-Unis. Dans le cas des
pyélonéphrites (infections des reins), E. coli cause plus de 90% des cas, c’est-a-dire
environ 250 000 seulement aux Etats-Unis, dont 100 000 constituent des cas requérant

I’hospitalisation du patient (Russo et Johnson, 2003).

Certains facteurs de risque sont considérés comme jouant un rdle dans le développement
initial d’ITUs. Par exemple, I’obstruction d’une structure essentielle, une anormalité
fonctionnelle d’un organe, la présence d’un corps étranger tel un cathéter, et plusieurs
autres facteurs tels le développement de diabéte, la grossesse, une défaillance des reins,
une transplantation ou encore un systtme immunitaire faible sont tous des facteurs de
risque (Foxman et al., 2000; Hooton, 2003). Par contre, les facteurs les plus impliqués
lors de la récurrence d’une infection sont les facteurs de virulence inhérents a la bactérie

et la gravité de I’infection initiale (Foxman, 1990).

1.2.1 Types d’infections du tractus urinaire

Chez la plupart des femmes en santé, le développement d’une ITU se produit de fagon
ascendante. La bactérie uropathogéne se retrouve initialement dans 1’intestin, ot elle fait
partie de la flore normale de cet environnement. Par la suite, la bactérie colonise la région
vaginale, puis se rend a la vessie par I'urétre. La vessie est le site primaire d’infection
dans 95% des cas d’ITUs. L’infection des reins peut ensuite se produire si la bactérie se
propage par les uretéres jusqu’a ces organes (Figure 1.1) (Mulvey, 2002; Warren, 1996).
Les ITUs hématogénes ou dites descendantes représentent un faible pourcentage des
infections urinaires. Dans ce type d’infection, la bactérie est délivrée au tractus urinaire,
plus précisément aux reins, par la circulation sanguine. Les espéces causant généralement
ce type d’infection sont Staphylococcus aureus, Salmonella spp. et Candida spp.(Warren,
1996). Un certain nombre d’autres espeéces peuvent étre responsables d’ITUs, tels
Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella spp., Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, etc. (Ronald, 2002).
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Figure 1.1 : Modtle d’infection ascendante du tractus urinaire (Kaper er al., 2004).

Deux types d’ITUs sont distingués : les ITUs sans complications et les ITUs avec
complications. Le premier cas représente les ITUs se développant chez les personnes en
santé, c’est-a-dire qu’elles présentent un tractus urinaire normal et aucune maladie
systémique pouvant servir de prédispositions a des infections bactériennes. Dans le
deuxieme cas, les ITUs se produisent chez un patient présentant un corps étranger
(cathéter), une anomalie fonctionnelle du tractus urinaire ou encore dont le systéme

immunitaire est affaibli (Warren, 1996).

Les ITUs se distinguent en plusieurs types de manifestations cliniques de I’infection. Tout
d’abord, la bactérie uropathogeéne peut causer une cystite, c’est-a-dire une infection de la
vessie. Cette infection est caractéris€ée par une difficulté au niveau de la miction et un
besoin fréquent et urgent d’uriner. Ensuite, lors de I’ascension de la bactérie aux reins,
celle-ci peut causer une pyélonéphrite. Cette infection des reins se traduit par plusieurs
symptomes tels une douleur au flanc, de la fievre, des vomissements, des chaleurs et des
malaises. Une pyélonéphrite peut aussi mener a des complications importantes telles la
bactériémie, et ce dans 30% des cas. Une bactériémie consiste en des cas ou 1’infection se

propage dans le sang. Finalement, certaines personnes peuvent étre infectées au niveau de
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I’urine (bactériurie). Ce type d’infection ne cause généralement pas de symptomes et est
donc asymptomatique (Warren, 1996). Les souches causant ce type d’infection sont
nommées ABU (asymptomatic bacteriuria). Les patients colonisés par ces souches n’ont
pas de symptomes et ne nécessitent généralement pas de traitement. Ces souches
permettraient méme de prévenir des infections urinaires par des souches plus virulentes

(Roos et al., 2006b).

Plusieurs traitements efficaces sont disponibles afin de combattre les ITUs. Le traitement
habituellement administré aux personnes ayant une ITU sans complications est un
mélange de deux antibiotiques, le trimethoprim-sulphamethoxazole (TMP-SMX). Ce
traitement est efficace dans la plupart des cas. Cependant, les études ont démontré que de
plus en plus de résistances se développent. En effet, la résistance a ce traitement était de
plus de 18% en 1996. Les médecins ont donc commencé a prescrire des fluoroquinolones,
qui étaient généralement réservées aux ITUs avec complications (Gupta et al., 1999; von
Baum et Marre, 2005). Cependant, de plus en plus de résistance & ces derniers
antibiotiques se développe aussi, allant méme jusqu’a 36% en Grece (Chaniotaki et al.,
2004). La nitrofurantoine et la fosfomycine sont aussi des alternatives maintenant
utilisées (Hooton, 2003; von Baum et Marre, 2005). Certains outils plus performants sont
présentement développés afin de faciliter la détection des résistances chez la souche en
cause avant le traitement du patient. En effet, une puce génotypique a ADN a été
développée et permet d’obtenir rapidement de 1’information sur la sensibilité d’E. coli a la
fluoroquinolone. La détection peut étre réalis€ée de maniére rapide avec une haute

sensibilité et serait, selon les auteurs, applicable au diagnostique clinique (Yu et al.,

2007).

1.2.2 Modeles d’infections disponibles

Les études visant la meilleure compréhension des mécanismes régissant les ITUs ont
mené a la découverte de plusieurs facteurs contribuant a la virulence des souches et a
I’établissement de !’infection. Celles-ci ont ét€ possible grice a I’établissement de

modeles in vitro et in vivo.
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1.2.2.1 Les modéles in vitro

Les modeles in vitro mis au point ont permis d’étudier plusieurs processus li€s aux ITUs
tels la variation de phase fimbriaire (modulation de I’expression des fimbirae chez E.
coli), le tropisme tissulaire des différentes adhésines retrouvées chez les souches UPEC
ainsi que le degré d’invasion de celles-ci. Par exemple, la variation de phase fimbriaire
peut étre étudiée a I’aide de I’immunofluorescence. Cette méthode utilise des anticorps
reconnaissant le fimbriae a I’étude (fimbriae de type 1, fimbriae P, etc.) auxquels un
deuxieme anticorps se lie. Ce dernier consiste en un IgG couplé a une molécule
fluorescente telle la fluorescéine ou la rhodamine et permet la visualisation des structures
par microscopie. Lorsque 1’on souhaite €tudier la cinétique de cette variation fimbriaire,
une technique de fractionnement peut &tre utilisée. Celle-ci consiste en I’isolement de
sous-populations de bactéries exprimant un fimbriae particulier par 1’absorption a des
érythrocytes ou des levures. Cette technique permet I’obtention d’une population de
cellules bactériennes uniformes a environ 96% afin d’effectuer par la suite des études
d’adhérence. Dans le cas de I’étude du tropisme tissulaire des différentes adhésines
retrouvées chez les souches UPEC, il est possible d’utiliser des coupes de rein humain qui
permettent d’évaluer la spécificité et I’adhésion d’une adhésine aux différentes structures

rénales (Nowicki, 1996).

Des cellules en culture provenant de tissus ou d’organes impliqués dans le développement
des ITUs, tels des cellules épithéliales provenant de la vessie ou des reins, des
érythrocytes, etc., peuvent également étre utilisées pour ces études. Ces cellules
permettent aussi d’étudier la cytotoxicité des différentes souches (Guyer et al., 2000;
Landraud et al., 2000; Mills et al., 2000) ainsi que I’invasion que celles-ci effectuent lors

d’une ITU (Roos et al., 2006a; Selvarangan et al., 2000).

Une autre possibilité, développée récemment par Smith et ses collaborateurs, consiste en
I’utilisation d’un organoide en trois dimensions (Smith et al., 2006). Cette méthode
permet le rassemblement de cellules individuelles en une structure tridimensionnelle. La
clé de ce systeme réside dans la possibilité des cellules a rester en suspension a 1’aide

d’une aération ne produisant pas de bulles. Par exemple, des cellules humaines de vessie
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cultivées a I’aide de cette technologie durant dix jours permettent le développement d’un
urothélium exprimant les marqueurs cellulaires et 1’organisation normalement retrouvés
chez I’organe véritable. Ces organoides sont caractérisés par leur polarité, la formation
d’une matrice extracellulaire et une différentiation spécifique a 1’organe. La structure
macroscopique résultante présente plusieurs attributs cellulaires identiques au tissu in vivo
correspondant et constitue un intermédiaire entre les expériences utilisant les lignées

cellulaires et celles effectuées chez les modeéles animaux (Smith et al., 2006).

1.2.2.2 Les modeéles in vivo

Des modeles animaux peuvent également étre utilisé afin de tenter de reproduire le
processus de [I’infection chez I’humain. Ces modéles permettent d’obtenir des
informations vitales qui s’aveérent impossibles d’obtenir lors des études in vitro. Ces
études chez les animaux permettent de déterminer les différentes interactions entre 1’hdte
et le pathogene, d’étudier 1’établissement de I’infection, I’attachement initial, puis
ultérieurement aux différentes surfaces de I’h6te etc. Bref, I’étude de la dynamique tout

au long de I’infection n’est possible que par I’entremise d’un modele in vivo.

Plusieurs facteurs doivent étre considérés afin de choisir un modele animal adéquat a
I’étude désirée. Des animaux en santé et bien nourris, évoluant dans un environnement
propre et bien contrdlé, ainsi que n’étant colonisés par aucun pathogéne préalablement
I’étude, sont des facteurs importants a considérer. De plus, la susceptibilité a 1’infection
peut différer selon le type d’animal, le sexe ainsi que I’Age de celui-ci. La taille de
I’animal peut aussi jouer un role déterminant dans le choix du modele, par exemple si
certaines procédures s’averent ardues chez un animal de trop petite taille. Il est aussi
possible d’utiliser des animaux provenant d’une lignée inbred afin d’obtenir des résultats
Jjugés plus homogenes. Tous ces facteurs jouent un role dans le choix du modele (Johnson

et Russell, 1996).
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Plusieurs modeles animaux sont utilisés dans 1’étude des ITUs et ont permis d’élucider
certains mécanismes de I’infection. Par exemple, des chiens (Rocha, 1963), des porcs, des
lapins (Stotter et al., 1975), des rats (Fierer et al., 1971), des singes ainsi que des souris
(Hagberg et al., 1983b) ont été utilisés comme modele afin d’étudier les ITUs. Certaines
limites sont présentes pour chacun de ces modeles. Par exemple, I’utilisation des chiens
posait probleme di au fait que I’établissement de pyélonéphrite était impossible, malgré
toutes les tentatives (ligature de 1’urétre, meurtrissures du rein, etc.) (Rocha, 1963).
Seules des infections de type cystites étaient produites. Toutefois, plusieurs études ont €té
réalisées grace a I'utilisation de rats, dd en grande partie a leur faible cofit ainsi qu’a la
facilité de les loger. De plus, ceux-ci développent des pyélonéphrites spontanées. Des
recherches évaluant le potentiel de nouveaux vaccins et traitements par antibiotiques ainsi
que I’implication de facteurs bactériens dans le développement des ITUs ont été

effectuées a I’aide de ce modele animal (Johnson et Russell, 1996).

Maintenant, la route d’infection ascendante des bactéries étant mieux caractérisée,
certains modeles animaux ont été sélectionnés car ils reproduisent adéquatement
infection retrouvée chez les humains. Les souris et les singes semblent bien remplir ce
role. Une des raisons expliquant ce choix est la présence de récepteurs digalactosides
similaires & ceux retrouvés au niveau du tractus urinaire des humains. Ces récepteurs
constituent le site de liaison des fimbriae P exprimés par les souches E. coli
uropathogénes causant des pyélonéphrites, ce qui permettraient a ces animaux de
développer ce type d’infection (Johnson et Russell, 1996; Kallenius er al., 1981; Roberts
et al., 1994). La route ascendante semble représenter la route empruntée par les bactéries
lors de I’établissement des ITUs chez I’humain et ces deux modeles permettent la
reproduction de cette route sans nécessiter de manipulations du tractus urinaire.
Cependant, étant donné le faible coflit d’achat et de soins nécessaires aux souris, ce
modele constitue le meilleur choix. De plus, elles sont disponibles en grandes quantités
chez plusieurs fournisseurs. Les singes, quant a eux, ne devraient étre utilisés que dans les

études finales de confirmations des résultats en raison de leurs similitudes aux humains

ainsi que leur codt particulierement élevé (Johnson et Russell, 1996).
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1.2.3 Facteurs de virulence des UPEC

Une grande variété de facteurs de virulence permet aux souches d’E. coli UPEC (faisant
partie des souches EXPEC comme mentionné a la section 1.1.1) d’établir une infection
chez I’hdte. Plusieurs des génes codant pour ces facteurs de virulence se retrouvent sur les
PAIs présents chez ces souches pathogénes, mais qui ne sont pas retrouvés chez les
souches commensales. Ces grandes régions d’ADN peuvent contenir des génes codant
pour des adhésines, des toxines, des systtmes d’importation du fer, etc. (Dozois et

Curtiss, 1999; Hacker et Kaper, 2000).

1.2.3.1 Molécules d’adhésion

Plusieurs adhésines sont communément associées aux souches UPEC. Celles le plus
fréquemment retrouvées sont les fimbriae de type 1, les fimbriae P, les fimbriae S et F1C
ainsi que les fimbriae faisant partie de la famille Dr. Celles-ci permettent 2 la bactérie de
se fixer sur des structures ou tissus spécifiques de 1’hdte (Hacker et Kaper, 2000).
L’attachement des bactéries aux cellules de I’hote est considéré comme I’étape
primordiale nécessaire a I’établissement de I’infection et précédent 1’invasion des tissus
dans plusieurs des cas (Johnson, 1991). L’adhérence est importante lors de
I’établissement d’ITUs. En effet, le constant flux d’urine demande aux bactéries de bien
s’attacher aux structures de I’h6te afin de ne pas étre tout simplement expulsées. De plus,
le tractus urinaire présente une certaine diversité de microenvironnements dans les
différents sites anatomiques, ayant une variété de structures exprimées a la surface. Les
bactéries voulant coloniser ces sites doivent donc avoir des molécules spécifiques 2
chacune de ces différentes structures. Une adhésine efficace pour un site ne sera pas
nécessairement de méme efficacité pour un autre site (Donnenberg et Welch, 1996). Les
souches UPEC présentent donc plusieurs types d’adhésines, qui seront présentées dans les

sections suivantes.
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1.2.3.1.1 Fimbriae de type 1

Les fimbriae de type 1 sont les plus prévalents. Ils sont retrouvés chez plusieurs souches
faisant partie des entérobactéries et se retrouvent chez presque toutes les souches d’E.
coli, indépendamment de leurs sources (Donnenberg et Welch, 1996). Ils sont de forme
cylindrique avec un diamétre d’environ 7 nm et une longueur d’environ 1 um. Ces
fimbriae sont codés par les génes fim, regroupant neuf génes: cinq genes structuraux
(fimA, fiml, fimF, finG, fimH), une chaperonne (fimC), un point d’ancrage a la membrane
externe (fimD) et des facteurs de régulation (fimB et fimE) (Schilling et al., 2001). La
majorité du fimbriae est formé d’une répétition de sous-unit€s FimA, présentant a
’extrémité la protéine de reconnaissance FimH. Le fimbriae de type 1 reconnait le D-
mannose retrouvé chez les récepteurs glycoprotéiques exprimés chez plusieurs types
cellulaires différents (Bergsten er al., 2005; Donnenberg et Welch, 1996; Mulvey, 2002).
Par exemple, les érythrocytes de plusieurs especes possédent des récepteurs auxquels les
fimbriae de type 1 peuvent se lier (Johnson, 1991). Ils sont aussi en mesure de lier une
grande variété de structures telles la fibronectine, le collagene, la laminine et certaines

structures retrouvées sur les macrophages (Bergsten et al., 2005).

Au niveau du tractus urinaire, les interactions avec les cellules uroépithéliales a I’aide de
FimH jouent un rdle essentiel dans I’habilité des souches UPEC a coloniser la vessie et
causer I’infection (Connell et al., 1996; Mulvey et al., 1998). Les bactéries exprimant les
fimbriae de type 1 adhérent en particulier aux muqueuses du tractus urinaire (Donnenberg
et Welch, 1996), et seraient plutdt associées aux infections de type cystites (Kaper e al.,
2004). Certaines études ont démontré, a ’aide d’un modéle d’infection murine, qu’une
souche bactérienne présentant des fimbriae de type 1 colonise mieux la vessie qu’une
souche ol ceux-ci sont absents (Hultgren et al., 1985). Cependant, le role des fimbriae de

type 1 dans le tractus urinaire chez I’humain reste incertain.

18



1.2.3.1.2 Fimbriae P

Les fimbriae P sont encodés par un groupe de géne nommés pap (pyelonephritis-
associated pilli) comportant 11 génes dont six encodent des protéines structurales (papA,
papH, papK, papE, papF, papG) (Mulvey, 2002). Les fimbriae P sont les mieux étudiés
parmi les fimbriae retrouvés chez E. coli causant des ITUs (Donnenberg et Welch, 1996).
Leur structure, semblable a celle des fimbriae de type 1, consiste en un filament
cylindrique d’environ 7 nm de diamétre. Celui-ci est formé d’une répétition de la sous-
unit€ PapA et est ancré dans la membrane a I’aide de la protéine PapH. L’adhésine, PapG,
est située a I'extrémité du fimbriae. Celle-ci reconnait les récepteurs glycolipidiques
exprimés par les cellules de I'hdte. Le récepteur minimal nécessaire 3 la liaison du
fimbriae P est le GbO3 (globotriasylcéramide) qui est constitué d’un noyau digalactoside
(Galal-4GalP), li€ a un groupe céramide par un résidu B-glucose (Stromberg er al., 1990;
Stromberg et al., 1991). On retrouve ces récepteurs sur les érythrocytes et les cellules
rénales de I’hote. Ceci a permis d’établir que ces fimbriae sont plus fréquemment associés
avec les souches UPEC causant des cas de pyélonéphrite (Bergsten er al., 2005;
Donnenberg et Welch, 1996; Mulvey, 2002). En effet, I’adhésine PapG n’est pas
nécessaire a la colonisation de la vessie, mais est essentielle pour les souches UPEC
causant des pyélonéphrites chez le singe au niveau de I’adhésion aux tissus rénaux

(Mulvey, 2002; Roberts et al., 1994).

1.2.3.1.3 Fimbriae S et FIC

Les fimbriae S et FIC sont trés apparentés et exprimés par certaines souches UPEC
(Johnson, 1991). Les fimbriae de type S sont composés d’une répétition de sous-unités
SfaA, additionné de trois sous-unités mineures, SfaG, SfaH et SfaS. SfaS constitue
I’adhésine située & I’extrémité du fimbriae et est en mesure de se lier a des récepteurs
présentant des résidus de I’acide sialique. Ces récepteurs sont retrouvés sur les cellules
épithéliales rénales ainsi que sur les cellules endothéliales vasculaires. La sous-unité SfaA
possede aussi des domaines permettant de se lier aux cellules hétes, plus particulirement
aux glycolipides des cellules endothéliales et au plasminogene. Les fimbriae de type S
sont fréquemment associ€s a des souches d’E. coli causant des septicémies, des

meéningites et des ITUs ascendantes, incluant les pyélonéphrites. Ces fimbriae pourraient
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aussi avoir un role dans les infections de type cystites puisque I’on retrouverait des
résidus d’acide sialique sur la surface de la vessie (Mulvey, 2002). Les genes sfa sont
retrouvés plus spécifiquement chez les souches faisant partie du groupe phylogénétique

B2 (Boyd et Hartl, 1998).

Les fimbriae F1C sont codés par les génes foc et la sous-unité majeure les composant est
FocA. IIs peuvent se lier au f-GalNac-1 et au 4f-Gal sur les glycolipides exprimés a la
surface de certaines cellules situées au niveau du rein, en plus de se lier aux cellules
endothéliales de la vessie et des reins (Johnson et al., 2005¢c; Mulvey, 2002; Snyder et al.,

2005).

1.2.3.1.4 Fimbriae de la famille Dr

Tous les membres de cette famille partagent un méme récepteur, une glycoprotéine
membranaire qui protége les tissus hotes des dommages pouvant étre causés par
I’activation du complément (Donnenberg et Welch, 1996). Plus précisément, ces fimbriae
reconnaissent une ou plusieurs des quatre petites séquences consensus de 60 acides
aminés présentes chez cette glycoprotéine. Ce récepteur est retrouvé sur les €rythrocytes
ainsi que sur certains tissus tel 1’uroépithélium (Mulvey, 2002). Ces fimbriae sont

associés avec les cystites. (Johnson, 1991)

1.2.3.2 Toxines

1.2.3.2.1 Hémolysine

L’hémolysine alpha est codée par un opéron comprenant quatre génes hly (hlyCABD). Le
géne hlyA code pour I’hémolysine, tandis que la protéine HlyC est indispensable a
’activation de I’hémolysine avant sa sécrétion. La protéine HlyB permet a ’hémolysine
d’étre sécrétée dans le périplasme, alors que la sécrétion a I’extérieur de la membrane
externe se produit de fagon passive a 1’aide de HlyD. L’hémolysine alpha (HIyA) lyse les
érythrocytes de la majorité des mammiferes et des poissons. L’hémolysine s’insert dans
une membrane lipidique et produit des pores qui augmentent la perméabilité des

, . 2. . . . N
érythrocytes aux ions Ca * K%, au mannitol et au sucrose et conduisent ultimement a la
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lyse du globule rouge. De plus, I’hémolysine est toxique pour une variété de types
cellulaires de I’hdte et contribue a I’inflammation, aux dommages causés aux tissus et 3
I’affaiblissement des défenses de I’h6te. En effet, les monocytes et les granulocytes sont

trés sensibles a I’hémolysine (Donnenberg et Welch, 1996; Johnson, 1991).

Plusieurs études ont démontré que 1’hémolysine alpha est exprimée in vivo durant une
ITU. La production de I’hémolysine alpha est davantage associée aux patients étant
atteints de pyélonéphrites (Johnson, 1991). Une étude démontrant la trés grande
sensibilité des tubules rénaux a I’hémolysine avance 1’hypothése que celle-ci détruit ces
structures in vivo, menant a une invasion par E. coli dans les tissus plus profond, ce qui

causerait une pyélonéphrite (Donnenberg et Welch, 1996; Warren et al., 1995).

