INRS-Institut Armand-Frappier

Caractérisation des roles des régulateurs de I’homéostasie du fer chez une souche
uropathogéne d’Escherichia coli causant des infections extra-intestinales

Par
Rima Habib

Mémoire présenté pour I’obtention du grade de
Maitre és sciences (M. Sc.) en microbiologie appliquée

Jury d’évaluation

Président du jury Jonathan Perreault, INRS-IAF
et examinateur interne

Examinateur externe Mario Jacques
Faculté de médecine vétérinaire
Université de Montréal

Directeur de recherche Charles M. Dozois, INRS-Institut Armand-Frappier

©Droits réservés de Rima Habib, 2011







Résumé

Les bactéries du genre Escherichia coli (E. coli) causant des infections extra-
intestinales (EXPEC) sont la principale cause d’infection du tractus urinaire chez les
humains et certains animaux. Ces souches pathogénes possédent plusieurs facteurs de
virulence qui leur permettent de contrer les mécanismes de défense de I’héte ainsi que
les barri¢res physiques du systéme urinaire. Parmi ces facteurs, il y a des systémes
particuliers d’acquisition du fer et de résistance au stress oxydatif. La régulation de
I’homéostasic du fer est donc importante pour E. coli et elle implique deux
régulateurs principaux: Fur, un répresseur transcriptionnel, et RyhB, un petit ARN

(acide ribonucléique) non codant.

Les objectifs de ce projet consistaient a caractériser les roles individuels et
combinés de Fur et RyhB dans la virulence d’une souche EXPEC uropathogene : la
souche CFT073. Celle-ci a été originellement isolée d’un cas de pyélonéphrite aigué.
Les réles des régulateurs ont donc été plus précisément étudiés au niveau de deux
facteurs importants pour la virulence : la production de sidérophores, un systéme
d’acquisition ferrique bactérien efficace, et la capacité a survivre en présence d’un

stress oxydatif.

Dans un premier temps, des mutations simples et doubles au niveau des génes
ryhB et fur ont été effectuées chez la souche uropathogéne CFT073. Les mutants ont
été testés pour leur capacité a croitre dans différents milieux de culture dont un milieu
riche, un milieu pauvre en fer, ainsi que I'urine humaine. De plus, les souches
mutantes ont été testées pour leur capacité a produire, dans un milieu minimal, les
trois principaux types de sidérophores : I’entérobactine, les salmochélines et
I’aérobactine. Elles ont aussi été testées pour leur capacité de survie au stress oxydatif
impliquant I’agent réactif qu’est le peroxyde d’hydrogéne (H»O,). Afin d’étudier
’importance des régulateurs de fer pour la virulence bactérienne, les différents
mutants ont finalement été testés pour leur pathogénicité dans un modéle d’infection

de tractus urinaire murin.
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Les résultats démontrent que la perte de fur, chez le simple ou le double
mutant déclenche un retard de croissance dans un milieu minimal pauvre en fer. De
plus, la perte simultanée des régulateurs Fur et RyhB (double mutant) diminue
significativement la capacité de la souche a produire les trois types de sidérophores
ainsi qu’a survivre en présence d’un stress oxydatif associé au H,O,. Ces données
suggerent donc qu’il existe un important réle cumulatif des régulateurs de fer chez la
souche uropathogeéne au niveau de la virulence. En effet, dans le modéle de co-
infection, qui consistait a étudier la capacité des mutants a étre en compétition avec la
souche sauvage CFT073, toutes les souches mutantes présentaient une atténuation (un
décompte bactérien significativement plus petit que la souche sauvage) dans les reins
des souris, 48 heures post-infection. De plus, le double mutant était aussi atténué dans
la vessie au sein du méme modéle. Etant donné les résultats significatifs que présentait
la souche double mutante seule, celle-ci a été testée pour sa seule capacité a causer
une infection dans le modele du tractus urinaire murin. Les résultats aprés 48 heures
post-infection démontrent ainsi que 1’absence cumulative de Fur et RyhB a un impact
important sur la virulence en raison du fait que la souche double mutante était atténuée
dans la vessie des souris. Parallélement, la méme souche doublement complémentée a
également été testée et elle était en mesure de regagner la capacité a causer une
infection de fagon comparable a la souche virulente sauvage. Ceci a ainsi permis

d’attribuer de maniére définitive les effets observés aux mutations ryhB et fur.
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Somme toute, cette étude est la premiére a avoir démontré des effets
relationnels existants entre les régulateurs de I’homéostasie du fer, Fur et RyhB, sur la
production de sidérophores, sur la sensibilité au stress oxydatif ainsi que sur la
pathogenese dans un modeéle d’infection du tractus urinaire murin, chez la souche

ExPEC CFT073.
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Introduction

Il existe une variété de souches bactériennes pathogenes Escherichia coli qui
causent des maladies infectieuses. Parmi les différents pathotypes, il y a
majoritairement les pathogénes extra-intestinaux (ExPEC) (Russo et Johnson, 2003;
Kaper et al., 2004). Les EXPEC engendrent, chez les humains et les animaux, diverses
maladies extra-intestinales telles que les infections urinaires, la septicémie, la
méningite néonatale et la colibacillose chez la volaille (Dozois et Curtiss, 1999; Russo
et Johnson, 2003). Les infections du tractus urinaire (ITUs) sont, quant 4 elles, une des
infections acquises les plus communes dans les pays industrialisés, affectant ainsi
négativement la santé publique et ’industrie agricole (Foxman er al., 2000; Russo et
Johnson, 2003; Belanger ef al., 2011). Ce type d’infection peut causer une cystite
(infection de la vessie), une pyélonéphrite (infection des reins) ou une bactériémie
(infection sanguine) (Mulvey, 2002; Kaper ef al., 2004). Les « uropathogenic E. coli »
(UPEC), un sous-groupe d’ExPEC, sont majoritairement responsables des 1TUs
(Russo et Johnson, 2003; Kaper e al., 2004).

Les UPEC possédent des mécanismes de virulence qui leur permettent de
contrer le systtme immunitaire de I’hGte et les barriéres physiques du systéme
urinaire, contrairement aux souches commensales. Ce milieu peu propice a la
prolifération bactérienne, est limité en fer. 1] existe ainsi des systémes de régulation de
’homéostasie du fer bactérien, car il est un élément essentiel pour la survie de la
majorité des organismes vivants. En effet, ce métal de transition est impliqué dans
plusieurs réactions métaboliques et biologiques. En conditions physiologiques, le fer
est retrouvé sous deux formes : le fer ferreux (Fe*") et le fer ferrique (Fe*') (Griffiths,
1999; Andrews et al., 2003). Ce dernier est extrémement insoluble dans un milieu
aérobie. Ainsi, il est non utilisable et peu disponible pour diverses réactions ou
utilisation. Ce phénoméne procure une forme de protection a I’organisme en raison du
fait que le fer peut étre hautement toxique en présence d’oxygéne (Andrews ef al.,
2003). En effet, la combinaison de fer et d’oxygéne engendre un stress oxydatif, et ce,
en formant un niveau élevé de radicaux libres dommageables pour les cellules.
Somme toute, la faible quantité de fer disponible et son potentiel de toxicité sont des

facteurs limitants pour la croissance des microorganismes.




Ainsi, les bactéries, et autres organismes, ont développé des systémes de
régulation afin de maintenir un apport de fer suffisant tout en contrdlant sa toxicité.
Chez les mammiferes, le fer est complexé a des protéines de haute affinité (par
exemple la transferrine) assurant I’homéostasie du fer. La séquestration du fer par les
ferroprotéines chez I’héte diminue donc davantage la disponibilité de ce métal pour
les microorganismes et ce, également durant I’infection (Griffiths, 1999; Ratledge et
Dover, 2000). Pour dépasser ces contraintes, les bactéries pathogénes, telles que les
UPEC, possedent une variété de systémes d’acquisition du fer, dont les sidérophores
et leurs récepteurs respectifs (Faraldo-Gomez et Sansom, 2003). Ce sont des
molécules de faible poids moléculaire ayant une grande affinité pour le fer ferrique
(Fe*") (Andrews ef al., 2003). Ainsi, en cas de besoin en fer, les sidérophores sont
excrétés par les bactéries afin de s’approprier le Fe** contenu dans les ferroprotéines
de I'héte (Andrews ef al., 2003). 1l existe une variété de sidérophores classés en
différentes catégories selon leur structure moléculaire (Payne et Mey, 2004).
L’entérobactine, I’aérobactine, les salmochélines et I’yersiniabactine sont les
principaux sidérophores excrétés par E. coli (Crosa et Walsh, 2002; Miethke et
Marahiel, 2007). Leurs réles individuels et combinés pour la virulence des souches
ExPEC ont été le sujet de diverses études.

En plus du transport ferrique, il existe d’autres mécanismes de virulence extra-
intestinaux, dont la défense contre le stress oxydatif. Les pathogénes sont ainsi munis
de systemes de défense qui leur permettent de survivre a certaines conditions, telles
que la génération de radicaux libres par le systéme immunitaire inné de I’héte et le
potentiel de toxicité du fer. Chez E. coli, les principaux régulateurs de I’homéostasie
du fer sont impliqués positivement ou indirectement dans la régulation de la réponse
au stress oxydatif (Zheng er al., 1999). Par conséquent, en présence d’exces de fer et
de radicaux libres, les mécanismes d’acquisition de fer sont réprimés et contrdlés.

De ce fait, la régulation des divers mécanismes responsables de I’acquisition et
de I’entreposage ferrique ainsi que de la défense contre le stress oxydatif est
importante afin de maintenir I’homéostasie du fer bactérien. Le principal régulateur
protéique chez E. coli est Fur (« Ferric uptake regulator ») (Andrews et al., 2003; de
Lorenzo ef al., 2004). Fur est une protéine homodimére qui agit comme un régulateur
transcriptionnel négatif lorsqu’il est lié a son co-répresseur le Fe’* (Hantke, 2001).

Ainsi, en présence de fer, Fur posséde la conformation active (dimérisation) qui lui
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permet de se lier 4 I’ADN (Andrews er al., 2003; de Lorenzo ef al., 2004; Coy et
Neilands, 1991). 11 contréle I’expression de plus de 90 génes connus a ce jour, dont
principalement ceux impliqués dans le transport et ’acquisition du fer (Andrews ef al.,
2003). Par conséquent, lorsque la concentration en fer intracellulaire dans la bactérie
est optimale ou élevée, Fur est activé et il réprime I’acquisition de fer en empéchant la
transcription des génes codant pour les systtmes de sidérophores. Plusieurs génes
codant pour la synthése des ferroprotéines sont aussi positivement régulés par la
protéine Fur (Masse ef al., 2007). En effet, il a été découvert chez E. coli K-12 non
pathogene, un systeéme de régulation de fer particulier : dans un milieu ou la quantité
de fer est suffisante, Fur réprime I’expression d’un petit ARN non codant nommé
RyhB (Masse et Gottesman, 2002). Celui-ci a pour fonction d’empécher la
transcription de plusieurs génes codant pour des protéines (non-essentielles) de
stockage de fer en assurant la dégradation d’ARNm cibles (Masse er al., 2005; Masse
et al., 2007). A Pinverse, lorsque la concentration de fer intracellulaire est faible, le
gene ryhB est activé, car Fur, inactif, ne peut I’inhiber.

Plusieurs études antérieures sur les divers mécanismes de transport et
d’acquisition de fer en lien avec la protéine Fur et ’ARN RyhB ont été faites chez E.
coli K-12 non pathogéne. A ce jour, les réles individuels et combinés de ces deux
régulateurs concernant la production de sidérophores, la résistance au stress oxydatif
et la virulence chez des souches EXPEC n’ont pas encore été étudiés. Ainsi, les
objectifs de ce projet consistent a étudier ces roles chez une souche EXPEC, soit la
souche uropathogéne CFT073, en générant des mutations aux niveaux des génes fur et
ryhB. L’hypothése est que les régulateurs Fur et RyhB jouent un réle individuel et
cumulatif dans la virulence extra-intestinale chez E.coli.

Ce mémoire présente, tout d’abord, les aspects généraux qui sont utiles pour la
compréhension du sujet d’étude, soient les caractéristiques des souches UPEC, les
facteurs de virulence, les mécanismes d’acquisition et d’entreposage du fer, les
mécanismes de défense contre le stress oxydatif ainsi que les principaux régulateurs
de I’homéostasie du fer chez E. coli. Suite a la revue de littérature, le protocole
expérimental, les résultats ainsi que I’analyse de ces derniers sont présentés afin

d’élaborer et de définir les applications concrétes qu’a apporté ce projet d’étude.




Chapitre 1. Revue de littérature




1.1 Escherichia coli

La microflore digestive humaine se caractérise par sa complexité et sa
diversité. L’ensemble des microorganismes qui la compose assure I’homéostasie et la
santé de I’héte par le biais de relations symbiotiques. En effet, outre la présence de
diverses espéces microbiennes, elle est principalement composée de bactéries
anaérobies strictes et d’une proportion de bactéries anaérobies facultatives. Parmi ces
derniéres, il y a les bactéries du genre Escherichia coli (E. coli), des bacilles Gram
négatifs et versatiles, qui font partie de la famille des Enterobacteriaceae
(entérobactéries) (Sussman, 1997). E. coli est un organisme commun de la microflore
commensale intestinale de ’humain et de plusieurs mammiféres. Les souches d’E.coli
commensales colonisent le tractus gastro-intestinal du nouveau-né suivant les
quelques heures apreés sa naissance (Sussman, 1997). Celles-ci ne présentent
généralement aucun risque pour la santé des humains et procurent plusieurs effets
bénéfiques a I’hote tels que I’apport de nutriments, une régulation immune et une
protection en cas de colonisation par des souches pathogénes. Toutefois, il existe aussi
plusieurs souches d’E. coli pathogénes qui peuvent causer des maladies chez des
individus en bonne santé, dans le cas ou la barriére gastro-intestinale est altérée et

surtout chez les immunodéprimés (Kaper ef al., 2004).

Il existe ainsi une diversité de souches d’E. coli non pathogénes et pathogénes
chez diverses especes animales et plusieurs méthodes sont disponibles pour les étudier

et les classifier.

1.1.1 La collection KEIO

La collection KEIO regroupe une diversité de clones E. coli K-12 (non-
pathogenes) présentant des délétions simples de génes non-essentiels générées grace
au systeme de recombinases A Red (I’approche est détaillée dans la section matériel et
méthode) (Datsenko et Wanner, 2000; Baba er al., 2006). Des 4288 génes ciblés 3985
ORFs ont été mutés. Ces génes codent probablement pour des génes non essentiels de
la bactérie, tandis que les 303 autres génes (dont 37 ont des roles inconnus) coderaient
pour des génes essentiels, car aucun mutant n’y a été trouvé. Ainsi, cette banque de

mutants a été créée dans le but de procurer une nouvelle ressource pour étudier les




conséquences et les effets de la perte d’un géne spécifique dans différentes conditions
et pour en déterminer leur réle potentiel. Son utilisation est donc combinée a une
approche génomique systémique et fonctionnelle (Baba er al., 2006). Jusqu’a ce jour,
différentes études se sont servies de cette collection afin d’étudier la fonction d’un
geéne non caractérisé et I’analyse du métabolisme bactérien. En effet, différents
groupes de clones de la collection ainsi que des milliers de mutants individuels ont
déja été mondialement distribués. La distribution est gérée via le site de GenoBase
(http://ecoli.aist-nara.ac.jp/) de concert avec les différentes données et les autres
ressources fournies par la banque ASKA (A complete Set of E. coli K-12 ORF
Archive) (Kitagawa er al., 2005). Les souches sont aussi maintenant distribuées par
Yale (Escherichia coli genetic stock center).