1.2.3.2.2 Facteur CNF 1

Le facteur CNFI (facteur nécrotique cytotoxique) est une toxine protéique qui est
associée aux sérotypes d’E. coli qui sont communément isolés des ITUs sérieuses. Le
facteur CNF1 est presque toujours associé a 1’hémolysine alpha chez les souches UPEC
(Donnenberg et Welch, 1996; Yamamoto, 2007). Tout comme celle-ci, il est codé sur un
PAI chez les UPEC (Hacker et Kaper, 2000; Landraud et al., 2004). Le mode d’action
semble &tre relié en partie 4 la réorganisation d’actine en de longs filaments épais
(Donnenberg et Welch, 1996; Oswald et al., 1994). Brievement, le facteur CNF1 est
relaché dans I’environnement par la bactérie. L’attachement de la toxine a son récepteur
présent 2 la surface de la cellule (précurseur du récepteur de la laminine) permet par la
suite I’entrée de CNF1 dans les endosomes. A I’aide de I’environnement acide retrouvé a
I’intérieur de ces derniers, la toxine est en mesure de transloquer son domaine catalytique
a I’intérieur du cytosol de la cellule, et par la suite modifier la GTPase Rho (Landraud et
al., 2004). CNF1 confére un plus grand pouvoir d’invasion aux souches UPEC en
permettant leur entrée dans les cellules épithéliales et causant ainsi la destruction du tissu

uroépithélial (Landraud et al., 2004).
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1.2.3.3 Acquisition du fer

1.2.3.3.1 Aérobactine

L’ aérobactine est un sidérophore hydroxamate qui est une petite molécule sécrétée par les
bactéries capable d’extraire le Fe* des molécules de I’hote séquestrant le fer.
Comparativement & I’entérobactine, 1’aérobactine est plus stable et plus soluble. De plus,
I’aérobactine est constamment recyclée sans hydrolyse, et elle délivre le fer directement
aux sites d’utilisation. Finalement, un niveau de fer plus élevé active sa production
comparativement a 1’entérobactine. Les génes codant pour la synthése de I’aérobactine
sont présents chez les souches UPEC lors des cas de cystites (49%), pyélonéphrites (73%)
et bactériémies (58%) (Johnson, 1991). Il a été démontré que les souches d’E. coli
produisant le sidérophore aérobactine étaient en mesure de croitre plus rapidement dans

I’urine que les souches ne produisant pas ce sidérophore (Montgomerie et al., 1984).

1.2.3.3.2 Entérobactine

L’entérobactine est un sidérophore de type catécholate qui a été découvert chez E. coli en
1970 (O'Brien et Gibson, 1970). Cette molécule est sécrétée par la bactérie en réponse a
un stress ferrique. La structure moléculaire de I’entérobactine consiste en un trimere
cyclique composé de 2,3-dihydroxybenzoyl sérine (DHBS) et posséde, parmi les
composés naturels, la plus grande affinité pour le fer (Williams et al., 2006). Une fois
cyclisé, le sidérophore peut lier un atome ferrique a I’aide de ces trois groupes
catécholates. La biosynthése et le transport de I’entérobactine sont codés par 14 genes,
soit entD, fepA, fes, entF, entF, fepE, fepC, fepD, fepB, entS, entC, entE, entB et entA
(Crosa et Walsh, 2002). Jusqu’a ce jour, I’implication de I’entérobactine pour la virulence
des bactéries est toujours nébuleuse. En effet, bien que plusieurs études aient démontré
I’importance au niveau de la virulence de I’entérobactine, certains groupes ont aussi
obtenu des résultats contraires. Benjamin et ses collaborateurs ont démontré que
I’entérobactine était nécessaire pour la croissance dans le sérum murin. Cependant, celle-
ci ne semblait pas importante pour la virulence des souches de Salmonella Typhimurium
qui causent la typhoide chez la souris (Benjamin et al., 1985). De plus, Torres et ses
collaborateurs ont démontré que la souche E. coli CFT073 mutante pour la production de

I’entérobactine est toujours en mesure d’infecter la vessie et les reins dans le modele

22



murin d’infection du tractus urinaire ascendantes (Torres et al., 2001). Cette inefficacité
lors d’une infection in vivo pourrait s’expliquer par le fait que I’entérobactine est captée
par le sidérocalin produit par I’hdte, et s’avére donc inutilisable par la bactérie (Goetz et

al., 2002).

1.2.3.3.3 Salmochelines

Les salmochelines sont un autre type de sidérophore catécholate pouvant étre retrouvé
chez les souches UPEC, et sont codées par les génes iroBCDEN (Bister et al., 2004). Les
salmochelines sont un dérivé de I’entérobactine, puisque c’est la glycosylation du DHBS
qui permet la formation de celles-ci (Hantke et al, 2003). 1 existe sept composés
membres de la famille des salmochelines : SX, SO, S1, S2, S3, S4 et S5. Le composé S4
constitue en fait le sidérophore et les autres composés sont dérivés de ce dernier (Bister et
al., 2004). L’organisation génétique de ces geénes consiste en deux régions convergentes,
soit un opéron iroBCDE, présentant un promoteur en amont de iroB, et le géne iroN
possédant son propre promoteur. Suite a une analyse des promoteurs des génes iroB et
iroN, un site putatif de liaison du régulateur Fur a été découvert, suggérant une régulation
par ce dernier (Baumler et al., 1998; Baumler ef al., 1996). Le géne iroB code pour une
glycosyl transférase, le géne iroC est possiblement responsable de I’export des
salmochelines et les génes iroD et iroE sont des estérases putatives. Finalement, le géne
iroN code pour un récepteur de sidérophore de type catécholate. Sa prévalence est plus
grande chez les souches UPEC que chez les souches intestinales (Bauer et al., 2002;

Russo et al., 1999).

On retrouve en général les salmochelines plus fréquemment chez les souches UPEC que
chez les souches causant des infections au niveau de I’intestin (Valdebenito et al., 2005).
De plus, IroN est considéré comme un facteur de virulence puisqu’il augmente la
virulence des souches le possédant lors d’une ITU dans le modele murin. En effet, la
souche uropathogéne CP9 mutante pour le géne iroN était significativement moins
capable de proliférer dans la vessie, les reins et I’urine comparativement a la souche
sauvage lors d’une infection en compétition dans le modele murin d’infection du tractus

urinaire ascendante (Russo et al., 2002).
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1.2.3.3.4 Yersiniabactine

La yersiniabactine a tout d’abord été découverte chez le genre Yersinia et est codée par
les génes ybr. Celle-ci est présente sur un PAI et a aussi été retrouvée pres du gene asnT
de I’ARNt de plusieurs pathotypes d’E. coli, particulierement ceux impliqués dans les
bactériémies et les urosepticémies. Ce PAI est retrouvé chez 93% des souches d’E. coli
comprises dans les groupes B2 et D de la collection ECOR (Clermont et al., 2001). Le
récepteur de la yersiniabactine, FyuA (Ferric yersiniabactin uptake), a €té associ€ a la
virulence de plusieurs membres des Enterobacteriaceae (Schubert et al., 2002). De plus,
Hancock et ses collaborateurs ont récemment démontré que ce récepteur de la
yersiniabactine est important pour la formation de biofilms par une souche d’E. coli
uropathogeéne (Hancock er al., 2008). Ce sidérophore aurait donc possiblement un role

dans le développement des ITUs.

1.2.3.3.5 Tha

Iha fut tout d’abord décrit comme étant une adhésine chez une souche d’E. coli
entérohémorragique O157 :H7 et a été nommé « IrgA homologue adhesin » en raison de
son homologie avec le récepteur de I’entérobactine chez Vibrio cholerae (Mey et al.,
2002) et son habilité a conférer une adhérence a des cellules épithéliales chez une souche
non adhérente (Tarr et al., 2000). De plus, Johnson et ses collaborateurs ont démontré que
Iha constitue un facteur de virulence chez la souche UPEC CFT073, dans un modéle
murin d’infection du tractus urinaire ascendante (Johnson et al., 2005a). Finalement,
Léveill€ et ses collaborateurs ont démontré que Iha est utilisé par la souche UPEC UCB34
en tant que récepteur de sidérophores catécholate et comme molécule d’adhésion a des
cellules uroépithéliales. De plus, ils ont démontré son importance au niveau de la

virulence lors d’une ITU (Léveill€ et al., 2006).

Environ 37% a 55% des souches causant des ITUs et des infections extraintestinales
possédent ce géne (Johnson et al., 2005a). De plus, chez les souches CGA (groupe clonal
A multirésistant causant des ITUs), 92% a 100% des souches présentent le géne iha

(Johnson et al., 2002; Johnson et al., 2005b).
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1.2.3.3.6 IreA

La découverte d’IreA fut possible grice a une étude qui a mis en évidence I’expression
plus €levée de certains génes dans les fluides biologiques, tels I'urine et le sang. ireA
possede beaucoup d’homologie avec des récepteurs de sidérophores tels IrgA (V.
cholerae), Iha (E. coli) et IroN (E. coli et S. enterica). Russo et ses collaborateurs ont
donc vérifi€ si ce géne était régulé par le fer et ont découvert que ce dernier était réprimé

par ce métal (Russo et al., 2001).

1.2.3.3.7 ChuA

En plus de systémes capables de transporter les sidérophores, certaines souches UPEC
possédent un transporteur de 1’héme. En effet, chez la souche UPEC CFT073, des
séquences d’homologie ont ét€ observées avec le géne chuA chez S. dysenteriae et E. coli
O157:H7 (Torres et Payne, 1997). Torres et ses collaborateurs ont démontré que chuA
chez la souche CFT073 possédait aussi la fonction de récepteur de I’héme, puisque la
souche mutante ne poussait pas bien avec ce composé comme seule source de fer.
Cependant, aucune importance au niveau de la virulence n’a été observée en absence de
ChuA dans le modele murin d’infection du tractus urinaire ascendante (Torres et al.,

2001).

1.2.3.4 Sérogroupes et sérotypes

Comme mentionné précédemment (section 1.1.2), le sérotype d’E. coli est caractérisé par
des différences dans la composition antigénique des structures de surface (O, H et K). Le
sérogroupe, pour sa part, correspond a I’antigéne O seulement. Chez E. coli, les trois
types d’antigénes sont utilisés afin de classifier les différentes souches (O, H et K). Les
sérogroupes les plus fréquemment associé€s aux ITUs sont O1, 02, 04, 06, 07, 08, 016,
018, 025, 050 et O75. La colonisation vaginale de la femme par les sérogroupes 02, 04,
06 et O75 mene habituellement & une ITUs contrairement aux autres sérogroupes. Les
souches de sérogroupe O16 sont associées spécifiquement aux ITUs fébriles. Dans le cas
du sérogroupe O18, celui-ci est associé aux cas de bactériuries asymptomatiques chez les
enfants. Les sérogroupes 08, 014, 025 et 083 sont associés aux souches UPEC causant

des cystites chez les jeunes filles (Johnson, 1991).
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1.2.3.5 Capsule

Les polysaccharides de la capsule sont des polymeéres linéaires constitués d’une répétition
de sous-unité d’hydrates de carbone et peuvent présenter un acide aminé ou un lipide
proéminent. La capsule se retrouve a la surface de la cellule, empéche la détection de
’antigéne O et protége la cellule des mécanismes de défenses de 1’h6te. Par exemple, elle
peut jouer un réle dans la résistance a la phagocytose. Certains types de capsule sont plus
souvent associés aux ITUs, particulierement aux pyélonéphrites : K1, K2, K3, K5, K12,
K13, K20 et K51. Les types de capsules K1, K2, K3, K12 et K13 sont retrouvés chez
70% des souches causant des pyélonéphrites affectant les jeunes filles, tandis que les
types K1 et K5 sont associés & 63% des souches causant des pyélonéphrites chez les

femmes (Donnenberg et Welch, 1996; Johnson, 1991).

La capsule K1 est le type de capsule le plus retrouvé chez les souches UPEC et
intestinales. Celle-ci est généralement associée aux cas de méningites. Cependant, elle
peut aussi étre associée a certaines ITUs. Elle est plus fréquemment retrouvée dans les cas
de pyélonéphrites et ne semble pas particulierement importante dans les cas de cystites et
de bactériuries asymptomatiques (Johnson, 1991). E. coli peut exprimer quatre types de
capsules différentes, de I a IV, et qui correspondent a différents sérotypes (Whitfield et
Roberts, 1999). La plupart des souches EXPEC produisent une capsule faisant partie du
groupe II et certaines ont été reconnues pour leur contribution aux infections (Russo er

al., 1996).

Finalement, une étude réalisée par Valle et ses collaborateurs a démontré que les
polysaccharides provenant des capsules de groupe II, produites par la majorité des UPEC
et autres souches EXPEC, sont libérées dans I’environnement bactérien. En effet, ces
polysaccharides capsulaires sont composés de polymeres polysaccharidiques de hauts
poids moléculaires et chargés négativement. Les polysaccharides capsulaires de la souche
UPEC CFT073 modulent I’adhésion bactérienne et empéchent la formation de biofilms

par d’autres bactéries Gram-positif et Gram-négatif (Valle er al., 2006).
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1.2.3.6 Résistance au sérum

La plupart des bactéries sont détruites par le sérum grice a Iactivité lytique du
complément. L’action du complément se réalise par un complexe de protéines qui
forment un pore a Iintérieur de la membrane externe de la bactérie, appelé complexe
d’attaque membranaire (MAC). Cet événement mene 2 la destruction de la paroi de
peptidoglycane de la bactérie due a la digestion par le lysozyme. Ultimement, la bactérie

est lysée (Johnson, 1991).

La résistance au sérum rencontrée chez les bactéries dépend de plusieurs facteurs et de la
combinaison de ceux-ci : les LPS, les protéines 2 la surface de la membrane ainsi que la
formation d’une capsule (Donnenberg et Welch, 1996). Les antigénes O retrouvés dans la
composition des LPS n’empécheraient pas |’activation du complément, mais causeraient
Iactivation de ce dernier loin des sites de la membrane qui sont sensibles & son action.
Lors d’ITUs, les patients atteints de pyélonéphrites et de cystites sont plus fréquemment
infectés par des souches UPEC résistantes au sérum que les patients atteints de bactériurie

asymptomatique (Johnson, 1991).

1.2.3.7 Autotransporteurs

Les autotransporteurs constitu nt une famille de protéines sécrétées chez les bactéries
Gram-négatif. Tout comme les fimbriae, les autotransporteurs peuvent présenter des
propriétés adhésives. De plus, ils sont en mesure de remplir d’autres rdles, tels des
toxines, des protéases, des invasines, des facteurs de résistance au sérum et des facteurs
de motilit¢ (Henderson et Nataro, 2001). Les autotransporteurs posseédent tous la méme
structure. Cependant, les fonctions de chacun peuvent différer au niveau de la virulence.
Habituellement, les autotransporteurs sont constitués de trois domaines : le domaine N-
terminal dirigeant le précurseur vers la membrane interne, le domaine passager conférant
a la protéine sa fonction ainsi que le domaine C-terminal permettant la sécrétion de
I’autotransporteur au travers de la membrane externe. De cette facon, ils sont en mesure
d’effectuer leur propre sécrétion (Henderson er al., 1998). Certains autotransporteurs sont

plus spécifiquement associés aux souches UPEC comparativement aux souches d’E. coli
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causant des infections intestinales. En effet, les souches causant des ITUs comprises dans
les groupes B2 et D présentent plus fréquemment les autotransporteurs Vat (B2 = 97%
des souches), Sat (B2 = 43%, D = 81% des souches) et Pic (B2 = 43%) (Restieri ef al.,
2007).

1.2.3.7.1 Sat

L’autotransporteur Sat (Secreted autotransporter toxin) fait partie de la famille des
autotransporteurs sérine protéase des Enterobacteriaceae (SPATE) et est retrouvé chez la
souche UPEC CFT073. Celui-ci semble avoir un effet toxique sur les cellules du tractus
urinaire in vitro (reins et vessie). Bien qu’il n’y ait aucune différence de colonisation dans
un modéle murin tant au niveau des reins, de la vessie et de I’urine, la souche possédant
Sat induit une forte réponse aux anticorps comparativement a la souche ayant perdu Sat
(Guyer et al., 2000). Ce méme groupe a de plus démontré que cet autotransporteur, chez
la souche uropathogéne CFT073, consiste en une cytotoxine causant la formation de
vacuoles chez les cellules de vessie et de reins en culture. Dans un modele d’infection
murin d’ITU, Sat induit la formation de vacuoles dans le cytoplasme des cellules hotes et
possiblement le relachement des jonctions cellulaires. De plus, il cause des dommages au
niveau de glomérules du rein et contribue donc a la pathogenése des souches UPEC

(Guyer et al., 2002).

1.2.3.7.2 PicU

Un autre autotransporteur peut étre retrouvé chez les souches UPEC et fait aussi partie
des SPATEs : PicU, retrouvé aussi chez Shigella flexneri et les EAEC. Cependant, au
contraire de Sat, PicU semble appartenir a une autre branche des SPATE, qui ne possede
pas d’activité toxique (Parham ef al., 2004). Cette protéine est exprimée durant une ITU
et semble é&tre habituellement associée aux pyélonéphrites (Anderson et al., 2004). Elle y
jouerait un role grice a son activité de mucinase, c’est-a-dire a sa capacité a dégrader la
mucine. Aucune différence n’a cependant été remarquée entre les infections de type
pyélonéphrites et cystites par le groupe de Parham, suggérant que PicU n’est pas impliqué
dans la progression de I’infection (Parham et al., 2004). Cependant, le groupe de Heimer

a proposé que ce facteur de virulence était préférentiellement associé€ aux pyélonéphrites
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et pas nécessairement associé€ avec les infections de type cystite (Heimer et al., 2004).

Son rdle reste donc encore incertain dans le développement d’une ITU.

1.2.3.7.3 Antigéne 43

L’antigéne 43 (Ag43) fut initialement caractérisé pour son habilité 2 conférer aux
bactéries la capacité de s’autoaggréger, en favorisant les interactions entre bactéries. Ce
phénomene est visible macroscopiquement, par la présence de floculation. Le nom flu fut
donc donné au locus codant pour I’Ag43 (Diderichsen, 1980). La majorité des souches
d’E. coli ont la capacité d’exprimer 1’ Ag43 et la présence du géne fIu est trés conservée
chez les différentes souches. Malgré le fait que les souches E. coli K-12 ne possédent en
général qu’une seule copie du géne flu, plusieurs souches sauvages (EPEC, EHEC et
UPEC) possedent plusieurs copies de cet allele (Klemm et al., 2004). On retrouve environ
50 000 copies de la protéine Ag43 par cellule (Owen, 1992). La fonction biologique de
I’Agd3 est quelque peu controversée. En effet, cet antigéne ne confere par de propriétés
d’adhésion aux cellules des mammiferes. Cependant, I’Ag43 posséde d’autres fonctions
telles I’autoaggrégation et I’aide a la formation de biofilms (Klemm et al., 2004). De plus,
il a été démontré chez la souche UPEC CFT073, ou I’on retrouve deux alleles codant pour
’Ag43, que I'un de ces alltles (Ag43a), tout en promouvant |’autoaggrégation et la
formation de biofilms, aide a la persistance a long terme dans la vessie (Ulett er al.,
2007). Aussi, des bactéries exprimant I’Ag43 survivent mieux suite a la phagocytose par

les neutrophiles que des bactéries ne présentant pas I’antigéne 43 (Fexby et al., 2007).

1.2.3.8 Formation de biofilms

La récurrence d’une ITU se produit chez 27% a 44% des femmes qui ont développé une
premiere infection, et ce dans les six mois suivants I’infection initiale et malgré le
traitement par antibiotiques. La bactérie associée avec 'infection récurrente posséde
fréquemment un phénotype ou un génotype identique 2 la souche initiale (Anderson ef al.,
2004). Ce phénomene serait sans doute dii a I’établissement de communautés
bactériennes intracellulaires (IBCs). En effet, les bactéries causant des ITUs seraient en
mesure, dans le stade précoce de I’infection, d’envahir les cellules superficielles du

tractus urinaire et par la suite de se multiplier rapidement. Au fur et & mesure de la
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croissance de la bactérie, de grands changements phénotypiques sont observables dans la
cellule, menant 4 I’établissement d’IBCs. Les IBCs passent par plusieurs stades, menant
ultimement & la formation de communautés ressemblant a des biofilms dans les cellules
superficielles. Eventuellement, des bactéries se détachent du biofilm et se retrouvent a
nouveau libres dans la vessie. Celles-ci sont alors en mesure de s’attacher a 1’épithélium
et initier un nouveau cycle de formation d’IBCs, provoquant ainsi les infections
récurrentes et la persistance dans le tractus urinaire (Figure 1.2) (Anderson et al., 2004).
Les biofilms bactériens sont fréquemment associ€s avec la persistance a long terme des
microorganismes dans divers environnements. Les bactéries vivant en biofilms présentent
une résistance accrue aux antibiotiques, ce qui pourrait expliquer les difficultés

rencontrées dans I’élimination des ces infections récurrentes (Donlan et Costerton, 2002).

Attachement et invasion IBC préce IBC moyen ~IBC tardif

Figure 1.2 : Représentation schématique de la maturation des IBCs chez une souche UPEC. Peu de temps
aprés Vinfection de I’hote, la bactérie UPEC (vert) se lie et envahit les cellules épithéliales de la vessie a
I’aide du fimbriae de type 1 (rouge). La multiplication rapide méne a la formation d’un amas non organisé
de bactéries, appelé IBC précoce. Suite a la maturation, les bactéries forment un IBC moyen.
Eventuellement, les bactéries de se délachent du biofilm intracellulaire, deviennent motiles (flagelles
jaunes) et se retrouvent libres dans la vessie. Le cycle peut se répéler, causant des épisodes de récurrences
(Justice et al., 2004).

Les souches UPEC sont de plus en mesure de former des biofilms sur les cathéters. En
effet, un corps étranger, tel un cathéter, connecte un site habituellement stérile au monde
extérieur et deviendra inévitablement coloniser par des microorganismes (Denstedt ef al.,
1998). Les ITUs représentent I’infection la plus commune chez les patients ayant un
cathéter (Foxman, 2002). Des biofilms bactériens sont observés sur pratiquement tous les
implants artificiels se retrouvant dans le tractus urinaire, menant fréquemment a des
infections chroniques (Warren, 2001). De plus, plusieurs infections chroniques et
persistantes, dont les ITUs, sont maintenant associées aux biofilms (Costerton et al.,

1999).
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1.3 Importance du fer

Le fer représente un des éléments le plus abondant de la crofite terrestre. La plupart des
organismes possedent des enzymes utilisant ce cofacteur afin de réaliser plusieurs
fonctions biologiques essentielles. En effet, le fer joue un role important dans le transport
des électrons, le métabolisme, la protection contre le stress oxydatif, le métabolisme de
I’ADN et la régulation de I’expression des génes. Il est devenu essentiel pour la vie de la
plupart des formes existantes sur Terre. Celui-ci est cependant incorporé aux protéines
afin d’assurer sa stabilité et son potentiel de réduction adéquat. Le fer peut étre retrouvé
sous deux formes prédominantes : le fer ferreux (Fe**) ou le fer ferrique (Fe*). Le fer
ferreux se retrouve sous forme soluble dans des conditions physiologiques tandis que le
fer ferrique est plutdt insoluble dans certaines conditions (10'® M a pH 7,0). Cette
insolubilité€ peut mener a des problémes d’approvisionnement en fer (Andrews et al.,
2003). De plus, le fer devient extrémement toxique en présence d’oxygene, dii 2 la

formation de radicaux (Braun et Braun, 2002).

Cette toxicité est due a I'interaction du fer avec certaines formes réactives de 1’oxygene,
telles I’anion superoxyde (Oy) et le peroxyde d’hydrogéne (H,0). Ces deux formes de
I"oxygene ne sont normalement pas trés réactives de fagon physiologique. En effet, elles
sont produites par les voies métaboliques normales de plusieurs systémes biologiques.

Cependant, suite a2 une interaction avec le fer, des espéces hautement réactives sont

générées et peuvent causer de grands dommages 2 la cellule. La rencontre du H,O, et du
fer ferreux soluble Fe®* produit spontanément un radical hydroxyle (OH") et I’oxydation

2 3 . . .. L.
du Fe™* en Fe™. Cette réaction est connue sous le nom de réaction de Fenton et s’écrit

comme Suit ;

Fe?* + H,0, = Fe* + OH + HO
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Une autre réaction est possible si le O et le H,O» se rencontre, ce qui produit un radical
OH-". Cette réaction est connue sous le nom de réaction de Haber-Weiss et est catalysée

par le fer. Elle s’écrit comme suit :

0, + H,0, 2 ‘"HO+ OH + O,

Le radical hydroxyle OH" est le plus toxique. En effet, il réagit fortement avec plusieurs

molécules organiques cellulaires. Par exemple, il est en mesure de causer des dommages
aux membranes des cellules et 2 I’ADN de celles-ci. Pour cette raison, les différents
organismes, tant I’humain que les bactéries, ont développé différents mécanismes de
régulation de la quantité de fer présent, afin d’assurer un équilibre. De plus, plusieurs
systtmes permettant de lier ou de capter le fer ont été développés afin d’assurer sa
disponibilité pour I’utilisation en tant que cofacteur de plusieurs enzymes. Aussi,
I’association du fer a différentes protéines permet de limiter sa réactivité€. En effet, le fer
libre est en mesure de générer des radicaux libres causant un stress oxydatif. Bref, ce
phénomeéne empéche le Fe’* de rencontrer le H,O, et former le radical hydroxyle, mais
aussi empéche la transformation du Fe’* en Fe™, qui est insoluble et plus difficilement

utilisable.

1.3.1 Protéines liant le fer chez ’humain

Lors d’une infection, le fer est important tant pour la bactérie que pour I’h6te. Comme
mentionné plus haut, le fer est fréquemment utilis€ comme cofacteur chez plusieurs
enzymes essentielles impliquées dans les fonctions de base de la cellule ainsi que dans les
réactions métaboliques (Andrews et al., 2003; Schaible et Kaufmann, 2004). A P’instar de
la bactérie, le fer retrouvé chez I’hote infecté est 1ié a des protéines spécifiques telles la
transferrine, la lactoferrine et la ferritine. De plus, le sidérocalin est capable de lier le
sidérophore bactérien, I’entérobactine, ce qui empéche la bactérie d’utiliser ce dernier.
Finalement, le fer est complexé a I’héme et a I’hémoglobine (Schaible et Kaufmann,

2004).
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La famille des transferrines constitue une famille regroupant des protéines trés répandues
chez les vertébrés. Celles-ci consistent en des glycoprotéines formées d’une seule chaine
possédant un poids moléculaire de 80 kDa. Cette famille rassemble trois protéines, soit la
transferrine, la lactoferrine, retrouvée dans plusieurs fluides extracellulaires, et
I’ovotransferrine, retrouvée dans I’albumen des ceufs d’oiseaux. Les trois sont constituées
de structures similaires qui fournissent le fer a une variété de cellules. Ces cellules
I"incorporent par la suite dans leurs protéines. Elles servent a capter le fer libre en cas de
surplus de fer dans le sang ou les autres fluides du corps lors de I’infection (Ratledge et

Dover, 2000).

La ferritine est retrouvée chez un grand nombre d’organismes, non seulement chez les
animaux, mais aussi chez les plantes et les microorganismes (Harrison et Arosio, 1996;
Ratledge et Dover, 2000). Elle est constituée de 24 sous-unités s’assemblant afin de
former une sphere capable de séquestrer le fer en trés grande quantité, c’est-a-dire plus de
4000 atomes de Fe'* (Arosio et Levi, 2002; Hentze et al., 2004; Ratledge et Dover, 2000).
Chez les bactéries, il existe une protéine similaire a la ferritine, la bactoferritine. Celle-ci

possede un héme mais sa fonction est identique 2 la ferritine (Andrews et al., 2003).

Le sidérocalin ou NGAL (neutrophil-gelatinase-associated lipocalin) est une petite
protéine (25 kDa) faisant partie du systtme immunitaire inné. Elle est sécrétée par les
cellules épithéliales lors des stades précoces d’inflammation. Cette protéine est
emmagasinée a I’intérieur de granules spécifiques des neutrophiles et est relachée lorsque
ces derniers sont activés (Valdebenito et al., 2007). Il a de plus ét€ démontré que le
sidérocalin est en mesure de se lier a I’entérobactine, un sidérophore sécrété par certaines
bactéries (section 1.2.3.3.2) (Goetz et al., 2002). Donc, le sidérocalin permettrait
d’empécher une bactérie retrouvée dans le corps d’acquérir le fer nécessaire 2 sa survie

(Valdebenito et al., 2007).
D’autres protéines du corps humain peuvent aussi diminuer la concentration en fer libre,

telles I’heme et I’hémoglobine. Ces protéines, plut6t que de simplement séquestrer le fer,

ont aussi besoin de ce dernier afin d’accomplir leurs fonctions biologiques.
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Toutes ces protéines présentes chez 1’hdte permettent de diminuer la concentration de fer
libre disponible (Ratledge et Dover, 2000). Cependant, la concentration de fer par cellule
bactérienne a été évaluée i environ 10° 2 10° atomes. Pour arriver  ce résultat, les
cellules devraient se retrouvées dans un milieu contenant 10”7 2 10 M de fer, mais celui-
ci en contient seulement 108 M (Andrews et al., 2003; Ratledge et Dover, 2000). Ainsi,
lors d’une infection bactérienne, la quantité de fer disponible pour la bactérie est
nettement insuffisante pour sa survie et sa croissance. Pour cette raison, les bactéries ont
développées plusieurs moyens d’acquérir le fer nécessaire & leur survie. Par exemple,
I’utilisation de sidérophores, tels 1’entérobactine (section 1.2.3.3.2), les salmochelines

(1.2.3.3.3) et la yersiniabactine (section 1.2.3.3.4) et d’autres systemes d’acquisition du

fer tels Tha (1.2.3.3.5), IreA (1.2.3.3.6), et ChuA (section 1.2.3.3.7).

1.3.2 Acquisition du fer chez les bactéries

Plusieurs mécanismes ont été mis en place par les bactéries afin de s’assurer qu’elles ont
accés au fer nécessaire a leur survie et leur prolifération : l’acquisition' de fer par les
sidérophores, le transport du Fe?* et réduction du Fe’* en Fe™, le transport de type ABC
et ’acquisition du fer des protéines de I’hte directement (Andrews ef al., 2003; Ratledge

et Dover, 2000).

Tout d’abord, 1’acquisition de fer peut étre réalisée par I’entremise des sidérophores. Les
sidérophores sont de petites molécules de faible poids moléculaire (<1000 Da) qui sont
libérées lorsque la bactérie subit une déficience en fer. Elles possédent une grande
spécificité pour le fer ferrique (Fe*) (Andrews et al., 2003). Le nombre de sidérophores
produits par différentes souches bactériennes, levures, moisissures et plantes est supérieur
a 500 (Andrews et al., 2003; Ratledge et Dover, 2000). Les sidérophores peuvent
atteindre une trés grande concentration dans le milieu environnant. Par exemple,
’aérobactine produite par certaines souches d’E. coli peut €tre produite a une
concentration allant jusqu’a 200 mg/l (section 1.2.3.3.1) (Andrews ef al., 2003). D’autres
exemples de sidérophores chez E. coli sont I’entérobactine (section 1.2.3.3.2), les

salmochelines (section 1.2.3.3.3) et la yersiniabactine (section 1.2.3.3.4).
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Un autre moyen pour les bactéries d’acquérir du fer est la réduction du fer ferrique en fer
ferreux et le transport du fer ferreux. Chez E. coli, le transporteur Feo peut accomplir ce
transport de fer ferreux. Deux geénes codent pour ce dernier, feoAB. Ceux-ci sont induits
lorsque la bactérie rencontre des conditions anaérobiques et ils sont réprimés par la
présence de fer. Ce type de transport semble étre important lorsque la quantité de fer
ferreux est stable et prédominante sur le fer ferrique (Andrews et al., 2003). De plus,
plusieurs réductases de fer ferrique extracellulaires ont été découvertes chez différentes

souches bactériennes, ce qui permettrait de favoriser ce type de transport (Cowart, 2002).

Le transport du fer par des transporteurs de type ABC (comportant une ATP-Binding
Cassette) est une autre stratégie que les bactéries ont développée afin d’obtenir le fer dont
elles ont besoin. Plusieurs transporteurs de ce type ont été découverts, incluant SfuABC,
SitABCD, YfeABCD, FbpABC ainsi que FutABC retrouvés chez les souches
bactériennes Serratia marcescens, Salmonella Typhimurium, Yersinia pestis, Neisseria
gonorrhoeae, Synechocystis PCC 6803 (Bearden et Perry, 1999; Janakiraman et Slauch,
2000; Robinson et al., 1999). Certains de ces systémes sont retrouvés chez des souches
d’E. coli pathogénes. Le systtme SitABCD, dont il sera traité plus en détails dans une
autre section (section 1.4.1.1), semble cependant avoir une affinité plus importante pour
le manganése que pour le fer contrairement aux conclusions qui avaient été avancées suite

a sa découverte (Andrews et al., 2003).

Finalement, I’acquisition du fer directement des protéines de 1’hote est une autre stratégie
employée par les bactéries. Par exemple, chez Neisseria spp., le fer ferrique est retiré de
la transferrine et de la lactotransferrine au niveau de la membrane externe. Par la suite,
celui-ci est transporté a I’intérieur de la bactérie par les systtmes TbpAB et FopABC
(Faraldo-Gomez et Sansom, 2003; Ratledge et Dover, 2000). Yersinia pestis peut utiliser
I’héme comme seule source de fer pour sa prolifération. En effet, cette bactérie,
responsable de la peste bubonique, possede deux systémes de transport de ’héme (Hmu
et Has) (Rossi er al., 2001). Haemophilus influenzae peut utiliser I’hémoglobine,
I’hémoglobine-haptoglobine, 1’héme-hexopexine et I’héme albumine (Litwin et

Calderwood, 1993). Cependant, I’heme et I’hémoglobine doivent étre relichés des
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érythrocytes avant de pouvoir étre disponibles pour les bactéries. Pour arriver a cette fin,
plusieurs souches bactériennes posseédent des hémolysines et des protéases capables de
lyser les cellules. Par la suite, I’héme et I’hémoglobine peuvent étre complexés a d’autres
protéines de 1’hdte telles 1’haptoglobine, I’hemopexine ainsi que I’albumine (Litwin et
Calderwood, 1993). Finalement, les souches E. coli EDL933 (0157 :H7) ainsi que la
souche UPEC CFT073 sont en mesure d’utiliser I’héme a I’aide du géne chuA (Torres et

Payne, 1997; Torres et al., 2001).

1.3.3 Régulation du transport du fer

Etant donné la toxicité possible du fer (section 1.3), les bactéries ont développé différents
mécanismes de régulation ayant pour but de les protéger de cette toxicité. Chez E. coli,
cette régulation est réalisée a I’aide de la protéine Fur (Ferric-uptake regulator). Cette
protéine contrdle ’expression de plus de 90 génes impliqués dans le transport du fer
(Andrews et al., 2003). La protéine Fur est composée de deux domaines : le domaine N-
terminal et le domaine C-terminal. Le domaine N-terminal constitue le domaine se liant a
I’ADN. Le domaine C-terminal, riche en résidus histidines, contient deux sites pouvant
lier le Fe®* et est important pour la dimérisation de la protéine (Andrews et al., 2003;
Hantke, 2001). Fur agit en tant que répresseur positif, c’est-a-dire qu’il supprime la
transcription lors de son interaction avec son co-répresseur, le Fe>*. En absence de Fe2+, il
n’y a pas de répression. Certaines études ont suggéré que le site de liaison du Fe**
pourrait aussi lier le C02+, le Mn** ou d’autres cations divalents in vitro. Cependant, ces
métaux sont présents en quantité insuffisante in vivo pour interagir avec Fur. La liaison de
Fe?* a Fur augmente d’environ 1000 fois 1’affinité de Fur pour les séquences d’ADN
spécifiques auxquelles il se fixe. De plus, la protéine Fur contient au moins un ion de zinc
structural par dimére au niveau du domaine C-terminal (Andrews et al., 2003; Hantke,
2001).

En tant que régulateur, la protéine Fur doit se fixer 2 I’ADN afin de réprimer les génes
P . P 2 .
nécessaires. La protéine, formant un complexe avec le Fe™, se lie normalement entre les

sites -35 et -10 du promoteur du géne régulé. On appelle cette région la boite Fur, et elle
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est constituée d’une séquence consensus conservée. Une premiére séquence avait été

suggérée et est présentée a la figure 1.3 (de Lorenzo et al., 1987; Stojiljkovic et al., 1994).

GATAATGAT(AT) ATCATTATC

Figure 1.3 : Configuration de la premigre boite Fur élucidée (de Lorenzo et al., 1987).

Cependant, cette séquence exacte n’est pas retrouvée dans le génome d’E. coli. De plus,
des €tudes utilisant la DNasel (Désoxyribonucléase 1) ont permis de démontrer que Fur
protege une région plus large que la région suggérée par la boite Fur, c’est-a-dire
d’environ 31 paires de base (pb). De plus, il arrive fréquemment que 1’on retrouve
plusieurs sites de liaison de Fur les uns a c6tés des autres pour la régulation d’un méme
gene, suggérant que plusieurs dimeres de Fur peuvent se lier (Andrews et al., 2003).
Toutes ces découvertes ont mené a la construction d’une nouvelle séquence consensus

pour la boite Fur, présentée a la figure 1.4 (Lavrrar et al., 2002).

Site de liaison 1

_— e—

GATNATGATNATCAANATC

CTANTACTANTAGTANTAG
_+ *—

Site de liaison 2

Figure 1.4 : Configuration de la boite Fur réarrangée (Lavrrar ef al., 2002).

Cet arrangement permet 4 deux dimeres formés des protéines Fur de se lier a chacune des

boites Fur.

La protéine Fur est trés abondante dans chaque cellule d’E. coli durant la phase
exponentielle de croissance de celle-ci, comptant environ 5000 copies par cellule. Dans la
phase stationnaire, le nombre de protéine Fur peut aller jusqu’a 10000 copies par cellule
(Zheng et al., 1999). 11 a de plus ét€ suggéré que Fur servirait de tampon, puisqu’il serait
en mesure de lier le Fe** libre dans la cellule avec une affinité d’environ 10 1M (Bagg et
Neilands, 1987), ce qui correspond au niveau de fer ferreux libre retrouvé dans la cellule

(Keyer et Imlay, 1996).
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Plusieurs génes sont régulés par Fur. On retrouve par exemple les genes entABCDEF
(synthése de I’entérobactine), entS (sécrétion de I’entérobactine), fepBCDEG (transport
du complexe ferri-entérobactine), fepA (transport du complexe ferri-entérobactine), fes
(utilisation du complexe ferri-entérobactine), fluABCD (transport d’hydroxamate
ferrique) et le géne fur lui-méme. Tous ces geénes sont impliqués dans le transport du fer
dans la cellule. Etant donné que la fonction principale de Fur est de réprimer 1’acquisition
de fer lorsque celui-ci se retrouve en quantité suffisante, il est impliqué dans leur
régulation. Cependant, Fur est aussi impliqué dans la régulation de géne n’ayant aucune
fonction connue en lien avec le fer. Par exemple, les génes cyoA (sous-unité terminale de
I’oxydase respiratoire), fIbB (impliqué dans la motilit€), gpmA (impliqué dans la
glycolyse) et metH (impliqué dans la synthése de méthionine) sont régulés par la protéine
Fur. Certains génes sont aussi induits par Fur, bien que cette induction ne soit pas
effectuée a 1’aide de la fixation a la boite Fur. Par exemple, les génes acnA, bfr, finA,
fumA et fumB consistent en des génes impliqués dans I’entreposage du fer, ou en des
protéines possédant un centre fer-soufre (Fe-S), donc utilisant le fer (Andrews et al.,

2003).

Haute concentration de fer Faible concentration de fer
Répression des geénes du transport de fer Deérépression des génes du transport de fer
apo-Fur

4————»  Genes d’acquisition du fer Génes d'acquisition du fer
Site de liaison de Fur

Figure 1.5 : Mécanisme de régulation de fur (Andrews et al., 2003).

Le mécanisme de cette régulation positive a été tout récemment €lucidé. En effet, Fur
réprime un petit ARN (ARNs), RyhB, composé de 90 nucléotides. Ce dernier facilite la
dégradation des ARN messagers (ARNm) des genes régulés positivement par Fur.

Comme illustré sur la figure 1.6, en présence de fer, Fur est actif et réprime la
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transcription de ryhB. Celui-ci ne peut donc pas dégrader les ARNms des genes
d’entreposage du fer, et ceux-ci sont donc exprimés. Par contre, en absence de fer, Fur est
inactif et ne réprime pas la transcription de ryhB. Celui-ci est donc en mesure de dégrader

les ARNms des génes d’entreposage du fer (Masse et al., 2007).

() -7
Acquisition de fer
‘-/‘\-4—‘
@)

=

3 -
Q:f> Gi"_’,‘) Protéines essentielles
@ Fer libre utilisant le fer

@@ “'\\\

) (")
. Fe®
RyhB

Protéines non essentielles
utilisant le fer

o

Géne ryhB

Figure 1.6 : Mécanisme de régulation du fer nouvellement acquis par RyhB et Fur. Suite a I’acquisition et
I’entrée de fer dans la cellule, ce dernier se retrouve temporairement libre dans le cytoplasme avant d’étre
incorpor€ a des proiéines essentielies et non essentielles utilisant le fer. Dans des conditions oil le niveau de
fer libre augmente, Fur devient activé et réduit I’expression des génes d’acquisition du fer. A I’opposé,
lorsque le niveau de fer est faible, Fur est inactif, ce qui induit I’expression des génes d’acquisition du fer et
ryhB. Par la suite, RyhB bloque rapidement la synthése des protéines non essentielles utilisant le fer (Masse
et al., 2007).

Le fer est un important cofacteur pour plusieurs enzymes et est impliqué 2 plusieurs
niveaux dans la cellule. Cependant, d’autres métaux sont essentiels 2 la survie cellulaire.

Le manganése fait partie de ces derniers et sera abordé dans la section suivante.
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1.4 Importance du manganese

Bien que le manganése soit considéré comme un élément trace essentiel, peu
d’importance lui est généralement accordée dans la physiologie cellulaire des bactéries.
Comme le fer, on le retrouve sous deux états d’oxydation, le Mn** et le Mn** (Kehres et
Maguire, 2003). Il semble étre utilisé sous sa forme Mn?* par les systémes biologiques
(Papp-Wallace et Maguire, 2006). Communément, le manganése est reconnu pour jouer
le role de cofacteur d’enzymes utilisées dans la détoxication des radicaux libres (Kehres
et Maguire, 2003). En effet, des expériences in vitro ont démontré que le Mn** peut agir
afin de détoxiquer I’ion superoxyde (O, et le peroxyde d’hydrogene (H»0»). Dans le cas
de I'ion O,, le Mn>* joue le role de catalyseur et la réaction s’écrit comme suit

(Horsburgh et al., 2002).
Mn2* + Oy + 2H" > Mn* + H,0, > Mn** + O, + 2H"

Dans le cas du H,Os, le Mn** joue aussi le role de catalyseur et la réaction est présentée

ci-dessous (Horsburgh et al., 2002).
Mn** + H,0: > > > Mn** + 0, + 2H*

Le mécanisme exact de détoxication du H,O, n’est pas clair et il semble impliquer des

étapes intermédiaires encore inconnues indiquées par les fleches.

Une similarité importante entre le Mn®* et le Fe** est le fait que leurs potentiels réducteurs
sont assez similaires pour les composés biologiques. La principale différence réside dans
le fait que le Mn?* libre dans un environnement biologique n’est pas toxique, au contraire
du Fe**, qui, comme mentionné précédemment, génere des radicaux libres (section 1.3)

(Kehres et Maguire, 2003).
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1.4.1 Acquisition de manganése chez les bactéries

Jusqu’a ce jour, deux classes majeures de transporteurs de Mn>* ont été caractérisées chez
les bactéries : les transporteurs de Mn”* de type Nramp (Natural resistance-associated
macrophage protein) et les perméases de Mn”* de type ABC (Papp-Wallace et Maguire,
2006).

La famille des transporteurs membranaires de métaux Nramp a tout d’abord été
découverte chez les plantes, les animaux et les levures (Cellier ef al., 1996). La protéine
Nramp] est exprimée dans les lysosomes des macrophages et est recrutée au niveau de la
membrane des phagosomes contenant des microbes (Gruenheid et Gros, 2000), ou elle
retire certains métaux tel le Mn®>* (Jabado er al., 2000). La protéine Nramp2 est
responsable du transport de fer au niveau de I’intestin chez les mammiferes (Gunshin et
al., 1997) et est aussi impliquée dans le transport de la transferrine chez plusieurs types
cellulaires (Rolfs et Hediger, 1999). Donc, les protéines Nrampl et Nramp2 retrouvées
chez les mammiferes constituent des transporteurs de métaux divalents dépendant des
protons, avec des affinité pour le Mn*, le Fe** et le Zn>* (Papp-Wallace et Maguire,
2006). Des homologues Nramp ont maintenant été retrouvés chez plusieurs genres
bactériens, tels B. subtilis, Salmonella Typhimurium et E. coli, ol ils sont appelés MntH
(Proton-dependent manganese transporter) (Cellier et al., 2001; Papp-Wallace et
Maguire, 2006). Ces transporteurs sont habituellement constitués d’environ 450 acides
aminés chez les bactéries et possédent 10 a 12 domaines transmembranaires. Dans le cas

d’E. coli, ces domaines transmembranaires se dénombrent a 11 (Courville et al., 2004).

Les perméases de Mn>* de type ABC ont tout d’abord été découvertes chez les bactéries
Gram-positif, en tant que protéines d’adhésion faisant partie de la famille des Lral
(lipoprotein receptor-associated antigen I). Par la suite, des études ont démontrées
qu’elles pouvaient aussi fonctionner en tant que transporteurs de haute affinité de Mn>*.
Chaque transporteur est constitué d’une lipoprotéine ancrée dans la membrane
extracellulaire, d’une protéine cytoplasmique liant I’ATP et d’une protéine membranaire

qui est responsable de I’efflux des cations. Chez les bactéries Gram-négatif, le méme type
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de transporteurs est retrouvé, mais la lipoprotéine membranaire est remplacée par une
protéine périplasmique liant les cations. La plupart de ces transporteurs montrent une
préférence pour le Mn?* (Papp-Wallace et Maguire, 2006). Parmi ceux-ci se retrouve le

transporteur SitABCD.

1.4.1.1 Transporteur SitABCD et MntH

Le transporteur SitABCD a tout d’abord été décrit chez la souche S.Typhimurium en
1999 par Zhou et ses collaborateurs (Zhou et al., 1999). Celui-ci est composé de quatre
génes qui encodent des polypeptides partageant beaucoup d’homologie avec le systeme
YfeABC, un transporteur de fer de type ABC chez Yersinia pestis. Le géne sitA code pour
une protéine de liaison périplasmique, le géne sitB code pour une protéine liant I’ATP et
les génes sitC et sitD codent pour des perméases présentes dans la membrane interne
(Figure 1.7) (Zhou et al., 1999). 1l constitue donc un transporteur de type ABC, qui est en
mesure de transporter le Fe** ainsi que le Mn**. De plus, son affinité pour le Fe** est
légerement plus élevée que I’affinité de MntH (Janakiraman et Slauch, 2000; Kehres et
al., 2002b; Sabri et al., 2006). Chez E. coli, il semblerait que ce systeme est retrouvé
surtout dans les groupes phylogénétiques A, B2 et D. II serait donc associé

majoritairement aux souches ExPEC (Sabri et al., 2008).