La collection KEIO ainsi que la méthode de délétion génique par recombinases
A Red peuvent étre utilisées non seulement pour étudier la bactérie E. coli, mais aussi
pour élargir I’étude de propriétés des différents génes pouvant étre retrouvés dans

divers organismes.

1.1.2 La classification sérologique

La classification sérologique est un moyen pour distinguer les différentes
souches d’E. coli. Celle-ci est établie en fonction de la composition antigénique de la
surface bactérienne des souches, soit la présence de I’antigéne O, K ou H. 1| existe une
grande variabilité de ces antigénes chez E. coli. En effet, plus de 167 antigénes O, plus
de 80 antigénes K et plus de 50 antigénes H ont été identifiés (Whitfield et Roberts,
1999). Tout d’abord, I’antigéne O est contenu dans les lipopolysaccharides (LPS)
présents sur la paroi bactérienne (Stenutz ef al., 2006). Les LPS sont composés du
lipide A, situé dans la membrane, du polysaccharide central et de la chaine latérale O,
ou antigéne O. Les antigénes K sont des polysaccharides acides et ils composent la
capsule bactérienne (Whitfield et Roberts, 1999). Finalement, les antigénes H sont de
nature protéique et ils entrent dans la composition de la structure flagellaire, celle-1a

méme qui permet la mobilité bactérienne (Wiles ef al., 2008).




1.1.3 La collection ECOR

La collection ECOR (« Escherichia coli reference collection ») a été présentée
par leurs fondateurs Ochman et Selander en 1984. Cette approche phylogénétique
permet de mettre en relation les différentes souches d’E. coli commensales et
pathogénes avec un ancétre commun. En effet, elles regroupent 72 souches
d’Escherichia coli isolées d’une variété d’hotes (animaux et humains) et provenant de
différentes localisations géographiques (Ochman et Selander, 1984). La totalité des
souches sélectionnées a été classée en cinqg groupes distincts : A, B1, B2, D et E. Ce
classement a été effectué grace a la technique « Multilocus enzyme electrophoresis »
(MLEE). Celle-ci permet I’analyse des séquences d’ADN des genes métaboliques
conservés en utilisant 38 enzymes métaboliques. Les groupes A et B1 sont les plus
proches et les plus récents. Plus précisément, le groupe A regroupe la majorité des
souches commensales et K-12 (non pathogénes) provenant de sources humaines. Les
isolats originaires des mammiferes autres que les primates sont davantage classés dans
le groupe B1 (Herzer et al., 1990; Duriez ef al., 2001). Les souches possédant le plus
grand génome, dii a la présence des ilots de pathogénicité, sont classées dans le groupe
B2 et D (section 1.2). Tout particulierement, le groupe B2 englobe la majorité des
souches responsables des infections extra-intestinales (Russo et Johnson, 2000;
Johnson et Russo, 2002). De plus, comme ce groupe est le plus ancien, il possede

donc la plus haute diversité génétique de la gamme.

Ainsi, le groupe A et B1 regroupent principalement des souches avirulentes, le
groupe B2 et D regroupent des souches hautement et moyennement virulentes,
respectivement. Les souches non catégorisées a ce jour et celles ayant des origines

différentes des autres groupes sont classées dans le groupe E (Herzer et al., 1990).

1.2 Escherichia coli pathogénes

Les différents pathotypes d’E. coli engendrent des maladies chez un individu
en bonne santé. A la différence des souches commensales, les E. coli pathogénes
possédent des facteurs de virulence qui leur conferent une bonne adaptation a de
nouvelles niches de colonisation et la capacité a causer une infection (Kaper et al.,

2004). La comparaison des génomes de la souche E. coli K-12 (non pathogéne) et de




la souche UPEC CFTO073 a mis en évidence la différence de taille, la premiére étant de
4.6Mb et la seconde de 5.2Mb, qui révéle I’addition de matériel génétique pouvant
coder pour des facteurs de virulence. L’analyse a permis de constater que 74% du
génome de la souche K-12 est identique a celui de la souche UPEC. Une comparaison
a aussi été faite avec la souche entérohémorragique O157 :H7, agent causant des
colites hémorragiques. Celle-ci a un génome d’une taille d’environ de 5.5Mb. La
comparaison a démontré une différence au niveau du génome bactérien, mais aussi
une forte homologie entre la souche commensale (environ 4.1Mb), indiquant que les
différentes souches d’E. coli possédent un certain nombre de génes communs, qui ont
été conservés au cours de I’évolution (Welch er al., 2002). En plus de la présence
d’une différence génomique entre les différentes souches causant des maladies et celle
qui est non pathogéne, il a été démontré qu’il existe une grande variabilité entre les
souches d’E. coli causant le méme type d’infection (ex. les souches UPEC CFT073 et
536) (Brzuszkiewicz ef al., 2006; Marrs ef al., 2005).

Les facteurs de virulence retrouvés chez les souches pathogénes sont encodés
par des portions d’ADN présents sur des ilots de pathogénicité (PAls) acquis au fil du
temps par transfert horizontal. En effet, des études ont mis en évidence que la
présence de certains facteurs de virulence retrouvés chez les UPEC (ex. CFT073 et
536) est associée a divers PAls (Rasko er al., 2001; Oelschlaeger e al., 2002). Cette
acquisition distincte de matériel génétique peut se faire soit par I’entremise de
plasmide ou de bactériophage, donc d’une provenance extérieure. Il existe diverses
méthodes d’incorporation telles que la transformation, la conjugaison ou les éléments
mobiles auto-intégrants (ex. : les transposons) (Groisman et Ochman, 1996; Dozois et
Curtiss, 1999). La présence de ces PAls modifierait ainsi le potentiel pathogéne des

souches.

1.2.1 Les pathotypes E. coli

1l existe une variété de souches E. coli pathogénes qui ont la capacité de causer
des maladies infectieuses. Quatre symptdmes cliniques généraux d’une infection
causée par ce groupe de pathogénes sont retrouvés : des maladies entériques et/ou

diarrhéiques, les infections du tractus urinaire (ITUs), la septicémie et la méningite




chez les nouveau-nés. Ces souches peuvent étre classées en deux grandes familles
selon le lieu d’infection : les pathogénes intestinaux (IPEC) et les pathogénes extra-

intestinaux (ExPEC) (Russo et Johnson, 2003; Kaper e al., 2004).

Les IPEC ont la capacité de causer des maladies gastro-intestinales chez les
humains et les animaux incluant les diarrhées persistantes, endémiques et épidémiques
ainsi que les colites hémorragiques. Ces maladies surviennent principalement dans les
pays développés, a quelques exceptions prés. 11 existe six sous-catégories d’IPEC qui
sont bien caractérisées: les E. coli entérotoxigéniques (ETEC), les E. coli
entérohémorragiques (EHEC), les E. coli entéropathogénes (EPEC), les E. coli
entéroaggrégatives (EAEC), les E. coli d’adhérence diffuse (DAEC) et les E. coli
entéroinvasives (EIEC) (Dozois et Curtiss, 1999; Kaper ef al., 2004; Miquel ef al.,
2010).

Les ExPEC ont la capacité de coloniser et d’infecter a I’extérieur du systéme
intestinal. Ces pathotypes engendrent diverses maladies extra-intestinales chez
I’humain et divers animaux. A chaque année, des milliards de dollars sont investis
dans leur traitement et dans les frais hospitaliers qu’elles engendrent. De plus, des
centaines de milliers de personnes perdent la vie suite a des complications et divers
symptomes causés par les souches EXPEC (Russo et Johnson, 2000). Il existe une
variété de catégories qui regroupent les souches selon le lieu et la cause de I’infection.
Principalement, il y a les souches uropathogénes (UPEC) responsables des infections
du tractus urinaire chez les humains et chez certains mammiféres, les souches
responsables de la méningite et de la septicémie néonatale (NMEC) et les souches
pathogénes aviaires (APEC) causant différentes maladies chez la volaille (par
exemple : la colibacillose aviaire) (Dozois et Curtiss, 1999; Russo et Johnson, 2003;
Belanger ef al., 2011). Ces derniéres aménent a d’importantes pertes économiques

agricoles (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999; Belanger e al., 2011).

1.3  Les infections du tractus urinaire par les UPEC

Les infections du tractus urinaire (ITUs) engendrent un impact important tant
sur le plan économique que médical en raison du fait qu’elles sont une des infections

acquises les plus communes dans les pays industrialisés (Foxman, 2002; Russo et




Johnson, 2003). Comme I’urétre de la femme est plus petit que celle des hommes,
elles sont davantage affectées par les ITUs. Une femme a environ 60% plus de risque
d’avoir une ITU au cours de sa vie; d’autant plus qu’environ 20% a 30% des femmes
vont subir des épisodes de récurrence (Foxman, 2002; Marrs ef al., 2005). Des
milliards de dollars sont ainsi investis 4 chaque année aux Etats-Unis dans le
traitement de ce type d’infection (Foxman, 2002; George et Manges, 2010). En
revanche, malgré le fait qu’il existe certains traitements efficaces contre les ITUs, le
risque potentiel d’une émergence de souches résistantes aux antibiotiques peut amener
les spécialistes a faire face a une autre problématique médicale (Ronald er al., 2001;
Johnson et al., 2002b).

Les ITUs peuvent €tre causées par une diversité d’espéces telles que Klebsiella
spp., Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa. Par
contre, elles sont majoritairement causées par un sous-groupe d’ExPEC : les UPEC
pour « uropathogenic E. coli ». En effet, E. coli est la principale cause de ce type
d’infection avec environ 80 a 85% des cas (Russo et Johnson, 2003). Il a été énoncé
que les uropathogénes proviendraient de sources commensales car ils font
généralement partie de la flore normale de I’intestin. En revanche, lorsqu’ils se
retrouvent au niveau du tractus urinaire via une contamination de la région urogénitale
par la flore fécale ou par une source externe, ils ont la capacité d’étre virulents via

I’activation de leurs génes de virulence spécifiques (Kaper er al., 2004).

1.3.1 Généralités sur les ITUs

1l existe plusieurs manifestions cliniques causées par les ITUs. Tout d’abord,
chez la majorité des femmes en santé, ce type d’infection se produit de maniére
ascendante (Figure 1.1) (Kaper er al., 2004). Suite & I’établissement de la bactérie
uropathogeéne au niveau de la région vaginale, celle-ci peut se rendre a la vessie par
’urétre et donc causer une cystite. Ce type d’infection localisée est généralement
symptomatique. Elle se traduit par une douleur a la miction et une grande fréquence
d’uriner. Par la suite, si le cas s’aggrave, la bactérie pathogéne peut atteindre les reins
de la victime via ses uretéres et causer ainsi une pyélonéphrite. Des symptdmes graves

tels que la fiévre et des vomissements accompagnent réguliérement ce type
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d’infection. Si le cas n’est pas traité ou qu’il y a présence de complications internes,
une bactériémie peut survenir, c’est-a-dire une infection potentiellement fatale au
niveau du sang de la patiente (Mulvey, 2002). Il existe aussi les ITUs de types
descendantes, mais elles sont plutt rares et sont généralement causées par certaines

especes du genre Staphylococcus, Salmonella et Candida (Ronald, 2002).

Vaisseaux sanguins

| 1} BACTEREMIE

Entrée bactérienne

Figure 1.1 : Infection ascendante du tractus urinaire (Kaper ef al., 2004).

1l existe une sous-population d’individus, dont la majorité est composée de
femmes, qui possédent une plus grande prédisposition aux ITUs. Parmi ce groupe, il y
a ceux présentant une anomalie fonctionnelle au niveau du tractus urinaire, une
défaillance au niveau des reins ou encore la présence d’un corps étranger (ex.
transplantation d’organe ou un cathéter) (Foxman et al., 2000; Hooton, 2003). Il y
aussi les personnes diabétiques et celles ayant un systéme immunitaire affecté soit par
une infection chronique ou par des prédispositions génétiques (Foxman, 2002). De

plus, les effets hormonaux chez la femme affectent aussi sa prédisposition a ce type




d’infection. L’cestrogeéne a la capacité de diminuer le pH vaginal, ce qui présente un
effet protecteur contre les bactéries uropathogénes. En effet, il a été démontré que la
présence d’un haut taux de production de cette hormone, comme chez les femmes
fécondes ou au cours d’une période du cycle menstruel, diminue la susceptibilité aux
ITUs. Cela est due au fait que I’adhérence bactérienne aux cellules épithéliales est
plus faible lors du pic d’cestrogéne. Ainsi, les femmes prépubéres et les femmes
ménopausées qui produisent moins d’cestrogéne sont plus & risque d’avoir une ITU.
Les femmes enceintes montrent aussi une susceptibilité plus grande a ce type

d’infection. (Hooton ef al., 1996; Schaeffer et al., 2001; Foxman, 2002).

1.3.2 Le systéme urinaire

Le systéme urinaire est un environnement inhospitalier pour les bactéries
pathogenes. En effet, leur présence dans ce milieu déclenche le systtme immunitaire
de I’h6te ce qui a pour effet de recruter des cellules lymphocytaires. Elles sont
responsables de I’élimination du pathogéne en promouvant la phagocytose et
I’inhibition de I’adhésion bactérienne (Schilling er al., 2001). 1l existe ainsi une
importante interaction entre le systéme de défense innée de I’héte et les UPEC (Figure
1.2). Par ailleurs, la composition du systéme urinaire est en soi une bonne protection.
En effet il y a le tissu épithélial qui, par I’ensemble des couches de cellules, confére
une bonne étanchéité et qui, par la présence de divers facteurs protéiques, interfére
dans I’adhésion bactérienne (Mulvey er al., 2000). 11 y a aussi I’'urine qui, par son
acidité et sa forte concentration en sels et en urée, participe a I’inhibition de la
croissance bactérienne. Les bactéries doivent également adhérer aux structures de
I’héte car elles risquent d’étre expulsées par le constant flux d’urine (Schilling ef al.,
2001; Snyder et al., 2004).
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Figure 1.2 : Modéle d’une interaction entre le systéme de défense innée de I’hdte et les

UPEC dans la vessie. Les UPEC (en vert) s’attachent et envahissent les cellules
uroépithéliales de Porgane (en gris). Ceci déclenche le systtme immunitaire de I’héte,
permettant le recrutement de macrophages (en bleu). Les UPEC continuent 4 se multiplier et,
suite & Pexfoliation des cellules infectées, forment des réservoirs intracellulaires permettant la

persistance bactérienne. (Mulvey ef al., 2000).

1l existe ainsi plusieurs facteurs présents dans cet environnement hostile empéchant la
colonisation des bactéries pathogénes. Parmi ceux-1a, un des plus limitant i
I’établissement d’une infection est la biodisponibilité du fer dans le milieu. Cet
important métal est complexé a des ferro-protéines ou alors séquestré a I’intérieur des
cellules de I’héte, ce qui le rend trés peu disponible pour les uropathogénes. Ces
derniers sont donc constamment en compétition pour I’obtention du fer qui est capital
a leur survie (Snyder er al., 2004). Les souches UPEC doivent donc posséder des
mécanismes de virulence qui leur permettraient de contrer le systtme immunitaire de
I’héte ainsi que les barriéres physiques du systéme urinaire et de causer une infection

extra-intestinale (Snyder et al., 2004; Hagan et al., 2010).