Il a de plus été découvert, chez S. Typhimurium, que SitABCD constitue le transporteur
de Mn>* utilisé en milieu modérément alcalin, tandis que MntH serait plus efficace en
milieu modérément acide, dii au gradient de protons essentiel & son fonctionnement
(Kehres et al., 2002b). Le role de SitABCD et MntH dans la virulence de cette méme
souche semble étre important, comme 1’ont démontré Zaharik et ses collaborateurs. En
effet, ils ont démontré que S. Typhimurium avait besoin des deux systemes, MntH et
SitABCD, pour une virulence compléte chez des souris n’ayant pas un locus Nramp
fonctionnel suivant une infection intrapéritonéale (Zaharik et al., 2004). De plus, Boyer et
ses collaborateurs ont démontré dans un modele d’infection intraveineuse chez des souris

Nramp négative que le simple mutant AmntH n’était pas affecté au niveau de sa virulence,

au contraire du simple mutant AsitABCD, chez lequel une légére baisse de virulence a été
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observée. Pour sa part, le double mutant AmntHAsitABCD était complétement atténué.
Ces résultats ont suggéré une importance pour la virulence de la souche du systéme
SitABCD, ainsi que la redondance partielle des syst¢émes MntH et SitABCD (Boyer et al.,
2002). Le geéne sifA est aussi induit lorsque la bactérie se retrouve dans une lignée de
macrophage (Janakiraman et Slauch, 2000). Chez S. Typhimurium, on retrouve des sites
de liaison pour les deux régulateurs Fur et MntR (Ikeda et al., 2005; Kehres et al., 2002a;
Kehres et al., 2002b; Zhou et al., 1999). MntR est plus efficace lorsqu’il utilise le
manganése mais peut aussi utiliser le fer comme cofacteur. Fur est plus efficace lorsqu’il

utilise le fer mais peut aussi utiliser le manganése comme cofacteur (Ikeda et al., 2005).

Plusieurs études ont aussi été effectuées chez Shigella flexneri, qui posséde aussi le
systeme SitABCD. 1l a tout d’abord été découvert que le géne sitA était induit lorsque
cette bactérie intracellulaire se retrouvait dans une cellule Henle (Runyen-Janecky et
Payne, 2002). Par la suite, il a ét€ démontré que ce systéme chez S. flexneri est aussi en
mesure de transporter le fer et le manganese. Il semblerait aussi que la transcription de
sitABCD est réprimée par la présence de manganése et de fer, suggérant une possible
régulation par les protéines MntR et Fur, comme chez S. Typhimurium (Runyen-Janecky
et al., 2003). Plus récemment, une étude a été réalisée mettant en évidence les relations
entre MntH et SitABCD chez cette souche. Les résultats présentés ont démontré que ces
deux systémes avaient un role redondant dans les situations ot la bactérie doit survivre en
présence de H>O,. De plus, I’expression de 1’opéron sitABCD n’était pas induite par la

H>0; (Runyen-Janecky et al., 2006).

Le systeme SitABCD a aussi été étudié chez une souche aviaire d’E. coli (APEC), x7122.
Chez cette souche, I’opéron sitABCD est contenu sur le plasmide de type colicine V,
PAPEC-1. 11 a de plus été démontré que ce systéme était en mesure de transporter le
manganese ainsi que le fer. La résistance au stress oxydatif causé par le H,O, peut étre
assumée autant par SitABCD que par MntH, suggérant que I’un des deux systémes est en
mesure d’assurer le transport de manganése nécessaire a la cellule. Ces résultats
suggerent aussi un role combiné entre les deux systtmes (Sabri et al., 2006). Dans le

cadre d’une autre étude utilisant cette méme souche, il a été démontré que la perte de
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SitABCD cause une baisse dans la virulence de la souche, particulierement au niveau des
poumons, de la rate et du foie. De plus, la perte des deux systemes, SitABCD et MntH,

rend la souche plus sensible a différents agents générant des ROS (Sabri er al., 2008).

Une étude a aussi été effectuée chez la souche bactérienne Sinorhizobium meliloti, une
bactérie établissant une relation symbiotique avec la plante Medicago sativa (luzerne).
Apres avoir muté le géne sifA, les auteurs ont découvert que la souche était plus sensible
au H,O, et qu’elle présentait un défaut au niveau de I’établissement de la symbiose
(Davies et Walker, 2007b). Ils ont de plus démontré que chez S. meliloti, sitA est impliqué
dans le transport de Mn”* et qu’il est impliqué dans le bon établissement de la symbiose

(Davies et Walker, 2007a).

MntH est un transporteur de haute affinité retrouvé chez S. Typhimurium ainsi que chez
E. coli (Kehres et al., 2000). Celui-ci présente une bonne homologie avec les protéines
Nramp présentent chez les cellules eucaryotes. Il fait donc partic de la famille des
transporteurs membranaires de métaux Nramp, avec 11 domaines transmembranaires
(section 1.4.1) (Kehres et al., 2002b). MntH transporte le Mn>* avec une affinité
d’environ 0,1 uM chez §. Typhimurium et d’environ 0,5 uM chez E. coli (Gerchman et
al., 1993). 1l peut aussi transporter le Fe’* mais seulement avec une affinité supérieure 2
10 UM, ce qui est beaucoup plus élevé que les concentrations physiologiques de fer
retrouvées. Il a donc été conclu que MntH transporte surtout du Mn?*. Ceci est confirmé
par le fait qu’aprés étre surexprimé chez E. coli, cette souche devient plus sensible au
manganeése (Kehres et al., 2000). Cependant, bien que son role semble trés important chez
S. Typhimurium et E. coli, des souches mutées pour ce géne ne démontrent pas de
difficultés de croissance attribuable au manque de Mn?*. De plus, la virulence chez les
souris n’est que partiellement diminuée en absence de mntH. Une des explications
possibles est que la bactérie posséde un autre systéme de transport de Mn** qui est en
mesure de prendre la reléve du systéme MntH, possiblement SitABCD. Chez une souche
d’E. coli APEC, la perte de MntH ne diminue pas la virulence de la souche (Sabri et al.,
2008).



On retrouve, au niveau du promoteur de mntH, des boites de liaison pour la protéine
OxyR ainsi que pour la protéine Fur (Kehres ef al., 2002b). De plus, une boite de liaison

pour MnitR a été identifiée chez E. coli (Patzer et Hantke, 2001).

Membrane |
externe

Membrane

Paroi cytoplasmique

Membrane

A

Figure 1.7 : Schéma comparatif des transporteurs SitABCD (Desrosiers et al., 2007) et MntH (Nevo et
Nelson, 2006). A : Schématisation du systieme de transport de métaux SitABCD. Ce dernier est un
transporteur de type ABC, comprenant une protéine de liaison périplasmique (SitA), d’une protéine liant
’ATP (SitB) et de deux perméases (SilC et SitD). B : Schématisation du systeme de transport de métaux
(M*) MntH. Ce dernier fait partie de la famille des transporteurs Nramp et est constitué de 11 domaines
ransmembranaires. II fonctionne a I’aide d’un gradient de protons (H").

1.4.2 Régulation du transport de manganése

Le transport de manganése, tout comme le transport de fer, est régulé par différents
mécanismes inhérents & la bactéric. Chez E. coli, deux protéines participent
principalement a cette régulation : MntR et Fur (Kehres et Maguire, 2003; Papp-Wallace
et Maguire, 2006).

La protéine MntR fait partie de la famille de régulateurs transcriptionnels DtxR. Ce

. . . 2 , 2 o . .
régulateur répond presque exclusivement au Mn~*. En présence de Mn™*, celui-ci se lie au

dimére de protéines MntR.
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Ce dernier se lie par la suite 2 la boite MntR, dont la séquence est présentée a la figure 1.8

(Patzer et Hantke, 2001).

AAACATAGCcrriGCTATGTTT

Figure 1.8 : Configuration de la boite MntR située sur les genes sous son contréle (Paizer et Hantke, 2001).

Dans le cas de la protéine Fur, il semble surprenant qu’elle soit en mesure de réguler le
transport de Mn?*, puisque les transporteurs de type MntH et les perméases de type ABC
n’utilise généralement pas le Fe>* comme substrat. Néanmoins, il a été démontré que
I’ajout de fer dans un milieu de culture peut réprimer efficacement la transcription de
mntH et sitABCD par I’entremise d’une boite Fur distincte de la boite MntR (Papp-
Wallace et Maguire, 2006).

1.5 Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme une perturbation dans la balance prooxydant-
antioxydant en faveur des prooxydants. Des conditions menant a une augmentation des
especes réactives de I’oxygeéne ou a un diminution des molécules antioxydantes constitue
un stress oxydatif. En d’autres mots, le stress oxydatif est causé par des niveaux €levés

d’anion superoxyde (Oy), de peroxyde d’hydrogéne (H»O,) ou de radical hydroxyle
(OH"). Ces trois espéces réactives de 1’oxygene (ROS) peuvent causer des dommages aux

composants cellulaires, par exemple aux protéines, & I’ADN et aux membranes (Storz et
Zheng, 2000). Cependant, elles sont naturellement produites par le métabolisme cellulaire
et constituent donc un danger permanent pour les organismes vivants (Touati, 2000). Pour
les bactéries aérobiques, c’est-a-dire qui croissent en présence d’oxygeéne, I’oxydation de
composantes de la chaine respiratoire est la source principale de O, et de H,O,. Les ROS
peuvent aussi étre produites suite & une exposition aux radiations, aux métaux ou a

certains médicaments.
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1.5.1 Stress oxydatif dans la défense de I’hote

Les plantes, les microorganismes et les animaux possédent tous des mécanismes visant a
générer spécifiquement des substances oxydantes servant de défense aux invasions
bactériennes  (Storz et Zheng, 2000). Lors d’infections chez un héte, le systéme
immunitaire est activé. Par la suite, les macrophages acquiérent des activités microbicides
et tumoricides qui impliquent des ROS et des métabolites réactifs de 1’azote (Sasmono et
Hume, 2004). Les neutrophiles aussi générent des ROS, tels le O, se transformant par la
suite en H>O», a Pintérieur des phagosomes lors de la phagocytose d’agent étranger.
Ceux-ci sont impliqués dans le processus de destruction de I’intrus. En effet, le H,O»
geénéré peut ensuite réagir avec des ions de chlore et ainsi former de 1’acide hypochloreux
(HOCI) dans une réaction catalysée par la myéloperoxydase (MPO). Le HOCI est trés
toxique pour plusieurs microorganismes, mais n’est pas trés stable. Cependant, ce dernier
peut réagir avec des amines primaires et secondaires et ainsi former les N-chloramines,
qui sont des agents antimicrobiens trés stables. On retrouve donc un environnement trés

toxique (Kuijpers et Roos, 2004).

1.5.2 Substances chimiques causant du stress oxydatif

Plusieurs substances chimiques peuvent étre utilisées afin de générer artificiellement un
stress oxydatif. Par exemple, il est possible d’utiliser une solution de H,O,. La
plumbagine (5-hydroxy-2-méthyl-1,4-naphthoquinone) est aussi en mesure d’entrer dans
la cellule et produit aussi du H,O, et du O Elle possede des activités antibactérienne,
antifongique, anticancérigéne ainsi que antimutagéne. L’exposition 2 la phénazine
méthosulfate produit une haute activité de la catalase et peu d’activité des SODs, alors
que I’exposition & la plumbagine augmente I’activité des deux mécanismes de résistance

au stress oxydatif (Hassan et Fridovich, 1979; Schwartz et al., 1983)
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I a été suggéré que la plumbagine active SoxS par I’oxydation de la protéine SoxR (Chen
et al., 2006; Gaudu et al., 1997). La phénazine méthosulfate et la phénazine éthosulfate

sont toutes deux en mesure d’entrer dans la cellule et produisent du O, .

1.5.3 Défenses bactériennes contre les ROS

Les bactéries ont cependant développé différents moyens de résister au stress oxydatif.
Tout d’abord, on retrouve les enzymes de type superoxyde dismutase (SOD). Celles-ci
sont retrouvées de fagon ubiquitaire, suggérant que le O, cause des problemes pour tous
les organismes aérobiques. Le role des SODs est de réduire la concentration de O>" a des
concentrations tolérables pour la cellule (Keyer et al., 1995). On retrouve plusieurs types
de SODs, fonctionnant a I’aide de différents cofacteurs. Tout d’abord, il existe une SOD
utilisant le Mn>* en tant que cofacteur (sodA) (Keele et al., 1970). E. coli possede aussi
une SOD utilisant le Fe** comme cofacteur et qui est codée par le géne sodB (Yost et
Fridovich, 1973). Certaines SODs retrouvées chez les eucaryotes utilisent aussi le zinc
(Zn™"). Certains procaryotes utilisent aussi le Zn/Cu (Rae et al., 1999). Les SODs
transforment le O, en H;0,, qui est par la suite transformé en H,O par les catalases

(Hassan, 1988).

Les catalases, aussi retrouvées chez la majorité des organismes utilisant I’oxygene, visent
la détoxication d’un type de ROS, le H,0- (Imlay, 2003). Celles-ci sont codées par les
génes kat et le cofacteur utilisé peut étre le Fe’* (KatG et KatE) ou le Mn®* chez .
Typhimurium (catalase non-héme KatN) (Kehres et Maguire, 2003). Chez E. coli, deux
isoenzymes de catalases (HPI et HPII) convertissent le H,O» en oxygeéne et en eau
(Loewen et al., 1985). HPI est codée par katG et son expression est sous le contrble de
OxyR. HPII pour sa part est codée par les génes katE et katF et ne fait pas partie du
régulon d’OxyR au contraire de HPI (Schellhorn, 1995).
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1.5.4 Régulation de la réponse au stress oxydatif

Deux systémes sont impliqués dans la régulation de la réponse au stress oxydatif : OxyR
et SoxRS. Ces deux régulateurs ont des fonctions différentes dans la réponse aux stress

oxydatifs.

1.5.4.1 OxyR

OxyR constitue une protéine de 34 kDa qui partage plusieurs homologies avec la famille
des régulateurs bactériens LysR et posséde un domaine N-terminal hélice-boucle-hélice
se liant 2 I’ADN (Christman et al., 1989). L’activation de la transcription par OxyR se
produit probablement grice & Iinteraction avec I’ARN polymérase. La protéine OxyR
existe sous deux formes: oxydée ou réduite. C’est sous forme de tétramére oxydé
seulement qu’OxyR est en mesure d’activer la transcription (Figure 1.9) (Pomposiello et
Demple, 2001; Storz et al., 1990).

HS SHHS SHHS SHHS SH

OxyR réduit
(inactif)
-
Glutarédoxine GSH f leO:
S-S S-5 S-S S5-§
OxyR oxydé
(actif)
gorA axyS ahpCF
grxA dps
katG fur

Figure 1.9 : Le régulon OxyR. La protéine OxyR est produite constitutivement et est oxydée par le H,0,.
La forme oxydée se lie aux régions d’ADN et active la transcription grice a des interactions protéines-
protéines avec I’ARN polymérase (GSH = glutathion) (Pomposiello et Demple, 2001).
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Plusieurs génes sont sous le controle d’OxyR. Ceux-ci ont tout d’abord ét€ définis grace a
la plus grande résistance au H,O> qu’il conférait a la cellule par leur présence, ce qui a
mener A I’identification d’un groupe de protéines inductible par le H>O,. Plusieurs de ces
geénes dont I’expression est activée par OxyR possédent un rdle antioxydant clair. On
retrouve par exemple les génes katG (hydroperoxidase I) et ahpCF (réductase
hydroperoxyde alkyl) qui protégent la cellule des effets toxiques du H>O: en éliminant
directement les oxydants (Christman et al., 1985). Les génes gorA, grxA et trxC, codant
respectivement pour la réductase du glutathion, la glurédoxine 1 et la thiorédoxine 2
aident 2 maintenir la balance thiol-disulfide dans la cellule (Christman et al., 1985; Tao,
1997; Zheng et al., 1998). OxyR induit aussi I’expression de la protéine Dps, une protéine
liant I’ ADN et qui protége contre les dommages et les mutations causés a I’ADN (Altuvia
et al., 1994; Martinez et Kolter, 1997). OxyR induit de plus la transcription du géne fur,
répresseur global du transport de fer (section 1.3.3). Ceci aide a prévenir la réaction de

Fenton qui pourrait se produire et générer, par le contact entre le H,O» et le fer

intracellulaire, du OH* (section 1.3) (Zheng et al., 1999).

L’activation d’OxyR méne aussi a de hauts niveaux d’un ARNS, oxyS. Cet ARNs protége
contre la mutagenése. Cependant le mécanisme de ce role anti-mutagéne est inconnu.
oxyS active et réprime I’expression de plusieurs génes chez E. coli. Deux cibles
importantes de celui-ci sont les génes rpoS et fhlA, qui encode des régulateurs
transcriptionnels. On peut donc conclure qu’un des rdles d'oxyS serait d’intégrer la
réponse au H,O» 2 d’autres réponses cellulaires au stress en agissant comme un répresseur
de la traduction (Altuvia et al., 1998; Zhang et al., 1998). Finalement, OxyR agit comme
le répresseur de son propre géne, du géne agn43 (encode I’antigéne 43, une protéine de la
membrane externe) (Henderson et Owen, 1999), et du géne fhuF (protéine réduisant le fer

en ferroxiamine B) (Muller et al., 1998).
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1.5.4.2 SoxRS

La régulation par SoxRS se produit en deux étapes (Storz et Zheng, 2000). SoxR est une
prot€ine de 17 kDa qui fait partie de la famille des activateurs transcriptionnels MerR
(Amabile-Cuevas et Demple, 1991; Wu et Weiss, 1991). Comme OxyR, un motif hélice-
boucle-hélice lui confere sa spécificité de liaison a I’ADN. Cette protéine forme des
dimeres en solution dont chacun des monomeéres contient deux centres [2Fe-2S] (Storz et
Zheng, 2000). SoxR est produite de fagon constitutive. Lorsque le dimére de SoxR est
réduit, il n’est pas actif et ne permet donc pas la transcription de soxS. Par contre,
lorsqu’il est oxydé dii a la présence de O, ou d’oxyde nitrique, il est sous sa forme active
et permet la transcription de soxS. SoxS par la suite active différents mécanismes de

défense contre le O, (Figure 1.10) (Pomposiello et Demple, 2001).

SoxR
SR e N N . -
Inactit S P P // R B ik """"--.‘\\
Superoxyde f |2Fe-25]* |2Fe-2SP- \
Oxyde nitrique \ /
SoxR r e —
Actif <~£ st J - sexS |__,> T ST —
Réduit (inactif) o | Réductuse?
v :
SoxS & e
| ﬂ oL . 25, :
) ' } £ ) i .
SODs Pompes 4 cfflux | micF . 1
A tation de la : =
Endonucléase IV G6PD éstatanco 2u ROS, Oxydé (actif) . =38 s0xS ARNm
antibiotiques et 1'oxyde
A nitrique des macrophages B

Figure 1.10 : Le régulon SoxRS. A : La protéine SoxR est produite constitutivement et est activée suite 2
une exposition au superoxyde ou a I’oxyde nitrique (NO). L’oxydation de SoxR augmente la transcription
du géne soxS, qui est lui aussi un activateur. La protéine SoxS active a son tour la transcription de génes
augmentant la résistance aux oxydants (G6PD = glucose-6-P-déhydrogénase). B : Mécanisme d’activation
de SoxR par le superoxyde. Le dimére de SoxR peut se lier 2 ' ADN sous sa forme réduite ou oxydée.
Cependant, seulement la forme oxydée de SoxR active la transcription de soxS. Suite a I’exposition au
superoxyde, les centres Fe-S sont oxydés et subissent un changement de conformation (Pomposiello et
Demple, 2001).

Plusieurs génes sont sous le contrdle des protéines SoxRS. Ces génes constituent pour la
plupart des génes permettant a la cellule de résister au Oy". Par exemple, on retrouve les
génes sodA (SOD-Mn™), nfo (enzyme de réparation de I’ADN) et zwf (glucose-6-
phosphate déhydrogénase) (Greenberg et al., 1990; Tsaneva et Weiss, 1990). L’activation

de SoxRS augmente aussi les niveaux de fumC (fumarase) et acnA (aconitase) (Gruer et
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Guest, 1994; Liochev et Fridovich, 1992). Tout comme I’activation par OxyR, SoxRS
active fur, ce qui permet la diminution de la formation de OH* (Zheng et al., 1999). En

plus de protéger contre les dommages induits par le O,, le régulon soxRS permet la

résistance aux solvants organiques et aux especes d’azote réactives.

1.5.4.3 Relations entre les régulateurs Fur, OxyR et SoxRS

Lors d’une recherche afin de découvrir d’autres sites de liaison des protéines OxyR et
SoxRS, Zheng et ses collaborateurs ont découvert que le gene fur présente une boite de
liaison pour OxyR. Dans le cas de SoxRS, ce régulateur active I’expression d’un transcrit
contenant les geénes fIdA (flavodoxine) et fur. Donc, OxyR ainsi que SoxRS activent
I’expression de Fur, causant une augmentation de la concentration de celui-ci dans la
cellule. Sachant que la toxicité du H>O; et du O, est exacerbée par la présence de fer,
’activation de Fur par OxyR et SoxRS reflete le mécanisme de défense contre le stress
oxydatif (Zheng et al., 1999). De plus, Fur protege contre les dommages oxydatifs et la

mutagenese qu’ils peuvent causer (Touati et al., 1995).
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Chapitre 2. Matériel et méthodes



2.1 Les souches utilisées

Plusieurs souches ont été utilisées lors de la réalisation de ce projet. Le tableau 2.1
résume les différentes souches d’Escherichia coli utilisées, leurs génotypes, leurs

phénotypes (s’il y a lieu) et leurs sources.

Tableau 2.1 Souches d’E. coli utilisées.

Souches Génotypes Phénotypes  Source ou référence

F- (®80d lacZAM15)

DH5a. A(lacZYA-argF)U169 endAl
recAl isdR17(rg-mg+) deoR
thi-1 supE44 gyrA96 relAl h-

BRL Life-Technologies

™
Tuner AlonAompTAlacZY Novagen

lacl? ITI'IBTH AI(ICZWH(,
BW25113 hsdR514 AaraBAD zyv (Datsenko et Wanner, 2000)
ArllﬂBAD]_|)7x

JWK4023 BW25113 AsoxS::kan Km"® (Kitagawa et al., 2005)
JWK3933 BW25113 AoxyR::kan Km® (Kitagawa et al., 2005)
JWK4024 BW25113 AsoxR::kan Km®* (Kitagawa er al., 2005)
JWK2388 BW25113 AmntH::kan Km" (Kitagawa er al., 2005)
CFT073 Escherichia coli pathogéne du
tractus urinaire (O6:H1:K2) (Mobley et al., 1990)

QT908 CFT073 AsitABCD::1etAR(B) Tck Cette étude

QT1081 CFT073 Alac::FRT Cette étude

QT1090 CFTO073 Alac::FRT AoxyR::kan ~ Km® Cette élude

QT1269 QT908 AmntH: :kan Tc® Km* Celte étude

QTi279 CFTO073 AmintH::kan Km"* Celte élude

QT1591 CFT073 Alac::FRT AoxyR::FRT Cette étude

QT1609 CFT073 Alac::FRT Afur::cat cm® Cette étude

Km = kanamycine; Tc = Tétracycline; Cm = chloramphénicol; ® = résistance.
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2.1.1 Souche UPEC CFT073

La souche UPEC CFT073 (O6:H1:K2) a été isolée du sang d’un patient de 1’hdpital de
I’Université du Maryland ayant développé une pyélonéphrite (Mobley et al., 1990). Son
génome, composé de 5,2 Mb, est entirement séquencé depuis 2002. Aucun plasmide n’a
été retrouveé chez cette souche. Aprés comparaison de son génome avec la souche EHEC
EDL933 et la souche K-12 MG 1655, il a été découvert que celui-ci comprenait 0,5 Mb de
plus que EDL933 et 1 Mb de plus que la souche MG1655 (Welch et al., 2002). C’est cette
souche qui a été utilisée tout au cours de la recherche présentée ici. Ce choix s’explique
par le fait que d’autres groupes de recherche ont démontré, en utilisant un modéle
d’infection urinaire ascendante avec des souris CBA/J, que CFTO073 infecte bien les reins

et la vessie (Johnson et al., 2005a; Snyder ef al., 2004).