1.4 Facteurs de virulence chez les ExXPEC

Les microorganismes pathogénes possédent des génes spécifiques codant pour
des facteurs qui leur permettent de contrer les barriéres physiques et immunitaires de
I’héte et d’ainsi causer une infection. Tel que mentionné précédemment, les régions
génétiques ou « ilots de pathogénicité » qui codent pour ces facteurs de virulence sont
localisés soit sur le chromosome bactérien ou sur des plasmides de virulence (Dozois
et Curtiss, 1999; Hacker et Kaper, 2000). Chez les EXPEC, il y en a une vaste gamme;
chacun a des roles tout autant spécifiques et importants les uns que les autres pour
I’établissement d’une infection extra-intestinale (Figure 1.3). En effet, parmi ces
facteurs, il y a particuliérement les facteurs d’adhésion, les systémes de capture de
nutriments essentiels, les toxines, les autotransporteurs, les polysaccharides
capsulaires, la résistance au sérum, le sérotype et des structures de surface

responsables de la formation de biofilms (Johnson et Russo, 2005; Wiles ez al., 2008).
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Figure 1.3: Divers exemples de facteurs de virulence présents chez les EXPEC et

contribuant au processus infectieux (Jaureguy, 2009).

Le tableau 1.1 regroupe une diversité de facteurs dont la présence et la fonction ont été
associées a la virulence in vivo chez au moins un groupe d’ExPEC, incluant les UPEC,

NMEC et APEC, et ce, selon différentes études.
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1.5 L’importance du Fer

Les systtmes d’acquisition du fer sont importants, car le fer est un élément
essentiel pour la survie de la majorité des organismes. Ce métal de transition est
impliqué dans plusieurs réactions métaboliques et biologiques, telles que la
photosynthése, le transport d’oxygéne, la régulation génique et la biosynthése de
I’ADN. En conditions physiologiques, le fer est incorporé aux protéines afin d’assurer
sa stabilité. Il est majoritairement retrouvé sous deux formes : le fer ferreux (Fez') et
le fer ferrique (Fe’'). Contrairement au fer ferreux, le fer ferrique, qui est
extrémement insoluble en condition aérobie (107'*M a pH 7,0), est la forme
prédominante dans ce milieu. Malgré le fait qu’il soit un des métaux les plus
abondants sur Terre, il est peu disponible pour les microorganismes dans les niches
écologiques. Ceci est une forme de protection adoptée par I’héte, car le fer peut étre
hautement toxique en présence d’oxygene. En effet, il agit comme catalyseur dans la
réaction de Haber-Weiss qui méne a la formation de radicaux libres ("HO) (Griffiths,

1999; Andrews et al., 2003).

0, +H;0, = *‘HO+OH +0,

Cette réaction est la résultante d’une combinaison de deux autres réactions soit la
réduction du fer ferrique en fer ferreux (1) ainsi que I’oxydation du fer ferreux en fer

ferrique (réaction de Fenton) (2).

O, +Fe** = Fe*' + 0, 1))

Fe¥* + H,0, = Fe*' +OH +°*HO ¥)

Dans les trois cas, la présence d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS), soit I’anion
superoxyde O;” et le peroxyde d’hydrogene H,O,, avec le fer améne a la production du
radical hydroxyle OH®. Les ROS, et particuliérement le radical OH®, sont

extrémement toxiques pour la cellule bactérienne en raison du fait qu’ils causent des
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dommages a diverses molécules organiques cellulaires, dont I’ADN (Griffiths, 1999;

Andrews et al., 2003)

1.5.1 Protéines liant le fer chez I’héte

En raison du potentiel de toxicité ainsi que de I’importance du fer en tant que
cofacteur pour diverses réactions métaboliques de base, la quantité de fer libre et son
utilisation sont régulées par des mécanismes assurant une homéostasie. De plus, lors
d’une infection, le fer est important a la survie de la bactérie pathogeéne. De ce fait,
I’héte infecté minimise la disponibilité de ce métal afin de se protéger (Griffiths,
1999). Chez les mammiféres, ce contrdle est assuré par des protéines spécifiques qui
se lient avec une grande affinité au fer libre. Tout d’abord, il y a la famille des
transferrines qui assure cette fonction chez la majorité des vertébrés. Elle est
constituée de la transferrine du sérum, de la lactoferrine retrouvée dans les fluides
extracellulaires et de ’ovalbumine, retrouvée dans P’albumen des ceufs d’oiseaux.
Cette famille regroupe des glycoprotéines monomériques possédant une constante
d’affinité trés grande de I’ordre de 10° M. (Ratledge et Dover, 2000; Crichton ef al.,
2002; Andrews et al., 2003). 11 existe aussi la ferritine qui est présente chez diverses
espéces eucaryotes et surtout chez les microorganismes. Cette protéine de
séquestration est formée d’un complexe sphérique de 24 sous-unités qui lui permet de
lier une trés grande quantité d’ions ferriques (Harrison et Arosio, 1996; Ratledge et
Dover, 2000). De plus, il existe de nombreuses autres protéines chez les mammiferes
qui permettent de diminuer la concentration de fer disponible, dont ’heme et
I’hémoglobine. Celles-ci utilisent plutét ce métal afin d’accomplir leurs fonctions

biologiques (Schaible et Kaufmann, 2004; Hagan et Mobley, 2009).

En résumé, en plus de son potentiel de toxicité en présence d’oxygene, le fer
libre chez I’hote (humain et animal) est peu disponible. Plus précisément, la
concentration de fer disponible est environ de I’ordre de 102*M tandis que les cellules
bactériennes ont besoin de maintenir une concentration interne entre 10'M a 10°M
afin d’assurer leur survie (Braun et Braun, 2002; Andrews ef al., 2003). Parmi ces
microorganismes, il y a les bactéries pathogénes dont les UPEC qui, pour s’établir et
infecter le tractus urinaire, doivent étre en mesure d’acquérir la quantité¢ de fer

nécessaire a leur croissance. Le fer peut donc étre considéré comme étant parmi les
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nutriments les plus difficiles a acquérir par les pathogénes chez son hote (Ratledge et

Dover, 2000).

Ainsi, afin de croitre et de survivre, les microorganismes vivants en présence

d’oxygene doivent étre en mesure de :

1. développer des stratégies afin d’aquérir le fer de leur environnement et de

I’entreposer,
2. détoxifier les especes réactives de I’oxygéne dommageables,

3. réguler de trés prés les mécanimes de I’homéostasie du fer (acquisition et

entreposage).

1.6  Stratégies pour acquérir le fer chez les bactéries

Il existe une diversité de facteurs qui affectent potentiellement la multiplication
bactérienne in vivo, tels que la température, le pH, le taux d’oxygéne et la disponibilité
des nutriments. Un des mécanismes les plus étudiés est celui qui met en relation la
croissance bactérienne avec la biodisponibilité du fer. Celle-ci affecte une panoplie de
génes dont certains de virulence, incluant ceux dépendants et indépendants des

mécanismes dirigeant I’homéostasie de fer bactérienne (Griffiths, 1997).

Tel que mentionné précédemment, le fer est un élément essentiel pour la
majorité des microorganismes. Toutefois, chez les souches E. coli, la concentration de
fer nécessaire pour leur croissance optimale est hautement plus élevée que la
concentration de fer disponible chez I'h6te humain (section 1.5.1). Il est donc

primordial pour les bactéries d’étre équipées de systémes d’acquisition du fer.

Globalement, il existe quatre moyens d’acquisition de fer connus chez les

bactéries (Andrews et al., 2003) :
1. Réduction du fer ferrique en fer ferreux et son transport
2. Incorporation des protéines ferriques de I’hote

3. Transporteurs de métaux de type ABC
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4. Utilisation de chélateurs de fer comme agents solubilisants

La réduction et la chélation sont les deux approches les plus adoptées par les bactéries

en raison de leur efficacité.

1.6.1 Acquisition du fer ferreux

La réduction du fer ferrique extracellulaire en fer ferreux ainsi que son
transport peut étre un moyen d’acquérir le fer. Cette activité réductase faciliterait le
transport intracellulaire du fer ferreux pour la bactérie. Le systéme de transport de fer
ferreux Feo, induit dans un milien anaérobie et codé par les génes feoAB, a été
découvert pour la premiére fois chez une souche E. coli. Par la suite, il a été identifié
chez tous les membres du groupe Enterobacteriaceae. 1l est entre autres constitué de
la protéine de transport de fer, FeoB (Kammler ef al., 1993; Andrews e al., 2003). 11 a
été démontré que les mutants feoB chez E. coli et Samonella sont atténués dans leur
habileté a coloniser P’intestin de souris, due probablement a leur incapacité a
transporter le fer ferreux dans ce milieu anaérobie. En revanche, I’absence de FeoB
n’affecte pas la virulence de ces souches indiquant que I’acquisition du fer ferreux via
ce systéme n’est pas celui employé par excellence par le pathogeéne durant I’infection

(Stojiljkovic et al., 1993; Tsolis et al., 1996) .

1.6.2 Incorporation des protéines ferriques de I’héte

Le fer peut aussi étre acquis de maniere plus indirecte et ce, en passant par les
protéines ferriques de [I’hote, telles que la transferrine, la lactoferrine et
I’hémoglobine. Cette internalisation est permise via des récepteurs spécifiques situés
sur la membrane externe de la bactérie et énergisés par le complexe protéique TonB-
ExbB-ExbD. Cette stratégie est employée par diverses espéces bactériennes, telles que
Neisseria meningitidis et Haemophilus influenzae (Cornelissen et Sparling, 1994;
Genco et Dixon, 2001). De plus, de nombreuses bactéries pathogénes gram négatives,
incluant la souche UPEC CFT073, possédent la capacité de capter I’héme directement
du milieu extracellulaire grace au récepteur ChuA (tableau 1.1; page 16) (Torres et al.,

2001). Récemment un nouveau récepteur de ’héme a aussi été identifié chez CFT073,
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soit la protéine Hma (tableau 1.1; page 16). Il a été démontré que cette derniére est
requise par la souche pour coloniser les reins de souris au cours d’une infection
(Hagan et Mobley, 2009). Chez d’autres espéces, telle que Pseudomonas aeruginosa,
I’héme complexé a la myoglobine et I’hémopexine est séquestré par des hémaphores
et est internalisé via un systéme de récepteur-perméase membranaire (Letoffe ef al.,

1998; Wandersman et Stojiljkovic, 2000).

1.6.3 Transporteurs de métaux de type ABC

Il existe aussi les transporteurs d’ions métalliques divalents de type ABC. Ces
derniers ne requiérent pas de récepteurs spécifiques situés sur la membrane externe
bactérienne ni de chélateurs de fer (par exemple : les sidérophores (section 1.6.4).
Plusieurs souches bactériennes utilisent ces transporteurs de maniére efficace afin
d’acquérir le métal qui lui est nécessaire (Andrews er al., 2003). Parmi ceux qui
permettent I’incorporation du fer, il y a le systétme SitABCD retrouvé principalement
chez des souches entéropathogéniques telles que Salmonella et Shigella et chez
certaines souches EXPEC, telle que %7122 (APEC). Il y aussi le systtme YfeABCD
chez Yersinia pestis, dont le systéme Sit en est un homologue ainsi que le systéme
FbpABC chez Neisseria gonorrhoeae (Adhikari er al., 1996; Bearden et Perry, 1999;
Janakiraman et Slauch, 2000; Sabri er al., 2006). Les transporteurs de type Sit et Yfe
sont aussi capables de transporter le manganése, un cofacteur important pour diverses
réactions enzymatiques chez les bactéries et autres organismes (Bearden et Perry,

1999; Sabri et al., 2008).

1.6.4 Les sidérophores

Les systemes spécifiques d’acquisition du fer chez les EXPEC sont importants
pour ces microorganismes, de sorte que certains systémes sont considérés comme des
facteurs de virulence (tableau 1.1; page 15). Parmi ces derniers, il y a entre autres le
dernier systéme de la liste (section 1.6; page 21) et non le moindre qui posséde une
approche adaptative permettant le transport et I’incorporation du fer ferrique

extracellulaire : les sidérophores (Faraldo-Gomez et Sansom, 2003). Les sidérophores
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sont des molécules de faible poids moléculaire (< 1000 Da) possédant de grandes
spécificité et affinité pour le fer ferrique (Fe*'). Ils ont la capacité de séquestrer le fer
lié aux ferroprotéines de 1'héte pour ensuite le livrer a la bactérie via une série
d’étapes spécifiques de transport. Ils sont retrouvés chez une grande variété
d’organismes dont les bactéries, les levures, les moisissures et les plantes. Cette
méthode d’acquisition du fer est largement répandue (Andrews et al., 2003). 1l existe
une diversité de sidérophores qui sont classés selon leur structure chimique en 5
différentes catégories : les catécholates, les phénolates, les hydroxamates, les
carboxylates et les structures mixtes (Payne et Mey, 2004). Les principaux
sidérophores retrouvés chez les souches E. coli sont|’entérobactine, les
salmochélines, I’aérobactine et la yersiniabactine (Crosa et Walsh, 2002; Miethke et

Marahiel, 2007).

1.6.4.1 L’entérobactine

L’entérobactine est un sidérophore de type catécholate qui séquestre le fer
ferrique des ferroprotéines de I’hote, telles que la transferrine et la lactoferrine
(O'Brien et Gibson, 1970; Brock er al., 1983). Sa grande constante d’affinité pour le
fer ferrique, qui est de 'ordre de 10°> M révéle qu’il est un fort chélateur de fer
(Neilands, 1981). Il est produit et utilisé par la majorité des entérobactéries, telles que
Shigella, Salmonella et E. coli. 1] est intéressant de souligner que dans ce dernier
groupe bactérien, la structure, la fonction et la régulation de ce type de systeme de
transport sont similaires autant chez les souches pathogenes que chez les souches E.

coli K-12 (non-pathogénes) (Payne et Mey, 2004).

1.6.4.1.1 Le systéeme de l’entérobactine et ses composantes

L’entérobactine est composée de trois groupes 2,3-dihydroxybenzoyl sérine
(DHBS) unis par des liaisons ester (Payne et Mey, 2004). Le produit final est
synthétisé dans le cytoplasme a partir d’une isomérisation du chorismate, un substrat
cellulaire provenant du shikimate, suivie d’une série d’étapes enzymatiques (Liu ef al.,
1990; He et al.,, 2004) (Figure 1.4). Plus précisément, la biosynthése de

I’entérobactine et de ses dérivés est codée par ’opéron entABCDEFS situé sur le
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chromosome bactérien (Payne er al, 2006). La conversion du chorismate est
initialement exécutée en trois étapes consécutives par les protéines enzymatiques
EntC, EntB et EntA. Puis, la biosynthése du sidérophore est finalisée par les protéines

spécifiques EntD, EntE et EntF (Figure 1.4) (Walsh et Marshall, 2004).

OH
OH
Ho
Oy _OH 0 _OH N
o ‘o Q
EntA.B.C EntD.E.F.B
_ 0 N
o P 0"~ ° o)\/‘o oHHO OH
OH H H OH H-N

HO o]
“hori DHB
Chorismate oH Ho
HzN/[fo

oH Entérobactine

L-sérine

Figure 1.4 : Biosynthése de I’entérobactine.

Lorsque I’apport en fer intracellulaire diminue ou est insuffisant, la production
du sidérophore est effectuée et, via la protéine membranaire EntS, sa sécrétion est
permise vers le milieu extracellulaire d’oi) I’entérobactine peut lier le fer ferrique pour
former ainsi le complexe ferri-entérobactine (Furrer ef al., 2002) (Figure 1.5). De plus,
il a été démontré que chez la bactérie E. coli K-12,il existe une protéine de la
membrane externe qui serait impliquée dans le transport de I’entérobactine : la
protéine tunnel TolC (Bleuel ef al., 2005). Elle n’est toutefois pas un transporteur
spécifique a ce sidérophore car elle est également impliquée dans les systémes de
résistance aux antibiotiques multiples et de macrolides en pompant les molécules a
I’extérieur de la bactérie (Piddock, 2006). TolC permet aussi la sécrétion
d’entérotoxines et I’importation de la colicine E1 (Masi ef al., 2007; Yamanaka e al.,

2008).
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Figure 1.5 : Mécanisme d’exportation de entérobactine et d’importation du complexe
ferri-entérobactine chez E. coli. L’entérobactine est représentée par une hélice et le
complexe ferri-entérobactine est représenté par la spirale contenant I’ion ferrique (petit cercle

rouge) (Fischbach er al., 2006a).

Par la suite, le mécanisme permettant le transport du complexe ferri-
entérobactine du milieu extracellulaire vers le cytoplasme bactérien est codé par les
genes de I’opéron fepABCDEG, également présents sur le chromosome bactérien
(Ozenberger et al., 1987). Ces geénes permettent la synthése des constituants
indispensables au systéeme de transport, soit FepA, le principal récepteur protéique
localisé sur la membrane externe, et FepB, la protéine périplasmique servant de
navette jusqu’aux protéines transmembranaires FepCDG. Ces derniéres forment
ensuite le transporteur ABC localisé sur la membrane interne servant a livrer le
complexe ferri-entérobactine dans le cytoplasme bactérien (Payne et Mey, 2004)
(Figure 1.5). Arrivé ainsi a destination, le complexe est dégradé par I’estérase Fes afin
de libérer le fer et le rendre énergétiquement utilisable par la bactérie (Winkelmann er
al., 1994). 1l est important de souligner que FepA tire son énergie de la force proton-
motrice générée par le complexe protéique transmembranaire TonB-ExbB-ExbD (non

illustré dans la Figure 1.5). Ce dernier est donc aussi nécessaire a I’internalisation de
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la ferri-entérobactine dans le périplasme bactérien (Letain et Postle, 1997; Higgs et
al., 2002). En bref, le systéme de P’entérobactine est exécuté grice a quatre importants
procédés protéiques soient de synthése (EntABCDEF), de sécrétion (EntS, TolC), de
transport (FepABCDG) et de dégradation (Fes).

1.6.4.1.2 Le réle de I'entérobactine dans la virulence bactérienne

L’implication de I’entérobactine pour la virulence reste jusqu’a ce jour
controversée. En effet, plusieurs études portant sur sa participation pour la
pathogeneése bactérienne chez différentes espéces présentent des résultats différents ou
contradictoires. Pour en citer quelques-unes, tout d’abord, des études
transcriptomiques ont démontré que I’expression de génes codant pour la production
et le transport de sidérophores spécifiques, telle I’entérobactine, est surexprimée chez
la souche UPEC CFTO073 dans I’urine humaine par rapport au milieu riche LB, ainsi
que chez la souche UPEC UTI189 lors d’une infection du tractus urinaire murin
(Reigstad er al., 2007; Snyder et al., 2004). De plus, Benjamin et ses collaborateurs
ont démontré que I’entérobactine, quoique nécessaire pour la croissance de
Salmonella enterica sérovar Typhimurium dans le sérum murin, n’était pas importante
pour la virulence de la souche chez la souris (Benjamin ef al., 1985). Torres et ses
collaborateurs ont également démontré que E. coli CFT073 mutée au niveau de la
synthése de I’entérobactine est toujours en mesure de coloniser et d’infecter le tractus
urinaire murin, au niveau de la vessie et des reins (Torres ef al., 2001). Pourtant, il a
été démontré que le systéme de sécrétion EntS contribue a la virulence de la souche
ExPEC y7122, dans un mode¢le d’infection aviaire, démontrant I’importance de la
sécrétion des sidérophores de type catécholates pour la virulence. Cette sécrétion est
aussi étroitement liée a la synthése de I’entérobactine chez la souche EXPEC (Caza er

al.,2011).

En résumé, dans certains cas, I’entérobactine semble étre un facteur de
virulence qui contribue a la pathogenése bactérienne tandis que dans d’autres
situations, elle semble moins importante pour permettre une infection. Cette
inefficacité pourrait s’expliquer par le fait que ce sidérophore est sujet a capture in

vivo par le sidérocalin, une protéine immunitaire produite par I’héte, empéchant ainsi
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toute activité du sidérophore et son utilisation par la bactérie (Fischbach er al., 2006a;

Goetz et al., 2002).

1.6.4.1.3 Sideérocalin

Le sidérocalin (aussi nommé le NGAL (« neutrophil-gelatinase-associated »)
ou le lipocalin) est une protéine de petite taille (25 kDa) qui participe a la défense
immunitaire innée de I’héte. Elle est présente chez plusieurs especes telles que
I’humain, la souris et le rat (Goetz ef al., 2002). Tout d’abord, elle est synthétisée par
les précurseurs de neutrophiles matures, emmagasinée dans les granules spécifiques
de ces derniers puis relachée lors de leur activation (Kjeldsen ef al., 2000; Valdebenito
et al., 2007). En 2002, Goetz et ses collaborateurs ont fait une découverte trés
prometteuse. Suite a la cristallisation de la protéine, ils ont découvert que le
sidérocalin séquestre fortement et spécifiquement I’entérobactine et ses dérivés (Goetz
et al., 2002) (Figure 1.6). De ce fait, I’implication de ce sidérophore dans la virulence

in vivo a été davantage soulevée et étudice.

Figure 1.6: Structure du sidérocalin liant I’entérobactine (Fischbach er al., 2006a).

Des études ont par la suite démontré I'effet bactériostatique du sidérocalin
chez la souris lorsque celle-ci était infectée par une souche E. coli qui n’exprimait que
’entérobactine. En revanche, cette souche non pathogéne était en mesure de causer
une infection chez des souris déficientes en sidérocalin (Flo et al., 2004). 1l va sans

dire que la séquestration n’est permise qu’en raison de la structure chimique de
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I’entérobactine. En effet, la création d’un encombrement stérique par I’ajout de
glucose au sidérophore empéche sa séquestration par le sidérocalin. Ainsi, la stratégie

réside dans sa conformation structurale (Goetz ef al., 2002; Fischbach et al., 2006b).

1.6.4.2 Les salmochélines

Les salmochélines sont des sidérophores de type catécholate et qui possédent
une grande affinit¢é pour le fer ferrique. Elles sont retrouvées chez plusieurs
entérobactéries telles que Salmonella, Klebsiella et E. coli (Johnson et al., 2000;
Payne et Mey, 2004). 1l existe sept composés de la famille des salmochélines, soient
S4, le principal sidérophore, et ses dérivés SX, SO, S1, S2, S3 et S5. Leur synthése
dépend fortement de celle de I’entérobactine car S4 est le produit de la glycosylation

d’un groupement principal de I’entérobactine (DHBS) (Bister ef al., 2004).

1.6.4.2.1 Le systéme des salmochélines et ses composantes

Les salmochélines sont codées par les génes iroBCDEN, appelés aussi locus
iroA. Ce locus comprend en fait deux régions convergentes, soit un opéron iroBCDE
ayant un promoteur en amont du géne iroB ainsi que le géne iroN dont le promoteur
est indépendant (Baumler ef al., 1998). Le géne iroB code pour la glycosyl-transférase
responsable de la conversion structurale de I’entérobactine en salmochélines par
I’ajout de glucose (Fischbach et al., 2005). En effet, il a été démontré que I’absence
d’IroB inhibe la synthése de salmochélines démontrant que cette enzyme est
primordiale pour la glycosylation de DHBS (Bister er al., 2004; Fischbach ef al.,
2005). Lorsque I’apport en fer dans la bactérie est bas ou insuffisant, les génes
permettant la synthése de I’entérobactine, et par ce fait des salmochélines, ainsi que
leur transport cellulaire, sont activés. Ainsi, suite & la production de salmochélines par
IroB, ces derniéres sont possiblement sécrétées par la pompe a efflux IroC (Dozois et
al., 2003; Crouch ef al., 2008; Caza et al., 2008) (Figure 1.7). Etant dans le milieu
extracellulaire, les salmochélines sont en mesure de chélater le fer des ferroprotéines,
puis le complexe formé est reconnu par le récepteur spécifique situé sur la membrane
externe de la bactérie : IroN. La séquence protéique d’IroN est fortement homologue a

celle du récepteur de I’entérobactine, et il est également dépendant de TonB. En effet,
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il a été démontré qu’IroN est aussi capable d’internaliser I’entérobactine, ce qui fait de
lui un récepteur trés impliqué dans le transport ferrique des sidérophores de type
catécholate (Payne et Mey, 2004). Les geénes iroD et iroE codent pour des estérases
qui participent a la dégradation des salmochélines, et aussi de I’entérobactine, soit au
niveau cytoplasmique et périplasmique, respectivement (Figure 1.7). Fes, bien qu’elle
soit I’estérase endogeéne de I’entérobactine, participe aussi a I’hydrolyse de certaines
formes de salmochélines (Lin ef al., 2005). Toutefois, malgré leur importance pour la
linéarisation des sidérophores, aucune étude n’a démontré a ce jour un rdle potentiel

de ces estérases pour la virulence bactérienne.

A
Tlme

3 DHB + 3 sorines

Figure 1.7 : Mécanisme d’exportation des salmochélines et d’importation du complexe
ferri-salmochéline chez E. coli. La salmochéline est représentée par I’hélice avec deux
cercles bleus et le complexe ferri-salmochéline est représenté par I’hélice contenant I’ion
ferrique (petit cercle rouge). La synthése intracellulaire des salmochélines est faite a partir de

I’entérobactine par I’activité enzymatique d’IroB (Fischbach et al., 2006a).
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1.6.4.2.2 Le role des salmochélines dans la virulence bactérienne

L’acquisition du fer nécessaire a la survie de la bactérie par les salmochélines
est considérée comme un facteur de virulence. En effet, le locus iroA4 est retrouvé chez
plusieurs entérobactéries pathogénes démontrant son importante utilisation pour
établir une infection. 1l a été identifié chez différents sérovars de Salmonella enterica
et d’E. coli (Baumler et al., 1998). Plus précisément, sa prévalence est plus grande
chez les souches EXPEC que chez les souches intestinales (Russo ef al., 1999). Le
locus iro4 a été effectivement découvert chez plusieurs groupes de pathogénes extra-
intestinaux tels que les UPEC, les NMEC et les APEC (Welch ef al., 2002; Johnson ef
al., 2002a; Bonacorsi ef al., 2000; Caza et al., 2008). De ce fait, une étude a démontré
le role du récepteur IroN pour la virulence de la souche uropathogéne CP9. L’absence
de ce geéne chez la souche diminuait de fagon significative sa capacité a coloniser la
vessie et les reins comparativement a la souche sauvage lors d’une infection en
compétition dans le modeéle du tractus urinaire murin (Russo et al., 2002). De plus,
Crouch et ses collaborateurs ont démontré que les systémes de synthése et de transport
(via IroC) des salmochélines chez Salmonella enterica sérovar Thyphimurium sont
importants pour la virulence de la souche chez le modéle d’infection systémique de

souris (Crouch er al., 2008).

Negre et ses collaborateurs ont étudié I’importance du récepteur IroN dans la
virulence d’une souche E. coli causant la méningite néonatale (NMEC). Ils ont
découvert que les salmochélines, via leur récepteur IroN, sont le seul systéme
d’acquisition de fer nécessaire a la souche pour causer une infection chez le modéle de
méningite néonatale du rat (Negre ef al., 2004). De plus, une autre étude a démontré
que la délétion du locus iroA4 chez la souche APEC %7122 amenait a une diminution
de sa capacité a infecter au niveau des poumons et de la rate de poulets dans un
modele d’infection systémique (Dozois ef al., 2003). Une autre étude intéressante a
démontré que lorsque ce locus est introduit chez des souches E. coli non-pathogénes,
la capacité a causer une infection et la persistance dans le sérum murin in vivo sont

augmentées (Fischbach er al., 2006b).

Tel que mentionné précédemment, les salmochélines sont le produit d’une
modification structurale de I’entérobactine. L’ajout de glucose empéche donc la

séquestration de ces sidérophores par le sidérocalin (lipocalin 2) (Figure 1.8). Une
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é¢tude a effectivement démontré que I’effet bactériostatique du sidérocalin est
contrecarré par une souche E. coli non-pathogene a laquelle le locus iro4 a été ajouté,
lui conférant ainsi la capacité d’infecter, ce qu’elle est normalement incapable de faire

(Goetz et al., 2002; Fischbach er al., 2006b; Wiles et al., 2008).

entérobactine

=

: o
>t

entérobatine glycosylée

Figure 1.8: Incapacité du lipocalin (sidérocalin) a lier les salmochélines. L’ajout de
glucose (fléches jaunes) a I’entérobactine produisant les salmochélines, empéche la liaison au

lipocalin, contrairement a I’entérobactine (Wiles ef al., 2008).

En bref, les salmochélines sont considérées comme des facteurs de virulence
chez les EXPEC tant & cause de leur conformité structurale que de leur role en tant que
chélateurs de fer efficaces. De plus, la prévalence des génes iroBCDEN codant pour
ce systeme est grande chez les souches causant des infections du tractus urinaire

(Johnson ef al., 2002a).

1.6.4.3 L’aérobactine

L’aérobactine est un sidérophore de type « structure mixte » retrouvé chez
plusieurs souches cliniques d’E. coli et Salmonelia. Cette petite molécule, sécrétée par
les bactéries, a la capacité¢ de séquestrer le fer ferrique de I’héte. Bien que
’aérobactine posséde une constante d’affinité bien moindre que celle de
I’entérobactine (]023M"), elle est plus stable et plus soluble (Williams et Carbonetti,
1986). De plus, contrairement aux sidérophores de type catécholate, elle posséde une
propriété énergétiquement avantageuse pour la bactérie qui la produit : elle est

constamment recyclée et utilisée, sans avoir a subir une hydrolyse. De ce fait,

31




I’aérobactine n’a pas besoin d’étre produite en grande quantité pour effectuer
I’acquisition et le transport de fer de maniére efficace et rapide (Montgomerie e al.,

1984; Williams et Carbonetti, 1986).