2.2 Milieux de croissance et milieux sélectifs

La culture des différentes souches s’est faite, de routine, en milieu LB (Luria-Bertani
(Fisher)) liquide et solide. Lorsque nécessaire, ces milieux ont été€ supplémentés par des
antibiotiques approprié€s pour la sélection et le maintien des mutations et plasmides. Le
chloramphénicol et la kanamycine ont été utilisés 2 une concentration de 30 pg/ml. La
tétracycline a été utilisée a une concentration de 12 pg/ml. L’ampicilline a été utilisée a

une concentration de 100 pg/ml tandis que la carbénicilline a été utilisée a 40 pg/ml.

Le milieu M9-glucose (liquide et solide) a été utilisé lorsqu’un milieu minimal était
désiré. Le milieu M9-glucose est composé des produits suivants : du M9, qui est composé
de Na,HPO, 0,04M, KH,PO, 0,02M, NaCl 0,0085M et NH,Cl 0,02M auquel du

MgS0O,*7H,0 1M, du CaCl, 0,01M et du glucose 0,2% ont été ajoutés au milieu.
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2.3 Réaction de polymérisation en chaine

Toutes les expériences de réactions de polymérisation en chaine (PCR) ont €té effectuées
a I’aide d’amorces synthétisées par la compagnie Integrated DNA Technologies (IDT), en
utilisant la plupart du temps I’ADN polymérase Taq de la compagnie New England
Biolabs (NEB). Les réactions proprement dites ont été réalisées dans un appareil
Mastercycler Gradient (Eppendorf). Lorsqu’une fidélité plus grande était souhaitée,
I’ADN polymérase Herculase (Stratagene) était utilisée. Les désoxyribonucl€iques
(dNTPs) utilisées a une concentration de 10 mM chacun étaient fournis par NEB. Dans le
cas de la polymérase Taq, des PCR de 30 cycles ont la plupart du temps été effectuées
avec une phase de dénaturation de 2 minutes a 94°C, suivie d’un temps de 30 secondes
pour I’hybridation des amorces nucléotidiques a une température se situant entre 50 et
60°C dépendamment des amorces utilisées. Finalement, une phase d’élongation a 72°C
suivait pour une durée spécifique dépendamment du fragment d’ADN a amplifier et de
I’ADN polymérase utilisée. Pour ce qui est de I’Herculase, les mémes conditions ont été
observées en général, excepté que 35 cycles ont été effectués et, qu’étant donnée la nature
de I’enzyme, les temps d’élongation de I’ADN étaient plus courts. Afin de vérifier la
bonne amplification des fragments d’ADN voulus, ceux-ci ont ét€ déposés (5 ul) sur un
gel contenant 1% d’agarose additionné de bromure d’éthidium (EtBr) a une concentration
finale de 0,5 pl/ml. Le marqueur d’ADN 2 log (NEB) a ét€ utilisé afin de déterminer la

taille du fragment d’ ADN amplifié. Le tableau 2.2 présente les amorces utilisées.
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Tableau 2.2 Liste des amorces utilisées pour les différentes expériences.

Séquence

Utilisation

5"-TTGAGCTCGGAATAACGCTTACCGTGTAA-3’

5'-AAAAGCTTTTGCTGTGCCGGTGGTG-3
5'-CAGCAAATCGCGTTAGC -3’
5’-GCATTGATGACGCTTGGGCA-3
5-GTTATTCGGTACGTGGCGGTAAG-3'
5’-AACAAACCATGCAAATGCTAAAT-3’
5"-CTGGAGATCCGCAAAAGTTC-3’
5'-CAGATAAATGACGGGGATCAA-3’
5’-CTGCTATGTTGTGTATGGAAGC-3’
5’-GTGGCTGGGATAAGCGTAAA-3’
5'-GTGGGAATTCGTGCAAATCCTCCCATACAA-3’
5’-TATCGGATCCATAATTTAGTACCTATAGTGAG-3’
5’-GATTTCCACTTCTATACGCTTAACCGC-3’
5’-Biotin-TCAATGTGCTCCCCTCTACAGTGTTAC-3’
5’-CGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAG-3’
5'-Biotin-TTGTAATACGACGGCCAGAGAATCCG-3’
5’-GTGGGGAGAGGTGCAAATCCTCCCATAC-3’

5'-Biotin-TGCGAGGCCCCCCAAGAGCATGGTTAC-3’

Amplification sitABCD: :1e1AR(B)

Amplification sitABCD: :1etAR(B)
Amplification lac::Cat
Amplification lac::Car

Amplification lac::Car de CFT073

Amplification Juc::Cat de CFT073

Amplification oxyR::Km
Amplification oxyR::Km
Amplification mntH::Km
Amplification mntH::Km
Amplification promoteur sitA
Amplification promoteur sitA
Amplification promoteur katG
Amplification promoteur katG
Amplification promoteur lacZ
Amplification promoteur lucZ
Amplification promoteur sitA

Amplification promoteur sitA

Nom de
Pamorce  Géne visé
CMD21 sitABCD
CMD24 sitABCD
CMDI77 Opéron luc
CMDI178 Opéron lac
CMD366 Opéron luc
CMD367 Opéron lac
CMD388 oxyR
CMD389 oxyR
CMD604 mntH
CMD605 mntH
CMD874 $itA
CMD875 sitA
CMDI1026 katG
CMDI1027 katG
CMD1028 lacZ
CMD1029 lacZ
CMD1030 SitA
CMDI1031 SitA
2.4 Mutageneése

Tous les mutants dans le cadre de ce projet ont été réalisés

a I’aide de la technique

€laborée par Datsenko et Wanner (Datsenko et Wanner, 2000). Briévement, des amorces

présentant une région homologue au géne visé et une région homologue aux plasmides

pKD3 (cassette de résistance au chloramphénicol) ou pKD4 (cassette de résistance a la

kanamycine) étaient produites. De cette fagon, un alléle ayant une région homologue au

geéne visé était obtenu, avec une cassette de résistance au centre. Par la suite, cet allele a

été transformé dans la souche visée contenant le plasmide pKD46, codant pour les génes

Y. B et exo, constituant le syst¢tme de la A red recombinase et dont le promoteur est

inductible a I’arabinose (50 mM). La protéine GAM, codée par le gene ¥, permet
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d’inhiber I’exonucléase V RecBCD de la bactérie hote et permet donc aux produits des
genes B et exo d’avoir accés a I'’ADN et produire la recombinaison de I’alléle introduit
par électroporation (Datsenko et Wanner, 2000). La sélection des transformants a été
possible & I’aide de la cassette de résistance de I’antibiotique introduite dans I’allele. Le
plasmide pKD46 a été perdu en incubant les géloses a 37°C, étant donné sa
thermosensibilité. La plupart des alléles ont été utilisés directement des mutants générés
par le groupe de recherche de Kitagawa (Kitagawa et al., 2005). Dans ces cas, les alleles
déja créés étaient amplifiés directement des souches fournies a 1’aide d’amorces

spécifiques (Voir Tableau 2.2).

FRT FRT
1 |

oxyR Kan (1476 nuctéotides) oxyR
- L

Figure 2.1 : Représentation schématique de I'amplification du produit de PCR servant a la mutation du
géne oxyR par I’introduction de la cassette de résistance a la kanamycine.

2.5 Transformations bactériennes

Plusieurs souches ont été transformées avec différents plasmides afin d’obtenir les
souches utilisées pour cette recherche. La transformation par choc thermique a été utilisée
lors de transformations dans les souches de E. coli K-12 telles que DH50 et BW25113.
Lors de transformations dans la souche E. coli CFT073, I’électroporation a été utilisée.
Ces expériences ont été effectuées selon Hanahan, Jessee et Bloom (Hanahan et al.,

1991).

2.6 Constructions plasmidiques

Afin d’effectuer les expériences de dosage de la B-galactosidase, deux constructions
plasmidiques ont été réalisées. Tout d’abord, la construction plJ221, qui contient le
promoteur du geéne sifA introduit au site Smal du plasmide pRS415. Ce plasmide contient
les génes lacZYA suivant le site d’insertion du promoteur, ainsi qu’un géne de résistance a

I’ampicilline.
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Afin de réaliser ce clonage, les amorces utilisées (CMD874 et CMDS875) ont été
phosphorylées. La réaction contenant 15 pl d’amorces, 2 pl de tampon pour ligase 10X
(NEB), 1 ul de T4 polynucléotide kinase (NEB) et 2 pul d’eau a été incubée une heure a
37°C, puis Iinactivation de I’enzyme a été effectuée 20 minutes a 65°C. Par la suite, le
fragment du promoteur sitA a été amplifié a I’aide de ces amorces phosphorylées et de la
polymérase fidele Herculase (Stratagene). Afin d’obtenir des extrémités de PCR non
cohésives, une réaction utilisant I’enzyme Klenow (NEB) a été réalisée. Un volume de 37
ul de la réaction de PCR, 2 pl de dNTPs, ainsi que 1 pl de la polymérase Klenow
composait la réaction. Celle-ci a ensuite été incubée 15 minutes a 25°C puis 1 pul d’acide
éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) a été ajouté A la réaction a une concentration
finale de 10 mM. Finalement, I’inactivation de I’enzyme a été effectuée 20 minutes a
75°C. Pour terminer, le plasmide pRS415, digéré avec I’enzyme Smal, et le fragment de
PCR ,sitA ont été collés I'un a I’autre a I’aide de la T4 DNA ligase (VEB), résultant du
plasmide plJ221.

Par la suite, afin d’obtenir le plasmide plJ232, le promoteur sitA contenu dans le plasmide
plJ221 a ét€ digéré avec les enzymes EcoRI et BamH]I et introduit dans le vecteur plJ79
aux mémes sites. Cette digestion a aussi permis de retirer le promoteur stg déja en place.
Le plasmide plJ79 a été préalablement construit au laboratoire. Ce plasmide consiste en le
vecteur d’intégration thermosensible pST76-K auquel une insertion du promoteur stg et
du géne lacZ a éi€ effectuée. Le plasmide de fusion intégratif du promoteur sitA avec le

géne lacZ (pl)232) a donc ét€ obtenu.
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Tableau 2.3 : Tableau présentant les plasmides utilisés.

Plasmides Caractéristiques Résistance  Source ou référence
KD46 Plasmide d’expression de la A red recombinase, ApR (Datsenko et Wanner,
P réplication température sensible P 2000)
Plasmide aidant les FLPs, réplication température R g (Datsenko ¢t Wanner,
PCP20  (ensible Ap’, Cm 2000)
st 473 . . R (Kitagawa er al.,
pCA24N  Vecteur d’induction vide Cm 2005)
pIW3933  Vecteur d’induction de la protéine OxyR Cm® (Kna%z(l)\gg)et al.
pRS415 Vecteur de fusion d’opérons Apt (Simons et al., 1987)
pST76-K :212:%?; suicide pSC101, réplication température KmR (Posfai et al., 1997)
. R (Lymberopoulos et al.,
plJ79 pST76-K::stg-lacZ Km 2006)
plJ221 pRS415::,5itA, clon€ au site Smal ApR Cette étude
plJ232 plI79Astg::,sitA de plJ1221 cloné EcoRl et BamH] Km® Cette élude

Ap = ampicilline; Km = kanamycine; Cm = chloramphénicol; " = résistance.

2.7 Coinfections du tractus urinaire des souris

La méthode de coinfection ascendante du tractus urinaire des souris a été adaptée de

Hagberg et ses collaborateurs (Hagberg et al., 1983a). Chaque souche mutante a €té testée

en compétition avec la souche sauvage. La souche CFT073 Alac (Lac-) a été utilisé en

tant que souche sauvage alors que les différents mutants étaient Lac+, permettant une

différentiation facile et rapide entre les deux souches.

2.7.1 Préparation de I’inoculum

Lors d’expériences de coinfections du tractus urinaire des souris, la préparation de

I’inoculum s’étalait sur plusieurs jours. Les souches a I’étude ont tout d’abord été

inoculées a partir de la culture congelée contenant du glycérol sur un pétri contenant

I’antibiotique approprié. Apres une incubation d’environ 18 heures a une température de
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37°C, les bactéries ont €té prélevées des boites de pétri et inoculées dans une préculture
de 5 ml de milieu liquide LB (Fisher), toujours avec I’antibiotique approprié. Une fois de
plus, les précultures ont été incubées environ 18 heures avec agitation a 37°C. Par la suite,
des cultures de plus grands volumes ont été réalisés. Pour chaque souche bactérienne
utilisée, deux flacons de 250 ml contenant 55 ml de LB sans antibiotique ont été inoculés
avec 100 pl provenant de la préculture. Aprés une incubation de 18 heures & 37°C avec
agitation, la densité optique a 600 nm (D.O.¢p) de chaque culture a été vérifiée
(spectrophotometre Genesys20/Thermo Spectronic). Les cultures ont par la suite été
mélangés les unes avec les autres afin d’avoir une suspension uniforme des deux souches
a testées en coinfection. Suite & une centrifugation de 15 minutes 2 3600xg (Eppendorf
Centrifuge 5810R), les bactéries ont été resuspendues dans la goutte restante. L’inoculum
a €t€ gardé dans la glace jusqu’a I'utilisation. Un décompte de I’inoculum par dilution
sériée a €t€ effectué en duplicata sur des géloses MacConkey (Fisher) afin de s’assurer de

la concentration en bactéries pour chaque souche.

2.7.2 Anesthésie des souris

Des souris femelles CBA/J agées de 6 a 7 semaines (The Jackson Laboratory, Maine,
USA) ont ét€ utilisées afin de procéder aux infections ascendante du tractus urinaire.
Chaque série d’infection s’est vue allouée 15 souris. Avant la cathétérisation, les souris
ont €t€ anesthésiées intrapéritonéalement avec un cocktail anesthésiant contenant 5 ml de
Kétamine (Ketaset®/Wyeth), 2,5 ml de Xylazine (Rompun®/Bayer HealthCare), 1,5 ml
d’ Acépromazine (Atravet®/Ayerst) et 1,5 ml de saline. Un volume de 40 pl a ét€ injecté a
chacune des souris. La Kétamine est utilisée comme anesthésiant, la Xylazine est utilisée
pour permettre un meilleur contrdle de la respiration et I’ Acépromazine est un sédatif. Le

cocktail était injecté environ 10 minutes avant la cathétérisation de chacune des souris.

2.7.3 Cathétérisation

Les souris ont par la suite été cathétérisées a 1’aide de cathéters de polyéthyléne (Becton
Dickinson and Company) de 0,61 mm de diamétre et d’environ 15 mm de longueur,
préalablement stérilisés aux rayons ultraviolets (UV). La souris a été placée sur une gaze
stérile sur le dos. L’entrée du tractus urinaire de la souris a été désinfectée avec de

2. 2

I’alcool 70%, puis un cathéter a été inséré dans I’urétre de la souris a 1’aide de pince
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stérile. Tous les instruments utilisés ont été préalablement stérilisés avec de I’éthanol 70%
puis dans un stérilisateur a bille (Jnorech). Avec de légéres pressions sur la région de la
vessie, I’urine de la souris a été récoltée afin d’en vérifier la stérilité avant I’infection. Un
volume de 10 pl de ces échantillons d’urine a ét€ inoculé sur des géloses MacConkey puis
les pétris ont été incubés toute la nuit & 37°C. Par la suite, la présence de contamination

bactérienne a été vérifiée.

2.7.4 Injection de I’inoculum

Afin d’injecter I’inoculum bactérien préparé précédemment, des seringues de verre
(Hamilton) attachées a une aiguille 30G (Becton Dickinson) ont ét€ remplies avec 20 pl
d’inoculum. Celles-ci ont ensuite été insérées dans le cathéter puis ’inoculum a été
injecté dans la vessie de la souris. Une fois I’injection terminée, la seringue et le cathéter
ont été retirés de ’urétre de la souris. Suite a I’inoculation de toutes les souris, un temps

de 48 heures a été alloué a la bonne implantation de I’infection.

2.7.5 Prélevement des organes et de I’urine

Aprés 48 heures de développement de I’infection, les souris ont ét¢ de nouveau
anesthésiées a I’aide de 50 pl du cocktail décrit ci-dessus. Par la suite, les souris ont été
euthanasiées a 1’aide d’une chambre a dioxyde de carbone (CO,). L’abdomen des souris a
été aspergé d’alcool 70% et de Bétadine (Rougier), puis la vessie et les reins ont été
prélevés pour chacune. Préalablement au prélevement, I’extérieur des organes a été
échantillonné 2 I’aide d’un écouvillon stérile imprégné de tampon salin avec gélatine
(BSG = NaCl 0,15 M, KH,PO, 2,2 mM, Na,HPO,4 4,2 mM, 0,01% (m/v) gélatine). Cette
étape permettait de s’assurer de la stérilité extérieure des organes. Cependant, avant de
prélever la vessie, 1’urine a été récoltée, lorsque possible, a I’aide d’une seringue lcc et
une aiguille 30G, qui servait & aspirer I’urine. Les organes ont été€ gardés sur glace jusqu’a

leur utilisation ultérieure.

2.7.6 Comptage bactérien

A chacun des organes a été ajouté un volume de BSG 1X correspondant & quatre fois le
poids de I’organe, afin d’obtenir ainsi une dilution 1:5. Ceux-ci étaient par la suite

homogénéisés a 1’aide d’un homogénéisateur de type omnimixer. Plusieurs dilutions ont
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été effectuées et étalées sur des géloses MacConkey afin de réaliser un dénombrement des
bactéries ayant infecté chacun des organes. Le reste des échantillons étaient conservé 3
4°C au cas ou une dilution plus élevée ait été nécessaire. Aprés une incubation de 18
heures a 37°C, le nombre d’unités formatrices de colonie (UFC) a ét€ établi pour chacune
des souches, soit la souche sauvage (CFT073 Alac) ou la souche mutante testée (CFT073
AsitABCD, CFT073 AmntH ou CFT073 AsitABCDAmntH). A I’aide des résultats obtenus,

des indices de compétition ont été calculés selon la formule suivante :

Dénombrement finale souche mutante ' Dénombrement final souche sauvage

Inoculum initial souche mutante / Inoculum initail souche sauvage

Le log)o de ces rapports ont ensuite été calculés, et des graphiques 2 I’aide des valeurs

obtenues ont €té créés a I’aide du logiciel Prism 4 (GraphPad Software).

2.8 Tests de sensibilité aux stress oxydatif

La sensibilité au stress oxydatif de la souche CFT073 sauvage, des différents mutants
réalisés ainsi que des contrdles E. coli K-12 BW25113 (Kitagawa et al., 2005) a été
évaluée a I’aide d’un test de diffusion sur gélose molle. Deux milieux ont été utilisés, le
milieu riche LB ainsi que le milieu minimal M9-glucose. Des précultures de chacune des
souches a tester ont €t€ inoculées dans des bouillons LB avec les antibiotiques appropriés
et incubées a 37°C avec agitation la veille de P’expérience. La D.O.¢o des cultures étaient
ensuite ajustée a 0,5. Dans le cas des expériences dans le milieu minimal M9-glucose, les
précultures subissaient préalablement un lavage avec ce milieu, consistant en fait d’une

centrifugation et d’une resuspension dans le M9-glucose.

Par la suite, un volume de 100 pl de la suspension de bactéries a une D.O.¢gp de 0,5 a été
ajouté a 3 ml de gélose molle (0,5% (m/v) d’agar) maintenue a 50°C constitué de LB ou
de M9-glucose sans antibiotiques dépendamment de I’expérience. Le mélange a ensuite

été placé sur les géloses de 20 ml (1,5% (m/v) d’agar) préalablement préparées et
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uniformément répandu sur celles-ci. Aprés avoir laissé un temps de solidification, un
disque de papier filtre (6 mm de diametre/Beckton Dickinson) a été placé au centre de la
gélose et 10 pl de la substance a testée a été déposé sur ce dernier. Les produits suivants
ont été testés: peroxyde d’hydrogéne (H,O) 30%, plumbagine 53mM, phénazine
éthosulfate (PES) 15 mM et phénazine méthosulfate (PMS) 15 mM. Pour chacune des
souches avec chacun des produits testés, les géloses ont été préparées en triplicatas et les
expériences ont été répétées a deux reprises. Les géloses ont ensuite ét€ incubées a 37°C
pour environ 18 heures en position non inversée. Finalement, les diametres d’inhibition

de croissance ont €té mesurés.

2.9 Régulation du promoteur de sitA (,sitA) par OxyR

2.9.1 Tests de dosage de la B-galactosidase

Les tests de dosage de la B-galactosidase ont été réalisés comme décrit par Miller (Miller,
1992). Deux types de tests ont été réalisés : des dosages sur milieu solide et des dosages
en milieu liquide. Pour chacune des souches testées (QT1081+plJ221, QT1090+plJ221,
QT1609+plJ221, QT1081+plJ232, QT1090+plJ232, QT1609+plJ232), des cultures
fraiches ont été utilisées.

Dans le cas des tests sur géloses, les souches ont été inoculées a partir de la culture
congelée contenant du glycérol sur une gélose LB contenant les antibiotiques nécessaires.
Suite 4 une incubation d’environ 18 heures a4 37°C, un écouvillon a €été utilisé afin de
récolter un certain nombre de colonies. Sur une nouvelle gélose, un tapis bactérien a été
réalisé, puis les différentes géloses ont été incubées encore une fois 18 heures a 37°C.
Pour chaque souche, une gélose inoculée seulement avec des bactéries ou avec une disque
imbibé de H,O, (10 pl de la solution & 30%) a été réalisée. Le lendemain, les bactéries ont

été récoltées a I’aide d’un écouvillon et ont été resuspendues dans du tampon Z

(Na,HPO4* 7H,0 60 mM, NaH,PO, H,0 40 mM, KCI 10 mM, MgSO, 7H.0 1 mM et B-

64



mercaptoéthanol 50 mM) a une D.O.gp0 d’environ 0,35. Dans le cas des géloses avec du

H>0,, les cellules ont €té prélevées a la limite de la zone d’inhibition de croissance.

Pour les tests en milieu liquide, des précultures ont été préparées dans le milieu LB avec
les antibiotiques appropriés et incubées a 37°C toute la nuit avec agitation. Le lendemain,
de nouvelles cultures ont été mises en croissance avec une D.O.4g de départ de 0,02 dans
du LB. Apres avoir atteint une D.O.¢p0 d’environ 0,3, les dosages de la B-galactosidase
ont été effectués a toutes les 20 minutes durant 1 heure. Un volume de 10 pl de H,O, 500

mM a été ajouté afin de vérifier si ce produit augmentait I’expression de psitA.