1.6.4.3.1 Le systéme de I'aérobactine et ses composantes

Le systéme de I'aérobactine, incluant sa synthése, son récepteur membranaire
spécifique et son transport, est codé par deux opérons géniques. Tout d’abord, dans
des conditions appropriées, la synthése de I’aérobactine est activée via le locus
iucABCD (de Lorenzo et Neilands, 1986). Celui-ci code pour des enzymes qui, a partir
de la lysine et du citrate, catalysent les divers métabolites de la cascade réactionnelle

afin de former le sidérophore (Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Biosynthése de I’aérobactine. A) Structure de I’aérobactine. B) Etapes de
synthése de I’aérobactine & partir de la lysine, du citrate, de ’acétyl-CoA (AcCoA) et de
I’oxygene par les enzymes du systéme juc (Payne et Mey, 2004).
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Suite a la sécrétion de I’aérobactine dans le milieu extracellulaire et a la
chélation du fer nécessaire, le complexe ferri-aérobactine est reconnu par le récepteur
de type ABC de la membrane externe de la bactérie, soit lutA, produit du géne iwA.
Celui-ci fait partie du méme opéron que celui de iucABCD (de Lorenzo et Neilands,
1986; Payne et Mey, 2004). 1l est intéressant de mentionner que ce récepteur possede
des séquences protéiques homologues aux récepteurs TonB dépendants, démontrant
que I’internalisation du complexe nécessite I’énergie qu’il produit. Le transport a
travers le périplasme jusqu’a la membrane interne s’effectue grice aux protéines FhuB
et FhuCD, produits des génes faisant partie du deuxieéme opéron du systéme de
I’aérobactine, soit fhiuBCD (Koster et Braun, 1990). En effet, FhuD est une protéine
périplasmique qui achemine le complexe, suite a son internalisation, vers le
transporteur membranaire interne, soit FhuB, une perméase, et FhuC, une ATPase

(Wooldridge et al., 1992).

1.6.4.3.2 Leréle de l'aérobactine dans la virulence bactérienne

Les génes de synthése et celui du récepteur de I’aérobactine peuvent étre
retrouvés sur le plasmide de virulence pColV qui fait partie d’un groupe de plasmides
présents chez plusieurs souches d’E. coli pathogénes. La présence de pColV chez ces
souches est associée a la virulence en raison du fait que les génes qu’il porte leur
conférent la capacité d’établir une infection (Williams, 1979). En revanche, la
localisation des génes codant pour le systéme de 1’aérobactine est hautement variable
entre les différents génomes et elle n’est donc pas réservée exclusivement aux
plasmides pColV. En effet, ces génes sont aussi retrouvés sur d’autres types de
plasmides chez diverses entérobactéries (par exemple : Salmonella) (Williams et
Warner, 1980; Payne et Mey, 2004). De plus, ils peuvent étre localisés sur le
chromosome bactérien chez quelques souches EXPEC (UPEC), EIEC et NMEC
(Carbonetti e al., 1986). Ainsi, la présence du syst¢éme de I’aérobactine chez une
multitude de bactéries pathogénes indique son importance dans la virulence. Pour citer
quelques exemples, tout d’abord, des études ont démontré une corrélation entre la
septicémie aviaire causée par les APEC et la présence du sidérophore (Delicato ef al.,
2003; Dozois et al., 1992). La délétion des genes du systéme de 1’aérobactine chez la

souche APEC 7122 diminuait sa capacité a infecter des poulets 4gés de trois
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semaines (Dozois ef al., 2003). De plus, I’aérobactine participe aussi a la virulence de
la souche UPEC CFT073. En effet, dans un modéle d’infection du tractus urinaire
ascendant murin en compétition, 1’absence du récepteur lutA réduisait de maniére
significative la capacité de la souche & s’établir et & causer une infection, en
comparaison a la souche sauvage (tableau 1.1; page 15). Par ailleurs, la perte
cumulative des deux systémes d’acquisition du fer, soit I’entérobactine et
I’aérobactine, atténuait la souche UPEC CFT073 chez le modéle du tractus urinaire

murin (Torres et al., 2001).

1.6.4.4 Yersiniabactine

Le sidérophore yersiniabactine a été originellement identifié chez le genre
Yersinia et il est codé par les génes ybt (Perry et al., 1999). Ce genre regroupe
plusieurs souches pathogénes humaines, qui sont responsables de diverses infections
extra-intestinales. La yersiniabactine, produite chez ce genre, est de type phénolate qui
s’apparente aux catécholates (Perry et al., 1999; Miethke et Marahiel, 2007). Elle a la
capacité de lier le fer ferrique contenu dans les ferroprotéines de I’hote, telles que la
transferrine et la lactoferrine (Perry, 2004). Le complexe yersinibactine-Fe** est
transporté via une série de mécanismes impliquant le récepteur de la membrane
externe, FyuA, et le systeme de translocation protéique TonB. La yersiniabactine est
aussi synthétisée par une variété d’entérobactéries, particuliérement chez certains
pathotypes (Clermont ef al., 2001). Chez ce groupe bactérien, les génes responsables
pour la synthése et le transport de la yersiniabactine se trouvent sur une région
nommée HPI pour « high-pathogenicity island », dont la régulation est dépendante du
fer intracellulaire. Cette région est basée sur I’HPI de la souche originale Y. pestis, a
laquelle elle est fortement homologue (Carniel, 1999). Elle a été ainsi identifiée chez
différentes espéces telles que Samonella, Klebsiella et Enterobacter (Bach et al.,
2000; Schubert et al., 2000; Zaharik et al., 2002). Cette région a particuliérement été
retrouvée chez divers pathotypes d’EXPEC isolés de sources sanguines et
d’échantillons urinaires (Russo et Johnson, 2000; Johnson et al., 2000; Schubert et al.,
2002). Ce HPI est donc considéré comme important pour la virulence de plusieurs

espéces bactériennes. Le récepteur FyuA a aussi été récemment associ€ a la virulence
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de la souche uropathogéne E. coli VR50, attribuant a la yersiniabactine un role

potentiel et probable dans le développement des ITUs (Hancock er al., 2008).

1.6.5 L’entreposage du fer chez les bactéries

Le fer extracellulaire n’est pas I’unique source de fer disponible chez les
bactéries. Plusieurs espéces bactériennes entreposent le fer intracellulaire grace a des
protéines synthétisées a cet effet (Andrews, 1998). Cette réserve peut ainsi étre utilisée
lorsque la biodisponibilit¢ du fer extracellulaire est faible et pour prévenir
I’accumulation excessive de fer libre dans le cytoplasme. Il existe trois catégories de
protéines d’entreposage du fer dans le régne bactérien : la ferritine, la bacterioferritine
et la protéine Dps. Ces trois familles peuvent étre retrouvées au sein d’une méme
espece et partagent plusieurs caractéristiques structurales et fonctionnelles. En effet,
elles possédent une architecture moléculaire particuliére qui leurs procurent la
capacité d’entreposer le fer. L’acquisition ferrique par les protéines d’entreposage se
fait a partir du fer ferreux (Fe®*) intracellulaire qui est ensuite déposé dans la cavité
centrale des protéines sous la forme oxydée (Fe*"). Ainsi, le processus de stockage du
métal nécessite une étape de ferroxydation permettant la catalyse des protéines

d’entreposage au niveau des sites spécifiques de liaison (Andrews ef al., 2003).

1.6.5.1 Ferritine (FtnA)

La ferritine est composée de 24 sous-unités identiques. Elles forment une
couche sphérique qui protege la cavité centrale logeant le réservoir ferrique de la
protéine. La ferritine posséde une masse d’environ 500 kDa, ce qui lui confére une
dimension relativement grande pour accueillir 2000 4 3000 atomes d’ion ferrique. La
ferritine est le produit du géne finA situé sur le chromosome bactérien (Andrews ef al.,
2003). Plusieurs études ont démontré que la FtnA permet d’entreposer le fer durant la
phase de croissance post-exponentielle en présence d’un excés de fer libre. De ce fait,
elle permet a la bactérie d’avoir une réserve de fer intracellulaire qui peut étre utilisée
par la bactérie lorsqu’elle sera exposée a des conditions limitantes en fer. Ainsi, E.

coli mutée au niveau du geéne find avait deux phénotypes distincts : une réduction de
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moitié¢ du contenu en fer intracellulaire lors de la phase de croissance stationnaire dans
un milieu ou le fer libre est suffisant, et une baisse de croissance bactérienne
significative sous des conditions limitées en fer, reflétant un manque de réserve
ferrique (Abdul-Tehrani et al., 1999). Ces résultats démontrent donc que la ferritine

Joue un réle important dans |’entreposage du fer.

1.6.5.2 Bactérioferritine (Bfr)

La bactérioferritine posséde relativement les mémes caractéristiques
structurales et fonctionnelles que la ferritine. Toutefois, chaque protéine posséde
douze groupes d’héme qui sont exposés a la surface interne de cavité protéique. La
raison de leur présence est jusqu’a ce jour nébuleuse, mais il a été stipulé qu’ils ne
sont pas nécessairement requis pour permettre I’entreposage ferrique (Andrews ef al.,
2003). La bactérioferritine est codée par le géne bfd, qui fait partie de I’opéron bfd-bfr,
ou bfd code pour une ferrodoxine ayant un groupement central [2Fe-2S]. 1l a été
proposé que Bfd régule le relaichement cellulaire de fer de la bactérioferritine. En
effet, il semble que Bfd et Bfr interagissent de maniére spécifique, lors de conditions
limitantes en fer, afin de pouvoir relacher le fer entreposé et de permettre a la bactérie
de I'utiliser (Garg ef al., 1996; Quail er al., 1996). Bfr ne semble toutefois pas jouer
un role primordial dans I’entreposage du fer chez E. coli, car aucun phénotype au

niveau du géne en question n’a été identifié chez la souche mutée.

1.6.5.3 Dps

Les protéines Dps sont composées de 12 sous-unités identiques qui protégent
le réservoir ferrique central. Elles sont plus petites et leur capacité de stockage est
moindre que celle de la ferritine ou de la bactérioferritine. En effet, elles possédent un
poids d’environ 250 kDa et elles ont la capacité d’entreposer jusqu’a 500 atomes de
fer par 12-méres (Andrews et al., 2003). La premiére protéine Dps a été découverte
chez I’espece E. coli. Dps est reconnue pour étre induite par le facteur de stress sigma
(0S) et ne posséde pas de role spécifique (Almiron ef al., 1992). Toutefois, il a été
démontré que chez la méme espéce elle joue un role dans la protection contre le stress

oxydatif, car elle participe a I’entreposage du fer (Zhao et al., 2002).
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1.7 Le stress oxydatif et le Fer

Le stress oxydatif est présent lorsqu’il y a une augmentation d’especes
réactives de I’oxygéne (ROS) ou une diminution de molécules anti-oxydantes. Il
existe trois ROS qui, produites en grande quantité, engendrent un stress oxydatif :
I’anion superoxyde (O2), le peroxyde d’hydrogéne (H,O-) et le radical hydroxyle
(OH"). Le radical hydroxyle est le produit de toxicité par excellence et il est engendré
a partir des deux premiers réactifs en présence de fer (section 1.5; page 18). Ces
espéces réactives sont donc toxiques pour la cellule en raison de leur capacité a réagir
fortement avec la majorité des composantes organiques telles que les membranes

cellulaires, les protéines, les lipides ainsi que I’ADN (Storz et Zheng, 2000).

De plus, il est important de mentionner que ces ROS, autrement que par des
perturbations environnementales externes, sont produites de fagon naturelle par les
organismes vivants lors du processus de respiration cellulaire, et par leurs cellules
phagocytaires comme outil de défense contre les pathogenes (Griffiths, 1999). En
effet, lors d’une infection, diverses cellules immunitaires de I’héte, telles que les
macrophages et les neutrophiles, sont activées afin de contrer les agents pathogénes.
Elles possédent des activités microbicides car elles ont la capacité de produire des
ROS qui sont nuisibles pour plusieurs microorganismes (Storz et Zheng, 2000). Lors
d’une ITU, la sévérité de I’infection systémique et le dommage aux tissus cellulaires
dépendent de I’amplitude de la réponse inflammatoire provoquée par la colonisation
des uropathogénes. Celle-ci dépend a son tour de la quantité de ROS extracellulaires
produites par les cellules immunitaires. De ce fait, les bactéries pathogeénes sont
exposées en permanence au danger de toxicité oxydatif de I’environnement (Rama er
al., 2005). Somme toute, il n’est pas surprenant de constater que les organismes
croissant en présence d’oxygéne, dont les bactéries de type aérobie, ont su développer
des mécanismes de résistance aux ROS ainsi que des systemes de régulation au stress

oxydatif.

1.7.1 Maécanismes de résistance bactérienne contre les ROS

Lors des premiéres étapes de colonisation bactérienne, la bactérie pathogéne

interagit avec ’épithélium de I’hote avant d’étre exposée aux cellules immunitaires.
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L’épithélium, tel que celui de la vessie, a la capacité d’engendrer une diversité
d’agents endogénes et exogénes dommageables pour I’ADN bactérien. Ainsi, mise a
part les contraintes physiques du milieu, lors de I’initiation du processus infectieux, la
bactérie pathogeéne est exposée a plusieurs dangers mortels qui la conduisent a activer
sa réponse SOS (Li er al,, 2010). Cette réponse est dirigée par une diversité de
régulateurs impliqués dans la réparation et/ou la tolérance aux dommages de I’ADN.
Chez E. coli, il existe plus de 43 génes impliqués dans ce mécanisme de défense, dont
le systeme RecA/LexA régulé par su/A (Courcelle e al., 2001; Friedberg er al., 2006).
Lors d’une infection causée par une bactérie pathogéne (par exemple : une souche
UPEC) la réponse SOS serait impliquée dans la défense du microorganisme et, de ce
fait, contribuerait a la pathogenése. Par ailleurs, I’adaptation du pathogéne a différents
radicaux oxydatifs, et ce durant la croissance cellulaire, est aussi un des mécanismes
de protection contre les composantes du systéme immunitaire de I’hote (Li er al.,

2010).

Tel que mentionné précédemment, la présence d’O, et d’H,0; est détectée
durant le métabolisme cellulaire de maniére naturelle dans une diversité de systémes
biologiques. Cependant, leur conversion en présence de fer améne a la production du
radical hydroxyle, I’agent toxique. Mise a part les systémes de réparation de I’ADN,
les bactéries, dont E. coli, ont de ce fait élaboré des systémes enzymatiques hautement
efficaces et spécifiques permettant d’éliminer ces deux intermédiaires réactifs le plus
rapidement possible et ce, dés leur apparition. Parmi ces systémes, il y a les
superoxydes dismutases (SODs), les catalases et la glutathion peroxydase (Miller et

Britigan, 1997; Griffiths, 1999).
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1.7.1.1 Elimination de I’ion superoxide (0;)

Tout d’abord, la SOD réduit la concentration d’O»" en le convertissant en H>O»
plus une molécule d’oxygeéne. Son réle est donc de bloquer les réactions secondaires a
la formation d’OH°. Chez les bactéries, il existe deux classes de SOD cytoplasmiques
soient SodA (qui utilise le manganése comme cofacteur) et SodB (qui utilise le fer
comme cofacteur) ainsi qu’un type de Sod périplasmique, soit SodC (qui utilise le
cuivre et le zinc comme cofacteur) (Imlay et Imlay, 1996; Imlay, 2008). Un réle dans
la virulence chez les bactéries pathogénes, dont Neisseria meningitidis et Salmonella
typhimurium, a été associé a ces métalloenzymes, et tout particulierement & SodC. En
effet, elles ont la capacité d’éliminer I’anion superoxyde, comme par exemple généré
par les phagocytes lors d’une défense immunitaire, procurant ainsi au pathogéne un
mécanisme de défense contre le stress oxydatif (De Groote et al., 1997; Wilks et al.,

1998).