Pour les deux types de tests, la D.O.gp a été déterminée et des échantillons de 100 pl de
bactéries ont €t€ prélevés au moment voulu puis ajouté a 900 pl de tampon Z. Par la suite,
un volume de 40 ul de chloroforme et SDS 0,1% ont été ajoutés afin de briser les cellules.
Les tubes ont €té vortexés durant 10 secondes afin de s’assurer que les cellules étaient
bien brisées. Suite a une incubation de 5 minutes a 28°C, 200 pl de O-nitrophényl-B-D-
galactopyranoside (ONPG) 4 mg/ml ont été ajoutés. La réaction a été chronométrée
jusqu’a ce qu’une coloration jaune assez prononcée soit visible (D.0.42 entre 0,6 et 0,9).
La réaction a ét€ arrétée a I’aide de 500 pl Na,CO; IM. Pour chacune des réactions, la
D.O.42 et la D.O.s50 ont finalement été mesurées. Les unités de B-galactosidase ont été

calculées a I’aide de la formule suivante,

1000 % (DO420 — 1,75 X DOss0) ., .
= unités B — galactosidase
t X vX DOsoo

ol 7 est le temps de réaction et v est le volume de culture utilisé dans le test.
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2.9.2 Surexpression et solubilisation d’OxyR

Afin de surexprimer la protéine OxyR, la souche QT1615 a ét€ utilisée. Cette souche, qui
consiste en la souche Tuner™ (Novagen), a été transformée avec le plasmide pJW3933
permettant de surexprimer la protéine OxyR. Les cellules Tuner™ proviennent de la
souche BL21 qui a subit une délétion des genes lacZY et permettent d’ajuster le niveau de
protéines uniformément dans toutes les cellules. La mutation de la perméase lacY permet
une entrée uniforme de ’IPTG (isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside) dans les cellules
et donc un niveau d’induction homogene (Novagen, 2002). Il est ainsi possible de mieux
contrdler I’induction afin de favoriser la solubilité de la protéine. Le vecteur utilisé pour
I’induction de OxyR présentait le géne oxyR sous le controle du promoteur inductible a
I’'IPTG pT5-lac. Ce plasmide a été fourni par le groupe de Kitagawa (Kitagawa er al.,
2005). Ce groupe a créé une librairie de tous les ORFs (Open Reading Frames) d’E. coli
K-12 W3110 oil chaque gene prédit a été cloné sur un vecteur, nommé pCA24N (Figure
2.1).

rend
Nail

IrrnB

Figure 2.2 : Schéma du vecteur pCA24N et sites de clonage (Tiré de Kitagawa er al. 2005)

Le vecteur contient une cassette de résistance au chloramphénicol (cat). De plus, le
promoteur inductible 3 I'IPTG pT5-lac est régulé par le répresseur Lacl (lacl), qui
bloque la transcription en absence d’IPTG. Chaque ORF a été cloné dans ce vecteur a
’aide du site de restriction Stul a I’aide d’amorces contenant les sites Sfil, permettant
d’avoir deux sites Sfil pouvant servir a sous-cloné I’ORF ultérieurement dans un vecteur
différent. Une queue composée de six histidines a de plus été fusionnée a I’ORF cloné.
Finalement, un géne codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) a aussi €t€ fusionné

a I’ORF, mais peut étre facilement enlevé a I’aide des sites de restriction NotI (Kitagawa
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et al., 2005). Pour la surexpression de OxyR, le vecteur contenant oxyR sans la fusion

avec la GFP a ét€ utilisé et transformé dans la souche Tuner™.

La préparation des protéines a été réalisée selon les méthodes suggérées par Miltenyi
Biotec (Kalivoda et al., 2003) ainsi qu’a I’aide des précisions apportées par Storz et
Altuvia (Storz et Altuvia, 1994). La souche QT1615 contenant le plasmide inductible a
été fraichement inoculée sur une gélose contenant les antibiotiques nécessaires 2 partir de
la culture congelée contenant du glycérol conservée a -80°C. Suite 2 une incubation de 18
heures a 37°C, une préculture de la souche en milieu LB a été incubée a 37°C avec
agitation toute la nuit. Le lendemain, un bouillon de 100 ml de LB a été inoculé avec 1 mi
de la préculture (1/100). Le tout a, par la suite, été incubé environ 3 heures 3 37°C avec
agitation, ou jusqu’a ce qu’une D.O.¢p0 d’environ 0,5 soit atteinte. Un échantillon de
protéines a partir de cette culture non induite a été préparé. La culture a ensuite été induite
avec | mM d’IPTG durant 2 heures, toujours & 37°C avec agitation. Un échantillon de la
culture induite totale a été prélevé afin de récolter les protéines. Par la suite, le milieu de
culture a €t€ retiré par centrifugation durant 15 minutes & 3600xg et le culot de bactéries
induites ainsi obtenu a été resuspendu dans 1,5 ml de tampon sodium phosphate 50 mM a
pH 8 contenant 500 mM de NaCl. Ces conditions ont été choisies car OxyR est plus
soluble & pH 8 et en présence de sels (Storz et Altuvia, 1994). Par la suite, les cellules ont
ét€ brisées par sonication (5 watts, 6 fois durant 10 secondes) (Sonifier 150/Branson). A
partir de cette €tape, toutes les manipulations se sont effectuées sur glace. La solution de
protéines a ensuite €té centrifugée a 4°C 15 minutes 2 20 000xg. La fraction soluble a
finalement été recueillie dans un tube propre. Aux différents échantillons de protéines
obtenus a ét€ ajouté du tampon de chargement 1X (Tris-HCI pH 6,8 2,4 mM, SDS 6%,
glycérol 30%, B-mercaptoéthanol 16%, bleu de bromophénol 90 pM) puis ceux-ci ont été
bouillis durant 5 minutes. Afin de vérifier la bonne induction de la protéine, une
€lectrophorése sur gel d’acrylamide 12% a été effectuée (Tableau 2.4). Le marqueur de
poids moléculaire Mark12™ (Invitrogen) a permis de déterminé la position des protéines

sur le gel. OxyR possede un poids moléculaire de 35 kilodaltons (kDa).
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Tableau 2.4 : Composition du gel d’acrylamide.

Produits Gel de séparation  Gel de concentration
Bis acrylamide 30% 4 ml 0,924 ml
Tris-HCI (gel de séparation 2 1,5 M pH 8,8)

g P P 2,5 ml 1,76 ml

(gel de concentration = 0,5 M pH 6,8)
SDS 10% 0,1 ml 0,07 ml
Eau 3,35 ml 4,2 ml
TEMED Spul 7l
APS 10% 0,05 ml 0,035 mi

SDS, dodécylsulfate de sodium; TEMED, tétra-méthyl-éthylénédiamine; APS, ammonium persulfate.

Tous les échantillons ont par la suite été conservés a -30°C. La migration du gel s’est
effectuée 15 minutes 2 100 Volts, puis 45 minutes a 200 Volts. Le gel a ensuite été coloré
avec une solution de bleu de Coomassie R-250 (EM Science) (Bleu de Coomassie 0,5%
(m/v) et méthanol 50% (v/v)), puis décoloré a I’aide d’une solution de décoloration

(méthanol 45% (v/v), acide acétique 10% (v/v)).

2.9.3 Interaction entre sitA et OxyR

Les tests d’interaction entre la protéine OxyR et le promoteur du géne sitA ont été
effectués a I’aide de la trousse ,uMACSTM Streptavidine (Miltenyi Biotec). Le promoteur
du géne katG a servi de contrdle positif et le promoteur du géne lacZ a servi de contrdle
négatif. Les fragments d’ ADN nécessaires au test ont ét€ obtenus a ’aide de la Herculase
(Stratagene) et d’amorces biotinylés en 5’ sur I’amorce inverse, qui ont été obtenues chez
IDT (Tableau 2.2). L’échantillon de protéines solubles obtenu préalablement (section
2.9.2) a été mis en contact durant 10 minutes avec I’ADN biotinylé préparé dans les
proportions suivantes : 100 pl d’ADN (50 ng/ul), 100 pl de protéines (0,8 ug par test),
250 pl de tampon d’interaction (Tris-HCI 20 mM pH8, EDTA 1 mM, glycérol 5% (v/v),
DTT 1 mM, Triton X-100 0,01% (v/v)). Suite a I’incubation, le mélange a ét€ examiné
afin de s’assurer qu’aucun agrégat n’était visible, ce qui aurait pu nuire aux étapes
ultérieures. Par la suite, 50 pl de microbilles de streptavidine uMACS (UMACS™

Streptavidin MicroBeads) ont été ajoutées au mélange d’ADN et de protéines.
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La microcolonne a ensuite été placée dans le thermoMACS attaché au MultiStand et 100
Ml de tampon d’équilibration pour protéines (Equilibration buffer for protein
applications) a ét€ ajouté a celle-ci afin de la préparer i recevoir I’échantillon. La colonne
a ensuite €t€ lavée a deux reprises avec 100 pl du tampon d’interaction contenant du NaCl
a 100 mM, puis la réaction d’interaction a été appliquée sur la colonne. Le liquide élué de
la colonne a été récupéré dans un tube propre. La colonne a par la suite été lavée 2 six
reprises a I’aide de 100 pl de tampon d’interaction additionné de NaCl 100 mM et chacun
des lavages a ét€ récupéré dans des tubes propres. L’élution des protéines réagissant avec
le ligand dans la colonne, c’est-a-dire les protéines qui ont montré une propriété
d’adhésion au fragment d’ADN biotinylé, ont été éluées avec 150 pl de tampon
d’interaction contenant 1 M de NaCl. Chacune des gouttes d’élution a été récoltée dans
un tube propre. Par la suite, certaines gouttes ont ét€ ajoutées les unes aux autres afin
d’avoir un nombre moins important d’échantillons. Une électrophorese sur gel
d’acrylamide a été effectuée afin de vérifier si des protéines ont adhéré au fragment
d’ADN (Voir section précédente). Les bandes correspondant aux protéines obtenues ont
été séquencées a I’aide de la spectrométrie de masse afin de s’assurer qu’elles -

correspondaient bien a OxyR.

2.9.4 Vérification par inmunobuvardage de type Western

Afin de vérifier que la protéine induite ainsi que 1’élution de la protéine adhérée était bien
la protéine OxyR, une vérification par immunobavardage de type Western a été effectuée
sur les échantillons. Pour ce faire, la sonde HisProbe™-HRP (Pierce), collant a la queue
histidine ajoutée a la protéine OxyR, a été utilisée. Cette sonde permet la détection directe
d’une queue histidines car elle consiste en fait en un dérivé de la HRP (Horseradish

peroxidase) possédant des Ni>* actif (Figure 2.3) (Pierce, 2005).
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Figure 2.3 : Fonctionnement de la sonde HisProbe™-HRP.

Tout d’abord, une électrophorése sur gel d’acrylamide a été réalisée comme décrit a la
section 2.9.2. Par contre, le marqueur de poids moléculaire utilis€ était le SeeBlue®Plus2
(Invitrogen). Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose (HybondTM—C
extralAmersham LIFE SCIENCE) a été réalisé a l’aide du Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfercell (Biorad). La solution de transfert utilisée était composée de
Tris pH 8,3 25 mM, de glycine 0,192 M, de SDS 0,1% et de méthanol 20%. Le transfert a
été effectué 1 heure & 100 Volts. Par la suite, les sites non spécifiques de la membrane ont
été bloqués a I’aide de 10 ml de tampon de blocage (StartingBlock™ Blocking Buffer
additionné de Tween-20® 0,05%/Pierce) durant 1 heure a la température de la piéce avec
agitation. La membrane a ensuite été lavée a deux reprises durant 10 minutes avec 15 ml
de TBST (Tris pH 7,6 25 mM, NaCl 0,15 M, Tween-20" 0,05%). Puis, la membrane a été
incubée 1 heure avec agitation avec 20 ml de HisProbe-HRP Working Solution
(HisProbe-HRP dans tampon de blocage 1 :5000). Quatre lavages de 10 minutes avec 15
ml de TBST ont été effectués. La membrane a finalement été incubée avec la solution
révélatrice (SuperSignal Working Solution/Pierce) durant 5 minutes, puis celle-ci a été
placée sur un papier parafilm (ParafilmM). Les protéines retrouvées sur la membrane ont
été détectées a I’aide de 1’appareil Chemigenius (Syngene) a des temps de 10 secondes, 30

secondes, 1 minute, 2 minutes et 5 minutes et une photographie a été prise.
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2.10 Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Prism 4 (GraphPad
Software). Dans le cas des résultats des coinfections chez la souris, le Column
statistics/Wilcoxon signed-rank test utilisant un niveau de confiance de 95% a été effectué
afin de déterminer si les différences observées étaient statistiquement valables. L’analyse
des tests de sensibilité aux stress oxydatif ainsi que de dosage de la B-galactosidase a été

effectuée a I’aide d’un t test non pairé.
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Chapitre 3. Résultats



3.1 Coinfections du tractus urinaire des souris

Comme mentionné précédemment, des coinfections mettant en compétition la souche
CFT073 Alac ainsi que les différents mutants a tester ont été réalisées, permettant
d’observer facilement des différences au niveau de la capacité d’infection des souches.
Cette technique a de plus permis de restreindre le nombre de souris utilisées pour les
expériences. Tout d’abord, il était important d’établir le nombre de bactéries contenu dans
la culture de départ afin de pouvoir comparer le nombre de bactéries injectées et le
nombre de bactéries dénombrées suite a I’infection. Ainsi, il était possible de calculer le
nombre d’UFC pour chaque culture (Tableau 3.1) ainsi que I’indice de compétition a

I’aide de la formule présentée a la section 2.7.6.

Tableau 3.1 : Nombre d’UFC/ml de I’inoculum de départ.

Coinfections Nombre de UFC/ml calculé
10

CFT073 Alac et 9.48x 10

CFTO073 sauvage 9.75 x 10"

CFTO073 Alac et 7.700 x 10"

CFT073 AsitABCD 1,210 x 10"

CFTO073 Alac et 1,365 x 10"

CFTO073 AmntH 1,440 x 10"

CFT073 Alac et 1,240 x 10"

CFTO073 AsitABCDAmntH 1,210 x 10"

Il est possible de remarquer que pour la plupart des coinfections, les deux souches se
retrouvaient en quantité équivalente. De plus, les contrbles d’urine prélevés avant
I’infection n’ont révélé aucune infection préalable originant d’une autre souche
microbienne chez les souris. Finalement, tous les contrbles de stérilité avant le

prélevement des reins et de la vessie se sont révélés négatifs (résultats non présentés).
L’importance des syst¢mes SitABCD et MntH pour la virulence de la souche CFT073

chez le modele murin d’infection urinaire ascendante n’a jamais été démontrée. Des

coinfections de souris ont donc été effectuées afin de vérifier ce réle. Les souches
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utilisées sont CFT073 sauvage, CFT073 Alac, CFT073 AsitABCD, CFT073 AmntH et
CFTO073 AsitABCDAmntH.

Tout d’abord, la virulence des souches CFT073 sauvage et CFT073 Alac a été comparée a
I’aide du prélevement des organes et d’un compte bactérien (Figure 3.1), L’indice de
compétition de chaque organe, c’est-a-dire le rapport entre la souche sauvage et mutante,

est présenté dans les figures 3.1 a 3.4.
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Figure 3.1 : Indice de compétition entre les souches CFT073 sauvage et CFT073 Alac dans la vessie et les
reins. La barre représente la moyenne. Les valeurs sous O représentent des échantillons oit la souche
CFT073 sauvage a prédominé, tandis que les valeurs au-dessus O correspondent a des échantillons ot la
souche CFTO073 Alac a prédominé. IC : Indice de compétition.

Cette €tape visait & permettre de déterminer si une différence dans la virulence était
observable entre les deux souches en question. La figure précédente montre qu’il n’y a
aucune différence significative au niveau de la virulence entre la souche CFT073 sauvage
et CFT073 Alac. En effet, tant dans la vessie que dans les reins, I’indice de compétition
est égal & 0. Ceci signifie que le nombre de bactéries retrouvé dans les organes apres
infection est identique pour les deux souches. Celles-ci ont le méme niveau de
virulence. Il a donc été décidé d’utiliser la souche CFT073 Alac afin de tester en

coinfection les autres mutants. Ce choix s’explique par le fait qu’il était ainsi plus facile
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de différencier les deux souches inoculées aux souris, sans avoir recours a des
manipulations fastidieuses telle étaler tous les échantillons sur deux types de géloses, sans
antibiotiques et avec antibiotiques, puis effectuer la soustraction des deux résultats. Les
mutants testés étant de phénotype Lac+, en utilisant la souche CFT073 Alac, il était ainsi
possible d’identifier facilement la souche mutante et la souche sauvage (CFT073 Alac).
Plusieurs groupes ont utilisé cette technique permettant de faciliter la visualisation des

résultats (Anfora et al., 2007; Haugen et al., 2007; Sabri et al., 2008).

Par la suite, le mutant CFT073 AsitABCD a été testé en coinfection avec la souche
CFT073 Alac. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 3.2, toujours sous la

forme d’indice de compétition.
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Figure 3.2 : Indice de compélition entre les souches CFT073 Alac et CFT073 AsitABCD dans la vessie et
les reins. La barre représente la moyenne. Les valeurs sous O représentent des échantillons ou la souche
CFT073 Alac a prédominé, tandis que les valeurs au-dessus 0 correspondent & des échantillons ol la souche
CFT073 AsitABCD a prédominé. IC : Indice de compétition.

I est possible de constater qu’il n’y a aucune différence au niveau de la virulence entre
ces deux souches, tant au niveau de la vessie que des reins. Donc, ces résultats
démontrent que la perte du syst¢tme SitABCD chez la souche CFT073 n’affecte pas la

virulence de la souche.
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Par la suite, le mutant CFT073 AmntH a été testé en coinfection avec la souche CFT073
Alac. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 3.3, toujours sous la forme

d’indice de compétition.
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Figure 3.3 : Indice de compétition entre les souches CFT073 Alac et CFT073 AmntH dans la vessie et les
reins. La barre représente la moyenne. Les valeurs sous O représentent des échantillons od la souche
CFTO073 Alac a prédominé, tandis que les valeurs au-dessus O correspondent a des échantillons o la souche
CFTO073 AmntH a prédominé. IC : Indice de compétition.

Il est possible de constater qu’il n’y a aucune différence significative au niveau de la
virulence entre ces deux souches, tant au niveau de la vessie que des reins. Donc, ces
résultats démontrent que la perte du syst¢éme MntH chez la souche CFT073 n’affecte pas

la virulence de la souche.
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Finalement, la souche CFT073 AsitABCDAmntH a été testée en coinfection avec la
souche CFT073 Alac. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 3.4, toujours

sous la forme d’indice de compétition.
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Figure 3.4 : Indice de compétition entre les souches CFT073 Alac et CFT073 AsitABCDAmntH dans la
vessie et les reins. La barre représente la moyenne. Les valeurs sous O représentent des échantillons ot la
souche CFT073 Alac a prédominé, tandis que les valeurs au-dessus O correspondent a des échantillons ol la
souche CFT073 AsitABCDAmntH a prédominé. * p < 0,005 par rapport a 0. IC : Indice de compétition.

Il est possible de constater une baisse significative de virulence pour le mutant
AsitABCDAmntH par rapport a la souche CFT073 Alac au niveau des reins. En effet, la
valeur de la moyenne obtenue est de -0,5842 (p = 0,0028). En d’autres mots, la souche
CFT073 AsitABCDAmntH s’est retrouvée en moins grande quantit€ dans les reins des
souris. Cependant, aucune différence significative n’est retrouvée au niveau de la vessie.
La figure 3.4 démontre donc que la perte des deux systemes, SitABCD et MntH, diminue

la virulence de la souche d’environ 5 fois au niveau des reins.
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3.2 Sensibilité au stress oxydatif

Par la suite, la sensibilit€ a différents agents causant un stress oxydatif a été testée chez
plusieurs souches : CFT073 sauvage, CFT073 AsitABCD, CFT073 AmntH, CFT073
AsitABCDAmntH, BW25113 sauvage, JW4023 (AsoxS), JW3933 (AoxyR) et JW4024
(AsoxR). En effet, par des analyses bioinformatiques, un motif semblable a la boite de
fixation du régulateur OxyR a ét€ identifié a I’intérieur du promoteur du géne sitA (Figure
3.5) (Kehres et al., 2002a). Nous avons donc voulu vérifier si ce régulateur de la réponse

au stress oxydatif de type H,O» jouait un réle dans la régulation de SitABCD.

OxyR binding-motif
ATAGNT nnnAnCTA‘mnnnnATAGnTnnnAn(f“\'{

L RES
TTATAATClGCYAATGATAATTAFE‘ #]A'rm;u;léck CATAGTAGTTGCTATGTTTJATICTAATTTTGCTCACTATAGGTACTAAATCATACTCTCA
P
ATATTGA CATTATC AGCCTTTGCTATGT SitA
-35 10 > <
Fur binding-motif MntR binding-motif

Figure 3.5 : Site putatif de liaison de OxyR au promoteur du géne sitA.

L’influence de la présence des systemes SitABCD et MntH sur la résistance au stress
oxydatif a donc ét€ étudiée. Deux milieux de croissance ont été utilisés, un milieu riche
(gélose LB) ainsi qu’un milieu minimal (gélose M9-glucose). De plus, quatre produits
chimiques ont ét€ utilisés afin de reproduire différents types de stress oxydatifs : le H,O»,
la plumbagine, la phénazine méthosulfate ainsi que la phénazine éthosulfate. Plusieurs
contrOles dérivés de la souche K-12 BW25113 ont été utilisés afin de confirmer le type de
stress auxquels les bactéries faisaient face. En effet, comme mentionné précédemment, la
protéine OxyR régule la réponse au H,O, (section 1.5.4.1), tandis que les protéines SoxR
et SoxS régule la réponse a I’anion superoxyde (section 1.5.4.2). En mutant ces génes, la
réponse a ces ROIs est déréglée. Ainsi, la hausse de sensibilité de ces souches contrdles

sont un indice de la présence de H,O, ou de O, causée par les différents produits.
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3.2.1 H,0,

La sensibilité des souches a tout d’abord été testée avec le H»O,. La figure 3.6 présente
les résultats obtenus pour la souche sauvage BW25113 ainsi que les différents mutants
dérivés de celle-ci, sur milieux LB et M9-glucose. 1l est a noter que cette souche est une
souche d’E. coli K-12 (Tableau 2.1), et représente donc un contrdle provenant d’une

souche non pathogene.

BW251134 BW25113+ ‘ T
* MKIB R F——————————— «
o
v
JVKA4023 (AsoxS)
‘ T L] T T T 1 L] L L] ] L L Ll L] L] L] L] L 1 ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5101520 25 30 35 40 45 50 55 60
Zone dinhibition (mm) B Zone d'inhibition (nmn)
A

Figure 3.6 : Sensibilité au H,O de la souche BW25113 sauvage, JW3933 (AoxyR), JW4024 (AsoxR) et
JW4023 (AsoxS). A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B : Zones d’inhibition de
croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,0001.

La figure 3.6 illustre que seule la souche JWK3933 (AoxyR) est plus sensible au H>O»,
tant sur milieu riche que sur milieu minimal. Sachant qu’OxyR est le régulateur de la
réponse au H»O,, ces résultats sont en accord avec la théorie et permettent de conclure
que le stress encouru par les bactéries est bien par le H,O,. De plus, les différentes

souches sont plus sensibles a cet agent sur milieu minimal que sur milieu LB.
Par la suite, les souches uropathogenes dérivées de la souche CFT073 parentale ont été

testées, dans les mémes conditions que précédemment. La figure 3.7 présente les résultats

obtenus.

80




s IR | e
CFTO73 sitABCD ! CFTO73 ASItABCD |I

0 ém;'ic;ﬁi(mi = 0 f()zunimi(mio L)
A B

Figure 3.7 : Sensibilité au H,0, de la souche CFT073 sauvage, CFT073 AsitABCD, CFT073 AmntH et
CFTO073 AsitABCDAmntH. A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milicu LB. B : Zones d’inhibition
de croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,005.

On constate que sur milieu LB, les différents mutants ne sont pas plus sensibles au H,O»
que la souche sauvage. Cependant, sur milieu minimal, les souches CFT073 AmntH et
CFT073 AsitABCDAmntH sont plus sensibles que la souche sauvage. De plus, cette
derniére est sensible a un degré encore plus €élevé. Finalement, tout comme pour les
souches K-12 présentés a la figure 3.6, la souche CFT073 sauvage ainsi que les souches
dérivées de celle-ci sont plus sensibles au H,O, lorsqu’elles croissent sur un milieu

minimal.