1.7.1.2 Elimination du peroxyde d’hydrogéne (H;0;)

Le peroxyde d’hydrogéne est plutot éliminé par les peroxydases et les
catalases. La principale peroxydase retrouvée chez E. coli est la peroxiredoxine
AhpCF, une peroxydase NADH a deux composantes, originellement identifiée chez S.
typhimurium (Christman et al., 1985; Morgan et al., 1986; Zheng et al., 2001). La
majorité des organismes posseédent aussi des catalases qui détoxifient cette ROS et qui
sont codées par les génes kat. Chez E. coli, deux isoenzymes sont présentes soient
HPI, codée par le géne katG, et HPII, codée par les genes katE et katF (Schellhorn,
1995). Par ailleurs, Zhao et ses collaborateurs ont démontré que la protéine de
stockage Dps retrouvée chez E. coli a la capacité de séquestrer le peroxyde
d’hydrogéne, lui suggérant ainsi un rdle primordial dans la protection contre les

dommages oxydatifs (section 1.6.5.3) (Zhao et al., 2002).

Les dommages causés par les ROS chez diverses bactéries telles qu’E. coli (et
chez les cellules eucaryotes) peuvent étre contrecarrés par la présence de chélateurs
d’ions métalliques (Andrews et al., 2003). Ceci minimiserait le potentiel de toxicité de
ce métal en limitant sa disponibilité et, donc aussi, sa participation aux diverses

réactions oxydatives. De plus, a ’exception du systéme d’endonucléases (APIV), la
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majorité des genes induits par les dommages oxydatifs aménent plutét a la prévention
qu’a la réparation directe de PADN ou d’autres composantes cellulaires. Leur
régulation spécifique est donc importante pour le bon fonctionnement de leur activité

préventive anti-oxydative (Asad ef al., 2004).

1.7.2 Systémes de régulation au stress oxydatif

Chez E. coli, ils existent deux grands systémes de régulation de stress oxydatif

ayant des fonctions distinctes : SoxRS et OxyR.

1.7.2.1 SoxRS

Le systéme SoxRS agit en deux étapes. Tout d’abord, la petite protéine senseur
SoxR est activée lorsqu’elle est oxydée au niveau de ses groupements centraux [2Fe-
2S] par I’0O2" ou I’oxyde nitrique (Storz et Imlay, 1999). Sous la forme oxydée, la
protéine SoxR est en mesure d’induire la transcription de soxS, le régulateur positif du
systtme (Figure 1.10). Dans un deuxiéme temps, la protéine SoxS stimule différents
mécanismes de défense contre I’anion superoxyde, et ce, en activant la transcription
de divers génes qui y sont impliqués (Wu et Weiss, 1992; Hidalgo er al., 1995)
(Figure 1.10). 11 existe ainsi plusieurs produits qui sont induits par le régulon soxRS
dont la superoxide dismutase-Mn (sod4), I’endonucléase IV (nf0), la glucose-6-
phosphate déhydrogénase (zwf), I’acotinase (acnAd), la fumarase (fumC), la pompe a
efflux d’antibiotiques et de toxines (acr4B), la flavodoxine (fld4) et la protéine Fur,
répresseur des systémes d’acquisition de fer (fur) (Figure 1.10) (Amabile-Cuevas et

Demple, 1991; Gaudu et al., 1997; Zheng et al., 1999; Pomposiello et Demple, 2001).
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Figure 1. 10 : Le régulon SoxRS. SoxR est produite constitutivement. Suite & son activation
par I’anion superoxyde ou ’oxyde nitrique, la protéine SoxR active la transcription de soxS.
Une fois produite, SoxS peut activer la transcription d’une panoplie de génes impliqués dans

les mécanismes de survie et de résistance bactérienne (Pomposiello et Demple, 2001).

1.7.2.2 OxyR

Le systtme OxyR se spécialise davantage dans la défense contre le peroxyde
d’hydrogeéne. Il est principalement composé de la petite protéine OxyR. Sa
transcription est activée par I’H20- via I’oxydation de deux de ses résidus cystéines.
Sous la forme d’un tétramere actif, OxyR est en mesure d’activer la transcription de
genes codant pour une diversité de protéines anti-oxydantes, dont les catalases et les
alkylhydroperoxides réductases, et de génes impliqués dans I’homéostasie du fer
(Storz er al., 1990; Pomposiello et Demple, 2001). Une synthése des différents

régulons activés directement par OxyR chez E. coli est détaillée dans le Tableau 1.2.
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Tableau 1.2 : Régulons activés par le systéme OxyR- H,0,, chez Escherichia coli

(Adapté d’Imlay, 2008)

Roles | Systéme(s) régulé(s) par OxyR
AhpCF
Capture d’ H,0,
Catalase G
Synthése de Phéme Ferrochelatase
Assemblage des centres Fer-Soufre SufABCDE
Capture de fer Dps
Contrdle de ’importation ferrique Fur l
} Importation des cations divalents MntH

Thioredoxin C

Glutaredoxine A
Réduction disulfide

Glutahione reductase

Dsbg (réductase périplasmique)

| Fonction inconnue Plusieurs

De plus, OxyR active la transcription du géne oxyS qui code pour un petit
ARN non codant : OxyS. Ce dernier a un r6le protecteur contre la mutagenése via la
régulation de plus de 20 génes impliqués dans I’intégration de la réponse au peroxyde
d’hydrogéne (Altuvia er al., 1997; Zhang et al., 1997). En d’autres mots, il coordonne

la réponse cellulaire au stress oxydatif.

Ainsi, I’'implication du systéme OxyR est importante pour la défense contre les
ROS produites soit par I’h6te ou par la bactérie elle-méme. La régulation de ce
mécanisme est aussi importante pour les bactéries inoffensives que pour les
pathogeénes. En effet, il a ét¢ démontré que ce systéme est requis pour la virulence
d’une souche UPEC dans un modéle d’infection du tractus urinaire murin. La
présence d’une réponse au stress oxydatif durant I’infection met en évidence que

I’attachement des UPEC a I’'uro-épithélium provoque le recrutement de neutrophiles
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(Johnson et al., 2006). De plus, OxyR agirait de concert avec une méthyl-transférase
afin de réguler ’expression de ’auto-transporteur Ag43 impliqué dans I’agrégation, la
formation de biofilm et la persistance a long terme des UPEC dans la vessie

(Haagmans et van der Woude, 2000; Ulett et al., 2007; Wells et al., 2007).

1.8  Régulateurs de I’homéostasie du fer

La régulation globale des mécanismes assurant I’homéostasie du fer chez la
bactérie est primordiale, car elle lui permet de maintenir un apport en fer suffisant
pour sa survie tout en contrdlant le potentiel de toxicité de ce métal. De ce fait, les
bactéries sont dotées de régulateurs qui assurent le bon fonctionnement des systémes
contrélant I’acquisition et I’entreposage du fer ainsi que la prévention contre un
danger oxydatif. Chez la bactérie E. coli, il existe plusieurs régulateurs assurant ces
roles dont deux qui se distinguent tant au niveau de leur mécanisme d’action qu’au
niveau de leur méthode de régulation complémentaire. Ces régulateurs sont la protéine
Fur («ferric uptake regulator ») et le petit ARN non codant, RyhB (Masse et
Gottesman, 2002; Andrews ef al., 2003).

1.8.1 La protéine Fur

Fur est présente chez la majorité des bactéries Gram négatives et positives,
faisant d’elle une protéine conservée dans le régne bactérien. En fait, Fur est une
protéine homodimere, d’environ 15 a 17 kDa, qui interagit de maniére réversible avec
des séquences ciblées du génome, et ce, dépendamment de la présence de Fe*'
intracellulaire (Hantke, 2001). En effet, en plus d’augmenter de plus de 1000 fois
I’affinité de Fur pour les sites d’ADN ciblés, la liaison d’un ion ferreux a chaque sous-
unité de la protéine permet son activation, faisant de ce métal son corépresseur (Coy et
Neilands, 1991; Andrews ef al., 2003). Il a été démontré que Fur a aussi la capacité de
lier d’autres métaux chimiquement apparentés au fer, tels que le cobalt (Co™) et le
manganése (Mn?"). Toutefois, leur interaction avec Ila protéine Fur est
physiologiquement insignifiante en raison du fait qu’ils y sont présents en quantité
insuffisante (Bagg et Neilands, 1987). Lors de la phase exponentielle de croissance, la

protéine Fur est trés abondante, allant jusqu’a 5000 copies par cellule. Par ailleurs, ce
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taux €levé est similairement retrouvé chez la bactérie gram négatif Vibrio cholerae,
agent causant le choléra. I a été suggéré que cette abondance est due soit au fait que
Fur régule ’expression de plusieurs génes ou qu’il peut agir comme réserve de fer

disponible dans la cellule (Watnick ef al., 1997; Zheng et al., 1999).

1.8.1.1 Mécanisme de régulation

Chez E. coli, la protéine Fur est constituée d’au moins un ion de zinc par
dimere, situé sur un site spécifique. Il a été récemment démontré que ce site avait un
role potentiel dans la dimérisation de la protéine et qu’il est essentiel pour la
stabilisation de la structure protéique (Pecqueur e al., 2006; D'Autreaux ef al., 2007).
De plus, les sous-unités de Fur sont constituées de deux domaines importants soient le
domaine N-terminal, qui permet la liaison a I’ADN, et le domaine C-terminal, qui lie
le Fe*' et qui assure la dimérisation de la protéine (Stojiljkovic et Hantke, 1995). Suite
a la formation du complexe Fur-Fe*', celui-ci a la capacité de lier une séquence
consensus de I’ADN situé en amont du géne régulé, nommé la boite Fur (Fur box). De
ce fait la transcription du géne est inhibée, car I’accés a I’ARN polymérase est bloqué
par le complexe (Figure 1.11). Cette boite se situe normalement entre les sites -35 et -
10 pb de la région promotrice du géne régulé et elle est composée de trois ou quatre
hexameéres répétitifs et imparfaits de GATTAT permettant la liaison du complexe
dimérique (Lavrrar et McIntosh, 2003; Andrews er al., 2003). Le complexe Fur-Fe*'
possede donc la conformation nécessaire pour interagir avec la boite Fur et, ainsi,

permettre une répression positive des génes ciblés.
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Figure 1.11: Mécanisme de régulation négative de la protéine Fur chez diverses

bactéries Gram négatives (Carpenter et al., 2009).
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Fur est un régulateur transcriptionnel qui contréle I’expression d’une diversité
de genes, dont son propre géne (fur). Ceci fait donc de lui un régulateur global.
Généralement, il agit comme un répresseur positif, mais dans certains cas, il peut agir
en tant qu’inducteur de genes essentiels (Andrews ef al., 2003). La régulation positive
et indirecte de Fur sur plusieurs genes est en partie expliquée par son interaction avec
un régulateur post-transcriptionnel, le petit ARN non-codant RyhB (section 1.8.2.1).
Chez E. coli, Fur régule I’expression de plus de 90 génes impliqués dans les
mécanismes de développement du métabolisme bactérien, tels que la glycolyse
(gpmA), le cycle de TCA (sdhCDAB) et la respiration cellulaire (cyoA). Par ailleurs, il
régule principalement les génes impliqués dans la régulation de I’homéostasie du fer

(Andrews ef al., 2003; McHugh ef al., 2003; Carpenter et al., 2009).

1.8.1.2 Fur et I’acquisition du fer

La principale fonction physiologique de la protéine Fur est de réprimer les
genes impliqués dans I’acquisition du fer. Diverses études chez plusieurs
entérobactéries, telles que E. coli, Salmonella et Neisseria, ont amené 3 identifier les
genes qu’il régule, soit par la découverte d’une boite Fur en amont de la séquence
ciblée ou par la présence d’une régulation indirecte de la protéine (Carpenter ef al.,
2009). Parmi ces cibles, il y a entre autres les génes codant pour les sidérophores, un
des systemes d’acquisition du fer les plus utilisés par les bactéries (Figure 1.12). Tout
d’abord, Fur réprime I’expression des composants essentiels des systémes de transport
des catécholates, dont I’entérobactine et les salmochélines. En effet, Fur affecte la
synthese, le transport et la dégradation de I’entérobactine en régulant négativement au
niveau de trois régions chromosomiques du systéme (Figure 1.12 A). De plus, il
régule négativement I’expression du récepteur des salmochélines, IroN, ainsi que celui
de la glycosyl-transférase responsable de la synthése du sidérophore, IroB (Figure
1.12 B) (Brickman et al., 1990; Hunt ef al., 1994; Baumler ef al., 1998). Les génes
codant pour la synthése et le transport de I’aérobactine, soit respectivement iucABCD
et iut4, sont aussi sous le contrle négatif de Fur chez E. coli (Figure 1.12 C) (de

Lorenzo et al., 1987).
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Figure 1.12 : Organisation chromosomique des sidérophores chez E. coli. La régulation
négative par Fur (site de liaison = petite boite hachurée) des systémes de A) ’entérobactine,

B) des salmochélines et C) de I’aérobactine (Payne et Mey, 2004).

Outre cela, il existe d’autres génes étroitement liés a I’acquisition du fer et qui
sont aussi réprimés par Fur chez E. coli. 1l y a ainsi les récepteurs de sidérophores
FhuA (ferrichrome) et Cir (colicine I), le systéme de transport du citrate ferrique,
FecABCDE, I’adhésine/récepteur de catécholates, lha, et le transporteur de métaux

(Fe** et Mn”*) SitABCD (Patzer et Hantke, 2001; Carpenter et al., 2009) .

En résumé, lorsque la concentration intracellulaire de fer atteint un seuil de
suffisance ou d’excédant, la protéine Fur est activée en présence de son co-répresseur,
le fer ferreux. Le complexe dimérique actif est ainsi en mesure d’inhiber I’expression
des geénes impliqués dans la synthése et/ou dans le transport des systémes
d’acquisition du fer (par exemple: les sidérophores), empéchant ainsi toute
acquisition supplémentaire de fer dans le cytoplasme bactérien. De ce fait, il prévient
IPaccumulation excessive du métal qui peut étre potentiellement toxique pour la

bactérie aérobie. Lorsque la concentration intracellulaire en fer diminue ou se rétablit,
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Fur est inactivé, di a un approvisionnement limité de son co-facteur. Ceci permet la
réactivation des génes impliqués dans I’acquisition du fer (Andrews e al., 2003; de
Lorenzo et al., 2004). Tel que mentionné précédemment, le fer est un métal trés
important pour la survie de la majorité des microorganismes. Ainsi, la régulation de
son acquisition par Fur joue un role primordial chez diverses bactéries qui I’utilise, et

ce, probablement méme durant un processus infectieux (par exemple : une ITU).

1.8.1.3 Fur et le stress oxydatif (fer)

Le géne fur chez E. coli fait partie de I'opéron fldA-fur, situé sur le
chromosome bactérien. Cet arrangement génique est aussi retrouvé chez plusieurs
autres espéces bactériennes telles que Yersinia pestis et Klebsiella pneumoniae (Zheng
et al., 1999). Le géne fldA code pour une protéine essentielle, la flavodoxine, qui est
impliquée dans la défense contre le stress oxydatif (section 1.7.2; page 40) (Andrews
et al., 2003). En effet, il a été démontré que la flavine (composée de la flavodoxine)
est le médiateur responsable de la réduction ferrique durant un stress oxydatif, in vivo.
Ainsi, il est possible que la flavodoxine joue un réle important dans le maintien du fer
cytoplasmique dans un état réduit (fer ferreux) afin que la protéine Fur puisse s’en
servir comme co-facteur (Woodmansee et Imlay, 2002; Andrews ef al., 2003). Une
relation entre les deux protéines serait ainsi en place afin de prévenir un stress

oxydatif.