3.2.2 Plumbagine

Par la suite, les mémes souches mentionnées précédemment ont été testées afin d’évaluer
leur sensibilité a un deuxiéme agent générant des ROISs, la plumbagine. Cet agent génere
du H>O, et du O, dans la cellule. Les résultats obtenus pour la souche K-12 et ses dérivés

sont présentés a la figure 3.8.
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Figure 3.8 : Sensibilité a la plumbagine de la souche BW25113 sauvage, JW3933 (AoxyR), JW4024
(AsoxR) et JW4023 (AsoxS). A: Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B: Zones
d’inhibition de croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,001.

Tant sur milieu riche que minimal, les trois mutants (AoxyR, AsoxR et AsoxS) démontrent
une plus grande sensibilit€¢ a la plumbagine. De plus, une sensibilit€ supérieure est
observée sur milieu minimal. Il est donc possible d’affirmer que la plumbagine créer un

stress oxydatif dfi a la production du H>O» et du O, chez les bactéries.

oerorssawece-{ D orrorasamace-{ [}

CFTO73 sitABCD H CFTO73 AsitABCD '
CFTO73 SitABCDAMIH CFTO73 AsitABCOAMEH
5 1 15 %
Zone dinhibition (m)

A B

Figure 3.9 : Sensibilité a la plumbagine de la souche CFT073 sauvage, CFT073 AsitABCD, CFT073
AmntH et CFT073 AsitABCDAmntH. A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B : Zones
d’inhibition de croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,01.

Dans le cas des résultats des mutants de la souche CFT073 présentés a la figure 3.9,
aucune augmentation de la sensibilité a la plumbagine n’a été observée sur un milieu

riche. Cependant, lors de la croissance sur un milieu minimal, une sensibilit€ plus élevée
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a €té observée pour les souches CFT073 AmntH et CFT073 AsitABCDAmntH, cette
derniere étant encore plus €levée. Ces résultats sont comparables aux résultats obtenus

lors des tests impliquant le H,O.

3.2.3 Phénazine méthosulfate

Le troisieme produit testé a été la phénazine méthosulfate. Cet agent génére du O, dans la

cellule. Les résultats obtenus pour les controles K-12 sont présentés a la figure 3.10.

BVR51134 BW251134 ,l
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Figure 3.10 : Sensibilité a la phénazine méthosulfate de la souche BW25113 sauvage, JW3933 (AoxyR),
JW4024 (AsoxR) et JIW4023 (AsoxS). A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B : Zones
d’inhibition de croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,0001.

Les contrbles réalisés avec les souches d’E. coli K-12 démontrent une plus grande
sensibilité des mutants AsoxR et AsoxS a ce produit. Ces résultats suggerent que la

phénazine méthosulfate génére un stress a I’aide du O,
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Figure 3.11 : Scnsibilité 2 la phénazine méthosulfate de la souche CFT073 sauvage, CFT073 AsitABCD,
CFTO073 AmntH et CFTO73 AsitABCDAmntH. A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B :
Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,05.

Les différents résultats obtenus pour les mutants de la souche CFT073 sont présentés a la
figure 3.11. Il est possible de constater sur le milieu riche qu’aucun mutant n’est affecté

par la phénazine méthosulfate. On remarque cependant une légere hausse de la sensibilité

du double mutant (AsitABCDAmntH) sur un milieu minimal.

3.2.4 Phénazine éthosulfate

Finalement, la phénazine éthosulfate a été testée chez toutes les souches. Cet agent génere

du O-" dans la cellule. La figure 3.12 montre les résultats obtenus avec les contrdles K-12.

BW25113+ q BW251134 i
JNKIS3 (AoR) SN (Ao '
PNKARRA (ssoxR) 83 o * JKAO2A (AR) R ; { *
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Figure 3.12 : Sensibilité 2 la phénazine éthosulfate de la souche BW25113 sauvage, JW3933 (AoxyR),
JW4024 (AsoxR) et JTW4023 (AsoxS). A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B : Zones
d’inhibition de croissance (mm) sur milieu M9-glucose. * p < 0,005.
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Il est possible de remarquer que les résultats obtenus sont semblables aux résultats
présentés pour la phénazine méthosulfate. En effet, seuls les mutants AsoxR et AsoxS ont
montrés une sensibilité accrue a la phénazine éthosulfate, démontrant encore une fois un

stress de type Os'.

Finalement, la sensibilité€ des souches dérivées de CFT073 a été déterminée et les résultats

sont présentés a la figure 3.13.
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Figure 3.13 : Sensibilité a la phénazine éthosulfate de la souche CFT073 sauvage, CFT073 AsitABCD,
CFTO073 AmntH et CFT073 AsitABCDAmntH. A : Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu LB. B :
Zones d’inhibition de croissance (mm) sur milieu M9-glucose.

Aucune hausse de sensibilit€é n’a été observée, tant sur milieu riche que sur milieu

minimal.

3.3 Régulation de ,sitA par OxyR

3.3.1 Essais p-galactosidase

Afin d’étudier la régulation du géne sitA, des vecteurs de fusions du promoteur sitA au
gene lacZ on ét€ réalisés. Deux vecteurs ont été construits : pIJ221, un vecteur exprimé en
plusieurs copies dans la cellule provenant du plasmide pRS415, présentant une origine de

réplication pBR322, ainsi que plJ232, un vecteur d’intégration se retrouvant en une seule
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copie dans la cellule. Les souches CFT073 Alac, CFT073 AlacAoxyR et CFT073 AlacAfur

ont été utilisées afin d’évaluer ’expression de sitA dans différentes conditions.

L’expression en milieu liquide a tout d’abord été évaluée. Pour ce faire, le milieu LB a été
utilisé. L’expression de sitA chez les différents mutants (Alac, AlacAoxyR, AlacAfur)
transformés avec le plasmide pIJ221 a été mesurée dans le temps, en absence ainsi qu’en

présence de H,O». Les résultats sont présentés a la figure 3.14.
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Figure 3.14 : Expression dans le temps du promoteur sitA chez les souches CFT073 Alac (carrés), CFT073
AlacAoxyR (cercles) et CFT073 AlacAfur (triangles) transformées du vecteur plJ221. Les courbes de
couleur bleue représentent les échantillons sans H,O, et les courbes de couleur verte représentent les
échantillons avec H,O,. Les résultats présentés représentent la moyenne d’au moins trois expériences
indépendantes réalisées en triplicatas.

Pour chacune des souches, ’ajout de H,O, augmente 1’expression du promoteur sitA
(courbes vertes). De plus, on remarque que le niveau d’expression de départ de sitA chez

la souche CFT073 AlacAfur est beaucoup plus élevé que chez les souches CFT073 Alac et
CFTO073 AlacAoxyR.

86



Par la suite, les mémes tests en milieu LB liquide ont été effectués chez les différents
mutants de CFT073 (Alac, AlacAoxyR, AlacAfur) contenant le plasmide plJ232 intégré au
génome des bactéries. L’expression de sifA a été comparée en absence ou en présence de

H,0,. Les résultats sont présentés 2 la figure 3.15.
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Figure 3.15 : Expression dans le temps du promoteur sitA chez les souches CFT073 Alac (carrés), CFT073
AlacAoxyR (cercles) et CFT073 AlacAfur (iriangles) transformées du vecteur plJ232. Les courbes de
couleur bleue représentent les échantillons sans H,0O, et les courbes de couleur verte représentent les
€chantillons avec H,O,. Les résultats présentés représentent la moyenne d’au moins trois expériences
indépendantes réalisées en triplicatas.

Encore une fois, il est possible de constater que pour chacune des souches, 1’ajout de
H>0, augmente I’expression du promoteur sitA. La souche CFT073 AlacAfur démontre 2
nouveau une plus grande expression de sifA comparée aux souches CFT073 Alac et
CFT073 AlacAoxyR, bien qu’elle soit moins importante ici. De plus, les niveaux d’unités
Miller observés sont moins élevés comparativement a la figure 3.14, puisqu’une seule

copie est présente par cellule.
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Par la suite, des tests sur géloses ont été effectués afin de vérifier si I’expression de sitA
conservait la méme tendance que pour les tests effectués en milieu liquide. De plus,
comme les tests liquides représentaient des résultats pour la phase exponentielle de
croissance des bactéries, ces tests sur géloses permettaient de comparer les résultats
précédents avec des résultats obtenus en phase stationnaire de croissance. Aussi, un
milieu riche (LLB) et un milieu minimal (M9-glucose) ont été utilisés afin de déterminer si
la concentration en ions jouait un rdle dans I’expression de sifA. Les résultats obtenus sur

milieu LB sont présentés a la figure 3.16.
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Figure 3.16 : Expression du promoteur sitA chez les souches CFT073 Alac, CFT073 AlacAoxyR et CFT073

AlacAfur transformées du vecteur plJ232 sur un milieu solide LB. L’ajout de H,0; s’est effectué a Iaide
d’un disque imprégné du produit placé au centre de la gélose inoculée. * p < 0,005.

On remarque la méme tendance que pour les résultats obtenus en milieu LB liquide, c’est-
a-dire que I’ajoute de H,O, augmente 1’expression du promoteur de sitA. De plus, la

souche CFT073 AlacAfur montre toujours le plus haut niveau d’expression.

Finalement, la figure 3.17 présente les résultats obtenus sur le milieu minimal M9-

glucose.
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Figure 3.17 : Expression du promoteur sifA chez les souches CFT073 Alac, CFT073 AlacAoxyR et CFT073
AlacAfur transformées du vecteur plJ232 sur un milieu solide M9-glucose. * p < 0,02.

Les résultats obtenus sur milieu minimal M9-glucose démontrent une augmentation de
I'expression de sitA en présence de H,O, pour toutes les souches. Cependant, il est
possible de remarquer que la souche CFT073 AlacAoxyR montre une expression plus

€levée que la souche CFT073 AlacAfur, contrairement aux conditions en milieu riche LB.

3.3.2 Surexpression et solubilisation de OxyR

Afin d’étudier plus en profondeur le réle d’OxyR dans la régulation du promoteur du
gene sitA, une test d’interaction de la protéine et du promoteur en question a été réalisé.
Tout d’abord, la protéine OxyR a été surexprimée a I’aide du plasmide pJW3933. Afin de
vérifier la solubilit€ de la protéine OxyR surexprimée, une vérification par
immunobuvardage de type Western a été effectuée, a 1’aide de la sonde HisProbe™-HRP

(section 2.9.4).

= 35 kDa

Figure 3. 18 Immunobuvardage de type Western confirmant la solubilité de la protéine OxyR. La sonde
HisProbe™-HRP a éié utilisée afin de visualiser la protéine OxyR. Le poids moléculaire de la protéine est
indiqué a droite de la figure (35kDa). La fraction soluble constitue le surnageant obtenu aprés sonication
des bactéries induites.
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Afin de s’assurer de la spécificité de I’induction, un controle négatif consistant en la
souche Tuner transformée avec le plasmide pCA24N a été utilisée. Ce dernier constitue le
plasmide vide utilisé afin de surexprimer OxyR. La figure 3.18 démontre qu’il n’y a pas
d’induction d’OxyR pour la souche contenant le plasmide seulement. En effet, on
retrouve un résultat identique a la souche non induite. Par contre, pour la souche avec le
plasmide inductible contenant le géne codant pour la protéine OxyR, I’induction par
I’IPTG montre une grande surexpression de la protéine. Cependant, I’extrait total induit
démontre une plus grande quantité d’OxyR, di a la formation de corps d’inclusions. De
plus, il est possible de remarquer qu’une bonne partie de la protéine est soluble. Cet

extrait de protéine a donc été utilisé lors des expériences d’interaction ultérieures.

3.3.3 Interaction entre psitA et OxyR

Par la suite, des tests d’interaction entre la protéine OxyR et le promoteur du gene sitA
ont été effectués a 1’aide d’une microcolonne permettant le contact entre le fragment
d’ADN présentant le promoteur et I’extrait de protéines. Les protéines adhérées au
promoteur ont par la suite pu étre récoltées. Ces tests visaient la vérification directe de la
liaison entre la protéine et le promoteur. Les résultats sont présentés aux figures 3.19 et
3.20. Afin de s’assurer de la consistance des résultats obtenus, deux contrdles
supplémentaires ont ét€ ajoutés. En effet, des tests d’interaction utilisant les promoteurs

des génes katG et lacZ ont été utilisés respectivement comme contrdle positif et négatif.
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Figure 3.19 : Gel d’acrylamide montrant les interactions de la protéine OxyR et des différents promoteurs
utilisés. Le contrdle positif (contrdle +) constitue le promoteur du géne karG, alors que le contrdle négatif

(contrdle -) constitue le promoteur du géne lacZ. Les poids moléculaires (kDa) sont inscrits a gauche de la
figure. La fleche indique la protéine OxyR récoltée apres €lution des protéines adhérées a la colonne.
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Tout d’abord, on remarque que I’extrait de protéines solubles obtenu comporte plusieurs
protéines, expliquant le nombre élevé de bandes retrouvé dans les échantillons non
adhérés a la colonne d’interaction. De plus, les résultats présentés i la figure précédente
montrent la présence sur le gel d’acrylamide d’une bande d’environ 35 kDa pour le
contrOle positif (karG), correspondant a la protéine OxyR. En effet, un séquengage
utilisant la spectrométrie de masse a permis de confirmer I’identité de la protéine
retrouvée dans cette bande. Cependant, aucune protéine n’a été récoltée pour le controle
négatif (lacZ) correspondant au poids moléculaire d’OxyR. De plus, il est possible de
remarquer qu’il n’y a aucune interaction entre la protéine OxyR et le promoteur du géne
sitA. En effet, aucune bande ne peut étre observée correspondant 2 OxyR. Donc, aucune

protéine n’a adhérée au promoteur de sitA.

La figure 3.20 montre une immunobuvardage de type Western réalisé a I’aide des mémes
échantillons que la figure précédente. Cette expérience consistait en une vérification
supplémentaire de la présence de OxyR dans I’extrait soluble et de I’identité de la

_ protéine recueillie lors du test d’interaction d’OxyR avec le promoteur katG.
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Figure 3. 20 Immunobuvardage de type Western confirmant I'interaction de la protéine OxyR. La sonde
HisProbe™-HRP a éié utilisée afin de visualiser la protéine OxyR. Les contrbles non adhérés constituent
les protéines n’ayant pas adhérées au promoteur présent dans la colonne d’interaction. Le poids moléculaire
de la protéine est indiqué a droite de la figure (35kDa).

Les résultats obtenus confirment les observations de la figure 3.19 (gel). En effet, il est
possible de remarquer que les trois échantillons non adhérés présentent la protéine OxyR.
Cependant, seul le contrdle positif katG montre la présence de la protéine OxyR adhéré 2
son promoteur. Ceci suggere encore une fois que la protéine OxyR ne se lie pas au

promoteur sitA.
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Chapitre 4. Discussion




4.1 Coinfections du tractus urinaire des souris

Un modele d’infection de souris a été utilisé afin de vérifier le role du syst¢me SitABCD
pour la virulence de la souche d’E. coli uropathogéne CFT073. L’inoculum initial
contenait, dans la plupart des cas, un nombre égal de cellules provenant des deux souches
testées en coinfection (Tableau 3.1). Aussi, tous les contrbles de stérilité effectués avant
I’infection (urine) nous ont assurés que les souris n’étaient pas infectées préalablement a
I’inoculation des bactéries. De plus, les contrbles de stérilité effectués a la surface des
organes suite a I’infection nous ont démontrés que les souris n’avaient pas développés de
septicémie, ce qui aurait pu fausser les résultats lors du dénombrement du nombre de

bactéries retrouvées dans les organes.

Nous avons tout d’abord réalisé une coinfection mettant en compétition les souches
CFT073 sauvage et CFT073 Alac. Cette étape visait a déterminer si la mutation effectuée
dans le géne lac affectait la capacité de la souche a établir une infection urinaire chez la
souris. En effet, I’utilisation de la souche isogénique CFT073 Alac permettait d’obtenir un
moyen rapide et direct de différencier entre cette souche et les différents mutants testes.
Cette technique a déja été utilisée chez d’autres groupes de recherche. En effet, le groupe
de recherche de Welch utilise celle-ci afin de facilité la détection de chacune des souches
de CFT073 (Anfora et al., 2007; Haugen et al., 2007). Comme aucune différence au
niveau de la colonisation des organes et de la capacité a établir I’infection urinaire chez la

souris n’a été observée entre les souches CFT073 sauvage et CFT073 Alac (Figure 3.1),

cette derniére a été utilisée pour les expériences ultérieures.

Par la suite, le mutant CFT073 AsitABCD a été inoculé en coinfection avec la souche
CFTO073 Alac et testé dans le modéle murin. Comme mentionné précédemment, aucune
différence significative au niveau de la capacité a infecter n’a été€ observée entre les deux
souches, tant au niveau de la vessie que des reins (Figure 3.2). Ces résultats suggérent que
la perte du systtme SitABCD seul ne cause pas de perte de virulence chez la souche

CFTO073. Ces résultats étaient quelque peu surprenant puisque une étude chez cette méme
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souche avait démontré que les génes sitABCD sont induits dans 1’urine de souris lors
d’une infection du tractus urinaire ou lors de croissance dans I’'urine humaine in vitro
(Snyder et al., 2004). De plus, I’infection de cellules avec Shigella flexneri montrait aussi
une induction de ’expression des génes sitABCD (Lucchini er al., 2005; Runyen-Janecky
et Payne, 2002). Ces résultats suggéraient donc une importance pour la virulence du

systeme SitABCD, ce qui n’a pas été observé avec les résultats que nous avons obtenus.

Cette importance pour la virulence a été démontrée chez certaines souches. En effet, dans
un modele de coinfection chez le poulet utilisant la souche pathogeéne aviaire (7122, un
mutant AsitABCD montrait une baisse significative de virulence dans les organes
(poumons, rate et foie), la souche mutée n’étant pas en mesure de coloniser les organes
aussi bien que la souche parentale (Sabri et al., 2008). Chez S. Typhimurium, I’infection
intrapéritonéale de souris avec la souche contenant la mutation du géne sitA seulement
causait aussi une légeére baisse de virulence, c’est-a-dire que les souris survivaient un peu
plus longtemps que des souris ayant été infectées avec la souche sauvage (Zaharik et al.,
2004). Les mémes résultats ont été obtenus lors d’injection intraveineuse avec un mutant

AsitABCD de S. Typhimurium (Boyer er al., 2002).

L’une des meilleures explications de ces différences au niveau de la virulence serait le
modele utilisé. En effet, les deux études mentionnées précédemment présentaient des
conditions différentes. La premiére étude portait sur un modéle chez le poulet qui causait
une infection de type respiratoire et septicémique. Un décompte bactérien a été effectué
afin d’évaluer la survie et prolifération des différentes souches. Les organes récoltés,
c’est-a-dire les poumons, la rate et le foie, étaient différents des infections urinaires, ol ce
sont la vessie et les reins qui sont prélevés. 11 est possible que I’environnement des
différents organes soit différent et qu’un systéme essentiel pour la survie et la
prolifération dans un organe ne le soit pas dans un autre. Dans le cas de la deuxiéme
étude, les bactéries étaient administrées intrapéritonéalement et la virulence des
différentes souches était évaluée par le pourcentage de survie des souris. Il était donc
question d’une infection générale causant la mort des souris. De plus, S. Typhimurium

possede un cycle d’infection et de réplication intracellulaire a Iintérieur des
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macrophages, ce qui n’est pas le cas avec une infection causée par E. coli. Dans le cas de
notre modéle, aucune infection générale n’a été détectée, celle-ci se limitant au tractus
urinaire. Les conditions de stress auxquelles les bactéries étaient exposées étaient donc
complétement différentes, ce qui pourrait expliquer les changements d’importance au
niveau de la virulence. 1l est aussi a noter que les souches bactériennes utilisées étaient
différentes : la souche APEC %7122 et S. Typhimurium. L’importance d’un syst¢éme peut

varier d’une souche a une autre dépendamment des autres facteurs de virulence que

celles-ci possedent.

Ensuite, le mutant CFT073 AmntH a ét€ inoculé en coinfection avec la souche CFT073
Alac et testé dans le modele murin. Aucune différence significative au niveau de la
capacité a infecter n’a été observée entre les deux souches, tant au niveau de la vessie que
des reins, tout comme pour la souche CFT073 AsitABCD (Figure 3.3). Ceci suggere que
la perte du systeme MntH seul ne cause pas de perte de virulence chez la souche CFT(073.
Ces résultats sont en accord avec les résultats qui avaient €té obtenus pour la souche
APEC %7122. En effet, aucune différence au niveau de la capacité a coloniser les organes
n’avait été observée pour un mutant mntH (Sabri et al., 2008). Par contre, les résultats
obtenus chez S. Typhimurium démontraient, selon la route d’infection, une légere baisse
de virulence lors de la perte du gene mntH (intrapéritonéalement) et aucun changement
lors d’injection intraveineuse (Boyer et al., 2002; Zaharik et al., 2004). Il semble encore
une fois y avoir des différences dépendamment du modele d’infection et de I’espece

utilisé.

Finalement, le mutant CFT073 AsitABCDAmntH a été inoculé en coinfection avec la
souche CFT(Q73 Alac et testé dans le modele murin. Une différence significative de
colonisation a été observée au niveau des reins (Figure 3.4). En effet, la souche CFT073
AsitABCDAmntH était présente en moins grande proportion (cinq fois moins) par rapport
a la souche CFT073 Alac dans les reins. Cette différence n’a cependant pas été observée
dans la vessie. Il semble donc que la présence de ’'un des deux systemes, SitABCD ou

MntH, soit essentielle a la pleine virulence de la souche CFT(073 lors de la colonisation
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des reins. La perte d’un seul des systémes n’ayant pas d’effet notable, on pourrait donc

penser qu’il se complémente.

Des résultats semblables ont ét€ obtenus récemment chez la souche APEC y7122.
Comme mentionné précédemment, le simple mutant %7122 AsitABCD était atténué dans
le modele aviaire, tandis que le mutant 7122 AmntH n’était aucunement affecté. En ce
qui a trait au double mutant x7122 AsitABCDAmntH, il était atténué dans le modele
aviaire (Sabri et al., 2008). De plus, chez S. Typhimurium, une baisse de virulence
importante suite & une infection intraveineuse (Boyer er al., 2002) et une perte totale de
virulence suite a une infection intrapéritonéale ont été observées (Zaharik er al., 2004).
Bien que I’effet que nous avons observé soit moins important, il est tout de méme présent
et concorde avec les résultats obtenus par ces autres groupes. Nos résultats suggerent,
dans le modele d’infection du tractus urinaire, que ’un des deux systémes, SitABCD ou
MntH, est suffisant pour assurer & la bactérie une bonne colonisation des reins et
I’établissement de I’infection a ce niveau. Chacun peut prendre la reléve en 1’absence de
I’autre. Cependant, lorsque les deux sont absents, la bactérie est moins en mesure
d’établir une infection dans les reins. De plus, il semble que le rein est un environnement
plus stressant que la vessie, puisque aucune différence au niveau de la colonisation n’est

observée entre le mutant et la souche parentale dans la vessie.

4.2 Sensibilité au stress oxydatif

Comme mentionné a la section 3.2, la région promoteur de 1’opéron sitABCD présente
une séquence putative de liaison pour la protéine OxyR (Figure 3.5) (Kehres et al.,
2002a). Pour cette raison, nous avons voulu étudier le réle de SitABCD dans la résistance
au stress oxydatif. Les différents mutants ont donc été testés afin de déterminer leur
sensibilité a différents agents causant différents types de stress oxydatifs. Chaque agent a
tout d’abord é€té testé avec les souches K-12 servant de contrdle : JWK3933 (AoxyR),
JWKA4024 (AsoxR) et JWK4023 (AsoxS). Cette étape a permis d’évaluer plus

spécifiquement quel type de stress était en cause pour chaque produit. En effet, OxyR
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constitue le régulateur de la réponse au stress oxydatif de type H,O,. Il contréle un
ensemble de génes impliqués dans la détoxication du H»O, (Pomposiello et Demple,
2001). Dans le cas des protéines SoxR et SoxS, ces dernieres controlent un ensemble de
génes permettant a la bactérie de résister au stress oxydatif de type anion superoxyde
(Pomposiello et Demple, 2001). Donc, les souches mutantes pour ces deux systemes
devraient étre plus sensibles aux agents générant les stress respectifs pour lesquels elles
contrdlent la réponse. Ce phénoméne a déja €té observé chez la souche Ecla, causant
aussi des infections urinaires. En effet, la délétion du géne oxyR augmentait la sensibilité

de la souche au H,O, (Johnson et al., 2006).

Dans le cas du peroxyde d’hydrogene (H2O,), les contrles K-12 ont démontrés une plus
grande sensibilité de la souche AoxyR, tant sur milieu riche que sur milieu minimal,
confirmant le type de stress auquel les bactéries sont exposées (Figure 3.6). Par la suite,
les différents mutants (CFT073 AsitABCD, CFT073 AmntH, CFT073 AsitABCDAmntH)
ont aussi été testés avec le H»0,. A la figure 3.7, il est possible de remarquer qu’aucune
différence de sensibilité n’est visible sur milieu riche (LB). Cependant, sur milieu
minimal (M9-glucose), on remarque que le mutant CFT073 AmntH est un peu plus
sensible que la souche sauvage. De plus, le mutant CFT073 AsitABCDAmntH est encore

plus sensible au H»0,.

Des résultats un peu différents ont été obtenus pour la souche pathogéne aviaire x7122.
En effet, sur milieu LB la souche %7122 AsitABCDAmntH était plus sensible que la
souche sauvage. Par contre, sur milieu M9-glucose, le mutant %7122 AmntH ainsi que le
double mutant %7122 AsitABCDAmntH était plus sensible au H»O, que la souche
sauvage, résultats identiques a ceux que nous avons obtenus (Sabri et al., 2008). De plus,
une étude réalisée par Runyen-Janecky et ses collaborateurs avait présentée des résultats
semblables pour un mutant AsitAAmntH chez la souche Shigella flexneri, c’est-a-dire une
plus grande sensibilité que la souche sauvage au H,O,, tant sur milieu riche (LB) que sur
milieu T, ressemblant au milieu M9-glucose supplémenté de thymidine et tryptophane
(Simon et Tessman, 1963). Cependant, un simple mutant AmntH n’avait démontré aucune

différence de sensibilité sur ces deux milieux (Runyen-Janecky er al., 2006). Cette
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différence pourrait s’expliquer tout simplement par le fait que les deux souches étudiées
sont différentes et le role de chacun des transporteurs peut étre différent d’une souche 2

I’ autre.

Dans le cas de la plumbagine, les tests effectués en utilisant les contrbles K-12 ont
démontrés que les composés causant le stress était tant le H,O, que le O,. En effet, les
mutants AoxyR, AsoxR et AsoxS sont tous sensibles a la plumbagine, suggérant que celle-
ci produit ces deux composés (Figure 3.8). Dans le cas des mutants CFT073 AsitABCD,
CFT073 AmntH, CFT073 AsitABCDAmntH, on observe le méme phénomeéne que lors des
tests utilisant le H,O», c’est-a-dire que le mutant AmntH est plus sensible que la souche

sauvage, alors que le mutant AsitABCDAmntH est encore plus sensible (Figure 3.9).

L’étude réalisée chez la souche %7122 donnait des résultats quelque peu différents de ce
que nous avons obtenu. En effet, sur milieu LB, le mutant AsitABCDAmntH était plus
sensible que la souche sauvage, ce que nous n’avons pas observé chez la souche CFT073.
Dans le cas du milieu M9-glucose, seul le mutant AsitABCDAmntH montrait une plus
grande sensibilité, au contraire de nos résultats qui mettaient en évidence une légere
hausse de sensibilité chez le mutant CFT073 AmntH aussi (Sabri et al., 2008). Encore une

fois, les différentes souches utilisées pourraient expliquer ces différences.

Pour les tests effectués avec la phénazine méthosulfate et la phénazine éthosulfate, les
controles effectués avec les souches K-12 ont montré une plus grande sensibilité pour les
mutants AsoxR et AsoxS (Figures 3.10 et 3.12). Donc, le stress généré serait plutét de type
superoxyde (O-2). Dans le cas des souches dérivées de CFT073 (CFT073 AmntH, CFT073
AsitABCDAmntH), on observe trés peu d’effet au niveau de la sensibilité. En effet, sur
milieu riche (LB), ces deux produits ne causent aucun changement dans la sensibilité des
différentes souches (Figures 3.11 et 3.13). Sur milieu minimal (M9-glucose), le double
mutant CFT073 AsitABCDAmntH montre une trés légére hausse de sensibilité 2 la

phénazine méthosulfate (Figure 3.11), alors qu’aucun changement n’est observé lors de

I’ajout de phénazine éthosulfate (Figure 3.13).
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Dans le cas de la souche %7122, le double mutant AsitABCDAmntH montrait une
augmentation de sa sensibilité & la phénazine méthosulfate sur milieu riche et minimal
(Sabri et al., 2008). De plus, chez S. flexneri, aucune différence n’avait été observée au
niveau de la sensibilité a la phénazine méthosulfate pour les mémes mutants (Runyen-

Janecky et al., 2006).

Les résultats présentés démontrent donc que la perte des systtmes SitABCD et MntH
rend la souche plus sensible a un certain nombre d’agents générant des especes réactives
de I’oxygene, particulierement sur un milieu minimal. Chez plusieurs bactéries, la
présence de transporteurs de manganese a été associée a la capacité de ces espéces de
mieux résister au H,O, et superoxyde (Horsburgh et al., 2002). Comme démontré chez S.
Typhimurium (Boyer et al., 2002), S. flexneri (Runyen-Janecky et al., 2006) et la souche
APEC %7122 (Sabri ef al., 2008), le double mutant CFT073 AsitABCDAmntH est plus
sensible au H»0,. De plus, le mutant CFT073 AsitABCDAmntH est sensible a un autre
agent, la plumbagine. Ce composé génere du superoxyde, mais ce dernier peut €tre
transformé en H,O» grice a I’action des SODs présentes dans la cellule bactérienne.
L’utilisation des mutants K-12 AoxyR, AsoxR et AsoxS, qui étaient tous plus sensibles a la
plumbagine que la souche sauvage, suggere que I’apparition de H»O» se produit bel et
bien suite & I’exposition a ce produit. Au contraire, ’exposition a la phénazine
méthosulfate et la phénazine éthosulfate n’a produit aucune différence de sensibilité pour

le mutant CFT073 AsitABCDAmntH et le mutant K-12 AoxyR. Ces résultats suggerent

donc un role orienté plus vers la résistance au H,O, pour ces deux systémes.

Les différences de sensibilité aux différents agents peuvent probablement s’expliquer par
leurs différents mécanismes d’action pour générer du stress oxydatif ou encore d’autres
effets toxiques. En effet, chez E. coli, la réponse au stress générée par la phénazine
méthosulfate est considérablement différente de la réponse générée par la plumbagine. De
plus, comme mentionné précédemment, ’exposition a la phénazine méthosulfate produit
une haute activité de la catalase et peu d’activité des SODs, alors que I’exposition a la

plumbagine augmente I’activité des deux mécanismes de résistance au stress oxydatif
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(Hassan et Fridovich, 1979; Schwartz et al., 1983). Il est donc normal d’observer

différents résultats pour des produits générant différents types de stress.

Il'est aussi possible de constater que la souche CFT073 en général est plus résistante que
la souche K-12 utilisée. Etant donné que la taille du génome de CFT073 est supérieure a
celle de K-12 (5,23 Mb versus 4,64 Mb), il est évident que la souche CFT073 a acquis des
geénes supplémentaires que la souche K-12 ne posséde pas (Welch ez al., 2002). Parmi ces
genes, plusieurs facteurs de virulence ou de résistance tels que des structures de surface
(capsule, LPS, systemes d’efflux, protéines de la membrane externe, etc.) sont présents et

pourraient permettre a la souche clinique de mieux résister au stress oxydatif.

En général, les souches étudiées sont plus résistantes aux agents générant des stress
oxydatifs sur milieu riche que sur milieu minimal. Ce phénoméne pourrait étre expliqué
par la composition différentielle des deux milieux. Le milieu LB constitue un milieu non
défini, c’est-a-dire que la composition exacte de celui-ci n’est pas connue, ainsi que la
concentration de chaque €lément contenu. Cependant, plusieurs composants organiques
sont présents en grande quantité. Pour sa part, le milieu M9-glucose est un milieu défini,
dont toutes les concentrations des différentes substances sont connues. Il est possible que
lors des tests de sensibilité sur milieu solide LB, les produits générateurs de stress
appliqués au centre de la gélose, au moment de leur diffusion, soient inactivés par les
composés organiques. Ils auraient donc moins d’effet sur les bactéries en croissance et
seraient moins toxiques. De plus, une plus grande concentration de métaux comme le
manganese est disponible sur un milieu riche. Donc, I’importance des transporteurs de
métaux comme SitABCD et MntH sera possiblement moins critique pour la résistance au

stress oxydatif,

En regard des ces tests, le systtme MntH semble plus important chez la souche CFT073
afin de résister au stress oxydatif in vitro. De plus, Kehres et ses collaborateurs ont
démontré, chez S. Typhimurium, que SitABCD transportait le Mn** dans des conditions
légerement alcaline, tandis que MntH transportait plus efficacement le Mn?* a des pH

acides (Kehres et al., 2002b). Les deux transporteurs auraient donc des roles
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physiologiques distinctifs. Il est donc possible que lors des tests sur géloses, le milieu de
croissance des bactéries ait été un peu plus acide, et que dans ces conditions, MntH se soit
révélé plus important pour le transport de Mn”*. Cependant, lors des coinfections réalisées
3 ’aide du modele d’infection du tractus urinaire ascendante, il semblerait que les
conditions rencontrées par les bactéries permettaient un fonctionnement adéquat des deux
systemes (SitABCD et MntH), puisque la perte de I’'un ou I’autre n’affectait pas la

capacité de la souche a coloniser les organes et survivre dans ces derniers.

4.3 Régulation de ,sitA par OxyR

Suite aux tests de sensibilité aux différents composés générant différents stress oxydatifs,
le systtme SitABCD semblait impliqué dans la résistance au H»O». Nous avons donc
voulu étudié le role d’OxyR, régulateur de la réponse au H»O,, dans la régulation de
sitABCD. Pour ce faire, des vecteurs fusionnant le promoteur sitA au géne lacZ ont €été
construits : plJ221, un vecteur 2 moyen nombre de copies et pli232 un vecteur
d’intégration. Des tests en milieu LB liquide ont tout d’abord été effectués avec
différentes souches (CFT073 Alac, CFT073 AlacAoxyR et CFT073 AlacAfur) contenant

les deux plasmides afin d’évaluer I’expression du promoteur de sitA.

A la figure 3.14, les résultats pour les souches transformées avec le plasmide plJ221 sont
présentés. Il est possible de remarquer que la souche CFT073 AlacAfur présente une
expression de sitA beaucoup plus élevée que les souches CFT073 Alac et CFT(073
AlacAoxyR. Ceci est probablement di au fait que le géne fur régule négativement
sitABCD. En effet, chez S. Typhimurium, il a été découvert que I’opéron sitABCD est
réprimé par MntR et Fur (Ikeda er al., 2005; Zhou et al., 1999). Etant donné que Fur est
un répresseur, il est logique que lorsque muté, donc absent, les génes réprimés ne le soit
plus. C’est ce méme phénomene qui est observé avec sitABCD. Lorsque fur est absent, on
remarque une augmentation de I’expression. On remarque le méme phénomene aux

figures 3.15 et 3.16.
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La figure 3.15 montre les résultats obtenus pour les souches transformées avec le vecteur
d’intégration plJ232 en milieu liquide LB. Comme mentionné précédemment, il est
possible de remarquer que le niveau de base d’expression de sitA est différent pour les
trois souches, CFT073 Alac, CFT073 AlacAoxyR et CFT073 AlacAfur. En effet, en
présence des deux protéines OxyR et Fur, le niveau reste assez bas. Par contre, lorsque
OxyR est absent, on remarque une augmentation de I’expression en général et une plus
grande augmentation encore lorsque Fur est absent. Ces résultats suggérent qu’OxyR
Jouerait possiblement le role d’un régulateur négatif et qu’en son absence, I’expression

des genes sitABCD sera plus élevée.

La figure 3.16 montre les mémes souches que la figure 3.15, mais cette fois, le test a été
effectué sur gélose LB. Cette expérience confirme les résultats obtenus a la figure 3.15,
puisqu’on remarque toujours un niveau d’expression de sitA plus élevé en absence
d’OxyR et un niveau encore plus élevé en absence de Fur. Cependant, les niveaux
d’unités Miller semblent en général étre plus élevés sur gélose qu’en milieu solide. Ceci
pourrait €tre expliqué par le fait que sur gélose, les conditions rencontrées par les
bactéries sont différentes de celles rencontrées en milieu liquide. En effet, lors de la
croissance sur gélose, les bactéries semblent rencontrer plus de stress oxydatif qu’en
milieu liquide (Cuny et al., 2007). De plus, lors de la croissance sur gélose, les régulons
OxyR et SoxRS sont induits, ce qui suggeére une augmentation du stress oxydatif. La
protéine Fur aussi est induite lors de croissance sur gélose. Donc, les niveaux d’unités
Miller plus élevés observés sont possiblement dus au fait que les bactéries sont exposées a
un plus grand stress oxydatif (Cuny et al., 2007). De plus, les cellules se retrouvant en
phase stationnaire de croissance sont confrontées a un environnement plus stressant en
termes de nutriments et stress oxydatif comparativement a des cellules en phase
logarithmique de croissance. SitABCD étant impliqué dans Ie transport de Mn?*, il aurait
un role possible dans la défense contre ce stress oxydatif et serait donc plus induit.

Finalement, la figure 3.17 montre les résultats obtenus pour les souches CFT073 Alac,
CFT073 AlacAoxyR et CFT073 AlacAfur transformée avec plJ232, mais ayant poussées

sur milieu solide minimal M9-glucose. On remarque sur cette figure que le niveau

d’expression de sitA chez la souche manquant Fur (CFT073 AlacAfur) est revenu
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pratiquement au niveau de la souche manquant OxyR (CFT073 AlacAoxyR), mais les
deux sont toujours plus élevé que la souche CFT073 Alac. La fonction principale de Fur
est de contrdler le transport de fer a I’intérieur de la cellule. Lorsque la concentration
intracellulaire est suffisante, Fur est activé et réprime plusieurs genes impliqués dans le
transport de fer (Andrews et al., 2003). Lorsque la bactérie croit dans un milieu riche, le
fer et plusieurs métaux sont présents en grande quantité pour la bactérie. Celle-ci doit
donc réguler I’entrée de fer, afin de ne pas causer plus de stress que nécessaire. Etant
donné que Fur est un répresseur de sitABCD (Ikeda et al., 2005), en son absence, comme
mentionné précédemment, sitABCD n’est pas réprimé et est donc plus exprimé. C’est ce
que ’on observait aux figures 3.14, 3.15 et 3.16. Cependant, en milieu minimal, le fer et
autres métaux ne sont pas présents en grande quantité et les systemes de transport de fer
ne sont pas réprimés par Fur. Donc, I’absence de Fur lors de la croissance sur milieu
minimal affecte moins I’expression de sirfA puisque méme s’il était présent, il ne

réprimerait pas le promoteur.

Pour toutes les figures montrant les résultats des essais de dosage de la B-galactosidase, il
est possible d’observer une augmentation de I’expression du promoteur sitA en présence
de H,O, (Figure 3.14, 3.15, 3.16 et 3.17). La présence de H,O, semblerait donc avoir un
effet sur I’expression du systeme SitABCD. Cependant, méme en absence d’OxyR, une
induction de I’expression du promoteur peut étre observée. Il est a noter que les résultats
obtenus lors des essais dosant la B-galactosidase pourraient étre dus a la régulation de fur
par OxyR. En effet, il a été démontré que le gene fur est activé par les régulateurs OxyR
et SoxRS (Zheng et al., 1999). Donc, en absence d’OxyR, il est possible que I’expression
de Fur soit moins activée, et ainsi réprimera moins sifA. On observerait donc une

augmentation de I’expression de sitA dii & un effet indirect d’OxyR sur Fur.

Afin de s’assurer que ’effet observé lors de I’ajout de H»O, était dii directement a OxyR
ou a un effet indirect par Fur, nous avons voulu tester I’interaction directe entre le
promoteur sitA et la protéine OxyR. Pour ce faire, la protéine OxyR a été surexprimée et

la fraction soluble a été utilisée pour la réalisation du test d’interaction. A la figure 3.18, il
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est possible de constater qu’une bonne fraction de la protéine surexprimée est soluble.
Cette €étape s’est avérée une vérification nécessaire puisque I’interaction entre la protéine
et le promoteur ne pouvait s’effectuée qu’en milieu aqueux. Par la suite, le test
d’interaction a été effectué. Aucune interaction n’a été observée entre le promoteur de
sitA et la protéine OxyR, comme le montre les figures 3.19 et 3.20. Par contre, on voit que
le contr6le positif utilisant le promoteur de katG a permis de détecter la liaison de la
protéine OxyR. Il est donc possible de conclure que ces résultats suggeérent que la
protéine OxyR ne se lie pas directement au promoteur de sifA, et donc ne régule pas de

facon directe le systeme SitABCD.

Suite a ces résultats, il semblerait donc que I’effet observé d’augmentation de
I’expression de sitA en présence de H,O» ne serait pas dii directement a I’activation par
OxyR. Comme mentionné précédemment, la plus grande expression de sifA en absence
d’OxyR pourrait étre di a4 une réduction de I’expression de fur, ce qui ménerait A une

augmentation de I’expression de sitABCD.

De plus, plusieurs études ont démontré que certains génes étaient toujours induits en
absence de SoxRS et OxyR, suggérant la présence d’autres régulateurs répondant au
stress oxydatif généré par le H,O,. Par exemple, une étude a révélé qu’une proportion
significative de génes induits par le superoxyde sont indépendants de SoxRS (Greenberg
et al., 1990; Pomposiello et al., 2001). Le géne hmp, codant pour la flavohaemoglobine,
est induit par le paraquat et 1’oxyde nitrique indépendamment de SoxRS (Membrillo-
Hernandez ef al., 1997; Poole et al., 1996). Par ailleurs, on sait que la plupart des génes
induits par le H,O, sont régulés par OxyR. Cependant, certains génes sont toujours
induits par le H,O, méme en absence de ce régulateur ou de SoxRS, suggérant la présence
d’autres régulateurs répondant au stress oxydatif causé par le H,O, (Zheng et al., 2001).
De plus, ce phénomene a aussi été€ observé chez un autre systéme présent chez E. coli,
I'opéron sufABCDSE. Le systteme Suf joue un réle important dans des conditions de
stress, telles le manque de fer ou la présence de stress oxydatif. En effet, Lee et ses
collaborateurs ont démontré que sufA est induit par des produits générant du superoxyde

et du H>O.. De plus, cette induction n’était pas médiée par SoxRS et était plus importante
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en absence de ce régulateur. Il serait donc possible que le méme phénomene soit existant
pour le systtme SitABCD, c’est-a-dire que d’autres régulateurs encore inconnus soient
impliqués dans la régulation du systeéme lors de la présence de stress oxydatif (Lee ef al.,

2004).

Les résultats obtenus ont donc permis I’étude du rdle du systeme SitABCD pour la
virulence de la souche UPEC CFT073, lors d’ITUs dans le mode¢le de la souris. De plus,
le r6le dans la défense contre le stress oxydatif ainsi que la régulation du systéme a pu
étre étudié. Ces résultats permettent de mieux comprendre les différents événements qui
ont lieu dans le tractus urinaire. Une analyse plus compléete de la régulation de I’opéron
SitABCD permettra de mieux comprendre la régulation du systtme face au stress

oxydatif, ainsi que les différents régulateurs qui pourraient y jouer un role.
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Conclusion

Il été démontré précédemment chez quelques especes bactériennes que le systeme
SitABCD est important pour la virulence et la résistance au stress oxydatif, et ce dans
différents modeles. Or, I’importance du systtme dans le modele d’infections du tractus
urinaire ascendantes, ainsi que son importance pour contrer le stress oxydatif rencontré
dans ce milieu n’avait jamais été étudié. Ce projet de recherche reposait donc sur I’étude
du role du systeme SitABCD chez la souche d’E. coli uropathogéne CFT073 causant des
infections du tractus urinaire. Trois volets ont été explorés au cours de cette étude. Tout
d’abord, nous avons déterminé le role du systeme SitABCD pour la virulence de la
souche CFTO073. Par la suite, nous avons déterminé son rdle dans la résistance au stress
oxydatif causé par plusieurs produits chimiques. Finalement, la régulation du systéme a
été étudiée suite a une exposition au peroxyde d’hydrogéne et le role du régulateur de la
réponse au H,O,, OxyR, a été évalué.

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées suite a ce travail sur ’étude du rdle du
transporteur SitABCD, ainsi que sa régulation, pour la virulence et la résistance au stress
oxydatif de la souche uropathogéne CFT073. Tout d’abord, il a été démontré que le
systeme SitABCD est important pour la virulence de la souche, seulement lors de la perte
simultanée du systtme MntH, ces deux syst®mes possédant possiblement un rdle
complémentaire. Par ailleurs, il a été établi que la perte de ces deux systémes
simultanément entraine une augmentation de la sensibilité de la souche CFTQ73 au stress
oxydatif, semblant étre plus associée au peroxyde d’hydrogéne. L’implication d’OxyR
dans la régulation du systtme a finalement été étudiée. Malgré I’observation de
I"augmentation de I’expression du promoteur de sitA en présence de H>O, a I’aide de tests
de dosage de la B-galactosidase, aucune interaction spécifique entre la protéine OxyR et
le promoteur sitA n’a été observée. Ces résultats ont donc suggéré que la présence des
deux systémes SitABCD et MntH est nécessaire pour la virulence compléte de la souche
UPEC CFTO073 et la résistance au stress oxydatif. De plus, malgré que I’ajout de H,0,

augmente I’expression du promoteur sitA, la protéine OxyR ne semble pas directement



impliquée dans la régulation de ce dernier. Ceci suggere la présence possible d’autres

régulateurs inconnus régulant les génes sitABCD en présence de H,0,.

Plusieurs questions restent encore en suspens et maintes expériences seront nécessaires
afin d’y répondre. Par exemple, il serait intéressant de tenter de découvrir ces régulateurs
encore inconnus impliqués dans I’activation des geénes sifABCD lors de la présence d’un
stress causé par le H,O,. De plus, la mutation simultanée de plusieurs régulateurs, tels
OxyR, Fur et MntR, permettrait d’étudier I’effet cumulatif de ces derniers sur
I’expression de SitABCD. Finalement, il serait intéressant d’étudier I’effet de la
modification de certaines bases dans la région promoteur de sitA sur la régulation de

I’expression du systeme SitABCD.
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