De plus, il a été démontré que I’opéron fldA-fur est induit par le systtme de
régulation SoxRS en réponse au stress causé par I’anion superoxyde (section 1.7.2.1;
page 40) (Zheng et al., 1999; de Lorenzo et al., 2004). Fur lui-méme joue un rdle dans
la protection contre I’ion superoxyde. En effet, il a ét¢ démontré que Fur régule les
génes sod codant pour les superoxydes dismutases (SODs). Plus précisément, lorsque
I’apport en fer est élevé dans la cellule, le complexe Fur-Fe** réprime directement
sodA, géne codant pour la SOD-Mn*" chez E. coli (Niederhoffer e al., 1990). En
revanche, la superoxyde dismutase SodB (sodB) est indirectement et positivement
régulée par Fur. De ce fait, les génes sodA et sodB sont réciproquement régulés par la
protéine Fur en réponse au fer, lui permettant ainsi de participer a la défense contre le
stress oxydatif (section 1.7.2; page 40) (Dubrac et Touati, 2000; Masse et Gottesman,

2002). Zheng et ses collaborateurs ont découvert que le géne fur a aussi son propre
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promoteur inductible par le régulateur de stress hydroxyle, OxyR (section 1.7.2.2;
page 41). Ainsi, en présence d’agents réactifs a I’oxygéne, les régulateurs principaux
du stress oxydatif, SoxRS et OxyR, sont activés, permettant la mise en marche d’une
série de mécanismes de défense incluant le régulateur global Fur (Zheng ef al., 1999,

Andrews ef al., 2003).

Cette régulation croisée révele un lien important entre la régulation du stress
oxydatif et celle de I’homéostasie du fer. Lorsque Fur est produit en grande quantité,
celui-ci serait en mesure de lier le fer ferreux présent dans le cytoplasme bactérien,
d’inhiber les systtmes d’acquisition de fer et d’induire I’entreposage ferrique. De ce
fait, une diminution de la quantité de fer libre intracellulaire aurait pour effet de
prévenir la toxicité liée 4 ce métal et de protéger la bactérie contre les dommages
oxydatifs (Andrews ef al., 2003). En effet, Touati et ses collaborateurs ont démontré
que I’inactivation du gene fur chez E. coli augmentait la sensibilité de la bactérie au
stress oxydatif in vitro, en raison d’une dérégulation du métabolisme ferrique. Par
ailleurs, I’effet drastique peut étre compensé par I’ajout de chélateurs de fer
(diminution du fer libre), par la mutation du géne ronB (inhibition de transport
ferrique) ou par une surexpression du géne de la ferritine (find), protéine
d’entreposage de fer (section 1.6.5; page 35) (Touati er al., 1995; Abdul-Tehrani es
al.,, 1999). La sensibilit¢ du mutant E. coli peut ainsi se traduire par le fait que
I’absence de Fur a une conséquence directe sur I’augmentation de la quantité de fer
libre dans le cytoplasme bactérien, soit en permettant une expression constitutive des
systémes d’acquisition de fer et une faible biodisponibilité pour les protéines

d’entreposage (Abdul-Tehrani er al., 1999; Andrews et al., 2003).

De plus, il a ét¢ démontré que chez plusieurs bactéries telles que Yersinia
pestis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et E. coli, les génes kat,
codant pour les hydroperoxidases HPI et HPIL, sont régulés positivement par Fur
(Carpenter et al., 2009). Ainsi, E. coli mutée au niveau de fur est plus sensible aux
dommages oxydatifs causés par les irradiations UVA, car la sous-expression de kat
améne a une diminution de la production des iso-enzymes responsables de la
détoxification (Hoerter et al., 2005). Ceci démontre encore une fois I’importance de la
régulation de I’homéostasie du fer par la protéine Fur pour la survie d’une diversité

d’especes bactériennes vivant en présence d’oxygéne.
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1.8.1.4 Roles de Fur dans la virulence bactérienne

Diverses études ont mis en évidence le role de Fur dans la pathogenése
bactérienne. En effet, en plus de son implication primordiale dans I’homéostasie du
fer, il peut étre directement impliqué dans la colonisation et dans la virulence des
bactéries (Carpenter ef al., 2009). Tout d’abord, la mutation fur exécutée chez diverses
souches pathogénes, telles que S. aureus, Listeria monocytogenes et Campylobacter
Jejuni a démontré une baisse dans leur capacité a coloniser et a causer une infection
dans un modele animal approprié (Horsburgh er al., 2001; Palyada er al., 2004; Rea et
al., 2004). En plus de jouer un réle dans la colonisation, Fur régule plusieurs autres
genes codant pour des facteurs de virulence. Parmi ces derniers, il y a ceux impliqués
dans la formation de biofilm chez P. aeruginosa ainsi que dans la production de
protectines chez N. meningitidis, de I’hémolysine chez V. cholerae, de
I’adhésine/récepteur de catécholates, lha, chez les UPEC, et de toxines-Shiga chez les
EHEC (Calderwood et Mekalanos, 1987, Stoebner et Payne, 1988; Ochsner ef al.,
1995; Grifantini er al., 2003; Rashid er al., 2006). Chez les ETEC, il a aussi été
démontré que Fur joue un role dans I’adhésion bactérienne en réprimant I’expression

de fimbriae CFA/I (Karjalainen er al., 1991).

De plus, Fur participe a la régulation de plusieurs mécanismes liés a la
virulence et qui sont nécessaires a la survie de I’espéce. Tel que mentionné
précédemment, il est un régulateur important de la réponse au stress oxydatif et ce
chez plusieurs bactéries. Cette régulation est primordiale lors du processus infectieux,
car les pathogénes sont confrontés a une multitude d’agents oxydatifs pouvant
compromettre leur fonction. De plus, Fur régule divers génes impliqués dans la
réponse de résistance a I’acide (Carpenter ef al., 2009). En effet, il a été démontré que
Fur, indépendamment de la biodisponibilit¢ en fer, participe a la réponse de la
tolérance acide (ATR) de S. enterica sérovar Typhimurium in vivo (Foster, 1991; Hall
et Foster, 1996). Pour certaines espéces pathogénes, telle que Salmonella, cette
caractéristique est trés importante pour sa survie car |’espéce pathogene doit
constamment combattre le stress d’acidité engendré par les cellules immunitaires de
I’hote et le faible pH que présente le lieu d’infection, soit le tractus intestinal
(Carpenter et al., 2009). De plus, en combinaison avec d’autres activateurs, Fur régule
le systéme de sécrétion de type III retrouvé sur I’flot de pathogénicité 1 de S. enterica

sérovar Typhimurium, responsable de I’invasion de la souche dans les cellules
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épithéliales de I’héte (Ellermeier et Slauch, 2008). Par ailleurs, la régulation par Fur
au niveau des systémes d’acquisition du fer impliqués dans la virulence, tels que les
salmochélines et I’aérobactine, fait aussi de lui un candidat possiblement influant sur
la pathogenése de diverses souches qui exploitent ces systémes (par exemple :

ExPEC).

La régulation par Fur de plusieurs génes de virulence retrouvés chez une
diversité d’espéces bactériennes, démontre donc qu’il joue un réle important dans la

pathogenése, dépendamment ou indépendamment des mécanismes ferriques.

1.8.2 RyhB, un petit ARN non-codant

Les petits ARN non-codants (ARNnc) sont retrouvés chez tous les
microorganismes, principalement en tant que régulateurs traductionnels et
stabilisateurs de messages cellulaires. Globalement, il existe trois principales

caractéristiques qui définissent les régulateurs ARNnc (Gottesman, 2004) :

1. Leur synthese et leur activation sont permises que sous des conditions

spécifiques (par exemple : carence en fer).

2. Leur mode d’action est spécifique; la spécificité est procurée tant par la

structure que par la séquence de I’ARN ciblé.

3. Leur temps d’action est limité; la réponse est trés rapide.

Chez la bactérie E. coli, plus de 50 ARNnc ont été identifiés et sont impliqués
dans plusieurs mécanismes cellulaires. Il existe un groupe particulier d’ARNnc qui
utilise la chaperonne Hfq, une protéine nécessaire a I’appariement des ARNnc aux
ARNm cibles et a I’exécution de la régulation post-transcriptionnelle. Parmi ce
groupe, il y a entre autres OxyS, qui coordonne la réponse cellulaire au stress oxydatif
(tableau 1.2; page 42) et RyhB qui joue un rdle central dans I’homéostasie du fer
(Gottesman, 2004).
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1.8.2.1 Meécanisme de régulation

Des études génomiques servant a trouver des génes codant pour des ARNnc
chez E. coli K-12 ont permis d’identifier un petit ARNnc composé de 90 nucléotides :
RyhB (Argaman et al., 2001; Wassarman ef al., 2001). 1l a comme fonction d’inhiber
la transcription des ARNm cibles en promouvant leur dégradation. Cette régulation
post-transcriptionnelle débute par un appariement antisens spécifique de RyhB a
’ARNm ciblé. La chaperonne Hfq qui s’y lie assure I’interaction spécifique et la
stabilité de I’ARNnc. Suite a cela, le complexe de dégradosomes d’ARN (RNaseE) est
recruté et une co-dégradation rapide de I’ARNm avec le petit ARNnc s’ensuit (Masse
et Gottesman, 2002; Masse ef al., 2003) (Figure 1.13). Lors d’une carence en fer, les
ARNm principalement ciblés par RyhB sont ceux codant pour des protéines
d’entreposage du fer et non-essentielles. Ainsi, ce mécanisme d’action (la co-
dégradation) permet une réponse spécifique et trés rapide due a I’inactivation presque
immédiate de I’ARNnc avec le transcrit. Chez E. coli, ce type de systéme est aussi

utilisé par d’autres ARNnc, tels que OxyS et DsrA (Masse ef al., 2007).

Une récente approche ARNnomique a permis de démontrer que RyhB régule
une diversité de transcrits de maniére directe et indirecte. Plus précisément, lors de
conditions de carence en fer, RyhB réprime plus de 18 transcrits, codant pour 56
protéines, dont la majorité est impliquée dans I’homéostasie du fer (Masse er al.,
2005). Parmi ces transcrits, il y a particulierement les génes qui sont régulés
positivement par Fur, soient acnd, fumA et sdhCDAB (enzymes ferriques du cycle
TCA), finA et bfr (ferritine et bacterioferritine) ainsi que sodB (superoxyde dismutase
ferrique) (section 1.8.1.1; page 44). Cette interaction s’explique par la présence d’une
boite Fur dans le promoteur du géne »yhB, démontrant que Fur est un répresseur de
RyhB (Masse et Gottesman, 2002) (Figure 1.13). De ce fait, la régulation indirecte et
positive de ces genes par Fur lors de conditions riches en fer se traduit, en fait par une
répression du géne ryhB, empéchant ainsi sa synthése et, par conséquent, la
dégradation des transcrits par le petit ARNnc. Il est a noter toutefois que seule
’activation directe de find par Fur a été a ce jour explicitée (Masse et Gottesman,

2002; Nandal et al., 2010).
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Figure 1.13 : Mécanisme de régulation par RyhB en relation avec Fur chez E. coli K-12.
Les fleches rouges représentent les conditions suffisantes en fer et les fleches vertes, les

conditions de carence en fer intracellulaire (Masse ef al., 2007).

Une relation trés importante au niveau de I’homéostasie du fer a été démontrée
chez diverses espéces bactériennes entre le régulateur Fur et le petit ARNnc RyhB. Un
des mécanismes les plus connus a ce jour est celui retrouvé chez E. coli K-12 (Figure
1.14). Tel que mentionné précédemment, lorsque la concentration intracellulaire en fer
est suffisante ou élevée, Fur est activé en présence de son cofacteur le fer ferreux. De
ce fait, le complexe activé, en réprimant la synthése de RyhB, peut inhiber une
diversité de génes impliqués dans I’acquisition du fer et indirectement en activer
d’autres impliqués dans I’entreposage du fer (Hantke, 2001; Masse et Gottesman,
2002). En effet, RyhB ciblent des génes codant pour des protéines d’entreposage du
fer et les protéines ferriques non-essentielles. Somme toute, Fur empéche I’acquisition
du fer et permet son entreposage afin de prévenir son accumulation. Lorsque la
concentration intracellulaire en fer se rétablit, Fur est inactivé, permettant au géne
ryhB d’€tre exprimé et de synthétiser ’ARNnc. Ce dernier peut donc cibler les ARNm
codant pour les protéines d’entreposage afin de réduire la séquestration du fer
nouvellement acquis dans la bactérie et ainsi permettre a ses protéines essentielles de
Iutiliser pour diverses réactions métaboliques vitales (Jacques ef al., 2006; Masse ef

al., 2007). La régulation concertée par Fur et RyhB permet donc un ajustement de la
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concentration intracellulaire du fer libre et un maintien physiologique du métabolisme

ferrique bactérien (Masse et Arguin, 2005).
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Figure 1.14 : Régulation par Fur et RyhB de Pacquisition et de I’entreposage de fer

nouvellement acquis chez E. coli K-12 (Masse et al., 2007).

1.8.2.2 RyhB et ’acquisition de fer

Il a été démontré que RyhB ne permet pas uniquement [’inactivation de
plusieurs génes, mais bien aussi I’activation de beaucoup d’autres impliqués dans
I’homéostasie du fer (Masse et al., 2005). Récemment, une premiére étude a illustré
une activation traductionnelle directe de RyhB sur un geéne chez la bactérie E. coli K-
12. Le géne en question est shi4 et il code pour une perméase (récepteur
membranaire) de I’acide shikimique, un composé aromatique participant dans la
biosynthése des sidérophores de type catécholate (Whipp er al., 1998; Prevost et al.,
2007). Plus précisément, RyhB permet la traduction de shi4 en favorisant la
destruction d’une structure inhibitrice intrinséque de son ARNm, soit I’hélice qui
séquestre le site de liaison du ribosome. L’appariement complémentaire de ’ARNnc

avec la structure inhibitrice conduit ainsi a la libération de ’ARNm de shiA et, par
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conséquent, a la synthése de la perméase. Les résultats de I’étude démontrent ainsi que
le transport de I’acide shikimique via ShiA est plus important dans des conditions ot

RyhB est activé, c’est-a-dire lors d’une carence en fer (Prevost et al., 2007).

Suite a ces divers résultats, une récente étude a démontré une autre relation
entre RyhB et la biosynthése de sidérophores, établissant encore une fois I’importance
de ’ARNnNc au niveau de I’acquisition du fer. Tout d’abord, il a été établi que RyhB
est requis pour I’expression physiologique de I’opéron codant pour la biosynthése de
I’entérobactine, soit entCEBAH. Ainsi, RyhB a un effet sur la concentration
intracellulaire en fer, car il stimulerait I’importation du métal en promouvant la
production de I’entérobactine lors de conditions de carence en fer. De plus, il affecte
la synthése du sidérophore en réprimant directement la traduction de cysE, qui code
pour une sérine acétyltransférase. La biodisponibilité de la sérine est réduite en
présence de CysE, car cette derniére I’utilise comme substrat pour la biosynthése de la
cystéine. La sérine est une composante essentielle a la formation de I’entérobactine
(Walsh et Marshall, 2004; Salvail er al., 2010). Ainsi, RyhB permettrait une plus
grande utilisation de la sérine pour la synthése de I’entérobactine en réduisant
Iactivité de CysE (Salvail er al., 2010). 1l a été rapporté que RyhB a aussi la capacité
de réguler partiellement et négativement la synthése de la protéine Fur en
reconnaissant une séquence en amont du codon d’initiation de I’ARNm (Vecerek ef
al., 2007). RyhB est donc impliqué de maniére importante dans la régulation des
systémes d’acquisition du fer. Aussi, tel que mentionné précédemment, la biosynthése
des salmochélines dépend de la machinerie de I’entérobactine. De ce fait, il est
logique d’affirmer que RyhB joue un rdle essentiel tant au niveau de la production des
salmochélines que de leur précurseur, faisant de lui un potentiel régulateur global de la

synthese des sidérophores de type cathécholate.

1.8.2.3 RyhB et le stress oxydatif

Depuis plusieurs années, diverses études ont démontré I’importance des petits
ARN non codants au niveau de I’adaptation des bactéries a certains stress
métaboliques. RyhB joue un réle important dans la régulation au stress oxydatif. Tel
que mentionné précédemment, il réprime directement le géne sodB codant pour la

superoxyde dismutase ferrique lors des conditions de carence en fer (Masse et
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Gottesman, 2002). De plus, il a été démontré que RyhB joue un rdle en tant que
régulateur dans I’adaptation des entérobactéries a divers stress via les protéines

régulatrices ayant un groupement fer-soufre (Fe-S) (Desnoyers et al., 2009).

1.8.2.3.1 Groupements Fe-S

Il existe plus de cent protéines possédant des groupements prosthétiques Fe-S.
Ces protéines sont essentielles pour la majorité des organismes en raison du fait
qu’elles sont impliquées dans plusieurs réactions métaboliques importantes, telles que
la photosynthése, la fixation de [’azote, la respiration cellulaire et la régulation
génique. Ces protéines dépendent de leur groupement Fe-S afin d’exécuter leur
fonction régulatrice en tant que senseur de I’environnement intracellulaire. En effet,
grace a leur conformité structurale, leur protéine-hote posséde la capacité de détecter
les niveaux de fer intracellulaire et la présence d’un stress oxydatif (Kiley et Beinert,

2003).

1.8.2.3.2 Systémes de production des groupements Fe-S et leur régulation

Chez E. coli, les groupements Fe-S des protéines essentielles sont
principalement synthétisés par les syst¢tmes de production ISC (« iron-sulphur
cluster ») et SUF (« sulfur utilization factor ») (Takahashi et Nakamura, 1999; Outten
et al., 2004). Les composantes de chaque systéme sont respectivement codées par les
opérons iscRSUA et sufABCDSE (Schwartz et al.,, 2001; Outten er al, 2004).
Toutefois, malgré I’expression des deux systémes dans des conditions de carence en
fer, les opérons sont activés par différents mécanismes de régulation (Desnoyers ef al.,
2009). En effet, I’opéron suf est sous le contrdle négatif de la protéine Fur
contrairement a ’opéron isc (Outten et al., 2004). Ce dernier est plutot régulé par le
répresseur transcriptionnel IscR. Seul IscR lié a un groupement Fe-S peut permettre
I’auto-répression (Schwartz ef al., 2001; Giel et al., 2006). En d’autres mots, lorsque
le groupement Fe-S du régulateur devient instable di a un stress, la protéine IscR est
sous la forme « apo » permettant donc a I’opéron isc d’étre actif. Les protéines IscS,
IscU et IscA ainsi produites sont en charge de la biosynthése des groupements Fe-S,

qui pourraient étre utilisés par différentes protéines impliquées dans la résistance au
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stress oxydatif (Giel er al, 2006). Par exemple, la protéine SoxR posséde un
groupement Fe-S qui lui est nécessaire pour réguler les mécanismes de protection
contre le stress oxydatif (section 1.7.2.1; page 40). 1l a été démontré que la forme
«apo » de la protéine IscR agit aussi comme activateur transcriptionel de I’opéron suf
(Outten e al., 2004; Lee et al., 2008).

Récemment, Desnoyers et ses collaborateurs ont démontré que I’ARNnc RyhB
régule I'opéron isc lors de conditions de carence en fer chez E. coli K-12. Plus
précisément, RyhB joue un réle dans la biosynthése des groupements Fe-S en
dégradant partiellement les transcrits géniques iscSUA, sans toutefois affecter le
fragment codant pour la protéine régulatrice IscR. En effet, cette section semble étre
protégée par une structure secondaire composée de séquences palindromiques
répétitives et localisée entre les génes iscR et iscS (Desnoyers et al., 2009). Un modéle
de régulation par RyhB chez les entérobactéries a donc été élaboré, démontrant son

importance physiologique (Figure 1.15).
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Figure 1.15 : Modéle de dégradation partielle de I’opéron iscRSUA par RyhB chez les

‘ RNA degradosoma
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entérobactéries. A) Conditions élevées en fer B) Conditions de carence en fer (Desnoyers et
al., 2009).
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Lors de conditions suffisantes ou élevées en fer, la production du syst¢éme ISC
est permise et il est responsable de la biosynthése des groupements Fe-S (Figure 1.15
A). Lorsque la concentration intracellulaire en fer devient faible, RyhB activé est en
mesure de réprimer la traduction des composantes nécessaires a la synthése de
groupements Fe-S (IscS, IscU et IscA), mais permet toujours la production du
régulateur IscR (Figure 1.15 B). Etant dans des conditions de carence en fer, IscR se
trouve sous sa forme « apo », permettant donc d’activer le second systéme de synthése
de groupement Fe-S, SUF (Figure 1.15 B). Celui-ci en devient le principal producteur
sous cette condition. Lorsque la concentration intracellulaire en fer se rétablit ou
devient élevée (stress oxydatif), SUF et RyhB sont réprimés par le régulateur Fur,
permettant ainsi I’activation du systéme ISC (Desnoyers ef al., 2009). En résumé, la
régulation par RyhB des différentes protéines possédant un groupement Fe-S

démontre I’importance de I’ARNnc au niveau de 1’adaptation de la bactérie a plusieurs

stress ferriques et oxydatifs.

1.8.2.4 Roles de RyhB dans la virulence bactérienne

Diverses études ont étudié le role de RyhB (et de ses homologues) dans la
virulence bactérienne. Plusieurs d’entre elles ont démontré que cet ARNnc a la

capacité de réguler I’expression de plusieurs facteurs de virulence.

Tout d’abord, RyhB régule divers transcrits codant pour des protéines
essentielles et il est nécessaire a la formation de biofilm chez la bactérie Vibrio
cholerae. Toutefois, il ne semble pas étre primordial pour la colonisation de la
bactérie chez la souris (Davis et al., 2005; Mey et al., 2005). De plus, il participe a la
régulation de la résistance a [I’acidité chez Shigella flexneri, agent causant la
dysenterie (Oglesby er al., 2005). Cette résistance est importante pour la survie du
pathogéne en raison du fait que le lieu d’infection, soit le tractus intestinal, est acide
(Gorden et Small, 1993). 1l a été démontré que RyhB réprime I’expression du géne
evgA, codant pour I’activateur transcriptionnel EvgA, et de ’oxydoréductase putative
ydeP essentiel pour la résistance a I’acidité. Cette résistance semblerait donc étre plus
importante dans des conditions ou la quantité de fer est suffisante, car Fur est actif et il
peut réprimer RyhB. Ceci permet ainsi I’expression du gene ydeP via son activateur

EvgA. La régulation concertée par RyhB, Fur et ydeP permet a I’espéce pathogene de
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s’adapter 4 son milieu et de lui permettre de causer une infection (Oglesby et al.,
2005). De plus, RyhB participe a la pathogenése de la méme espéce en régulant divers
facteurs de virulence. Plus précisément, il réprime I’expression de VirB, un activateur
transcriptionnel de plusieurs opérons impliqués dans la pathogenése. Cette répression
n’est présente que lorsque la bactérie se trouve dans un milieu pauvre en fer, soit a
Pintérieur de la cellule héte, car une expression inappropriée du régulon VirB peut
provoquer une lyse cellulaire prématurée. De ce fait, RyhB, actif dans ce milieu (Fur
n’est pas produit), réprime VirB prévenant ainsi une dérégulation du processus

infectieux (Murphy et Payne, 2007).

Il existe aussi quelques systémes de régulation homologues a RyhB qui sont
retrouvés chez d’autres espéces bactériennes pathogénes. Il y a en trois principaux
dont PrrF chez P. aeruginosa, NrtF chez N. meningitidis et FstA chez Bacillus subtilis
(Wilderman er al., 2004; Mellin e al., 2007; Gaballa et al., 2008). Ces ARNnc
répriment divers transcrits qui codent pour des protéines utilisant le fer et régulent une

variété de cibles similaires a celles de RyhB, incluant les génes sodB et sdh.

RyhB posséde donc un réle potentiellement important dans la virulence chez
diverses espéces bactériennes. Toutefois, ses roles individuels et de concert avec Fur,
tant au niveau de la régulation des systémes d’acquisition du fer que des systémes de

protection contre le stress oxydatif chez les EXPEC, n’ont pas encore été élucidés.

La caractérisation des rdles des régulateurs de I’homéostasie du fer, Fur et
RyhB, chez la souche UPEC CFT073 aux niveaux des mécanismes d’acquisition du
fer et de la protection contre le stress oxydatif, et ce, dans le contexte d’une infection

du tractus urinaire murin, fait I’objet de [’étude présentée dans ce mémoire.
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Chapitre 2.  Matériel et méthodes




2.1 Souches bactériennes

Les différentes souches d’Escherichia coli utilisées dans cette étude sont listées, avec
leurs caractéristiques, dans le Tableau 2.1. Toutes les souches sont entreposées avec

25% de glycérol (v/v) - milieu LB 4 -80°C.

Tableau 2.1 : Souches d’Escherichia coli utilisées pour I’étude

Souches Génotype et/ou phénotype’ Source ou référence
E. coliK-12
EMI1055 DJ480 AX74lac dérivé de MG1655 (E. coli K-12) (Masse et Gottesman, 2002)
EMI1238 EMI1055 A rvhB :: cat ; Cat® (Masse et Gottesman. 2002)
KP392 EM1055 A fur :: kan ; Kan® (Masse et Gottesman. 2002)
Dli5a F X (A 80 lacZAMI1S5) endA | ginl"44 thi-1 recA I. rel/i ! .
gvrA96 deoR A (lacZYA-argF) U169, hsdR17(r¢’ mg’) Bethesda Laboratories
MGN617 thi thr leu tond lacY ginl’ supE A asdA4 recA ::RP4- 2-
Te ::Mu [Apir]; Kan® (Dozois et al.. 2000)
S17 hsdR pro recA RP4-2-Tc :: Mu-Kan :: Tn7 [Apir]; Kan® (Simon. 1984)

JW0669  BW25113 A fur :: FRT (Kitagawa et al.. 2005; Baba

et al., 2006)
CFT073 Escherichia coli pathogéne du tractus urinaire 06 : H1 : K™ (Mobley er al., 1990)

QT2230 CFT073 A rvhB :: cat ; Cat® Cette étude
QT2237 CFTO073 A fur :: kan ; Kan® Cette étude
QT2637 CFTO073 A fur :: FRT Cette etude
QT2240  QT2230 A fur :: kan ; Cat® et Kan® Cette élude
QT2634 QT2230 A fur :: FRT; Cat® Cette étude
QT2639 QT2634 anTn7 :: fur ; Cat® et Gen® Cette étude
QT2469 QT2230 arTn7 :: rvhB ; Cat® et Gen® Cette étude
QT2792  QT2637 lac :: fur, Kan® Cette étude
QT2808  QT2639 /ac :: ryhB ; Cat®. Gen® et Kan® Cette étude
QT1081 CFT073 A lacZYA (Sabri et al., 2009)

“Cat" = résistance au chloramphénicol ; Kan® = résistance a la kanamycine ; Gen" = résistance a la
gentamicine.
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2.2 Milieux et conditions de croissance

Les cultures bactériennes ont été réguliérement effectuées dans le milieu Luria-
Bertani (LB) liquide ou solide a 37°C. Lorsque nécessaire, et afin de sélectionner les
mutations, les milieux de culture utilisés pour les diverses expériences ont été
supplémentés avec les concentrations d’antibiotiques suivantes : chloramphénicol 30
pg/ml, kanamycine 30 pg/ml, gentamicine 50 pg/ml et ampicilline 100 pg/ml. Le
milieu minimal (pauvre en fer) M63-glycérol a aussi été utilis€é pour certaines
expériences. Le M63-glycérol est composé de KH,PO4 39 mM, K,HPO,; 80 mM et
(NH;)2S04 15 mM. Ce mélange a été ajusté a un pH de 7.5 avec du KOH et a été
supplémenté avec les produits suivants : MgCly 1 mM, CaCl, 0,1 mM et du glycérol
0,6%. La préparation de ces derniers a été réalisée dans des bouteilles et avec des
instruments en plastique afin de minimiser les traces de fer. Pour les courbes de
croissance, I’urine humaine a aussi été utilisée. Le milieu est constitué d’échantillons
filtrés provenant de 3 femmes différentes. Le mélange d’urine a été par la suite

entreposé a 4°C durant les périodes d’expérimentation.

2.3  PCR (Réaction de polymérisation en chaine)

La PCR a été utilisée afin de confirmer les génotypes de tous les mutants de
I’étude. Principalement, cette méthode a été utilisée afin de cribler et d’amplifier les
génes visés. Le criblage a été effectué en utilisant I’ADN polymérase Taq (Feldan
Bio, St-Laurent, Québec) et les réactions ont été réalisées dans un appareil
Mastercycler Gradient (Eppendorf). Les conditions des réactions ont été suivies selon
le protocole du fournisseur pour une réaction de 30 cycles. Afin d’avoir une plus
grande fidélité, I’amplification des genes ciblés a ét¢ effectuée avec I’ADN
polymérase Herculase (Stratagene, Lalolla, CA, USA). Dans ces cas-ci, les
conditions de PCR pour les cibles entre 1 et 10 kb, avec un total de 30 cycles, ont été
utilisées selon le protocole du fournisseur. La purification des produits PCR a été
réalisée en utilisant la trousse Qiagen, (Qiagen Inc., Ontario, Canada) tel que
recommandé par le fournisseur. Les amorces utilisées pour chaque séquence génique

ciblée sont présentées dans le Tableau 2.2.
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Tableau 2.2 : Amorces utilisées pour Pétude

Amorces Géne ou séquence visé” Séquence (5°-3°)
CDMI171 rvhB :: cat TTTGGGGTAAATGTCCCTTTC
CMD1172 rvhB :: cat GTGCGCATAACGAACACAAG
CMD1188 Jur :: kan TCATTTAGGCGTGGCAATTC
CMD1189 Jur :: kan TGAGAGCTGTAACTCTCGCTTTTC
CMD290 Jur:: FRT CGCGCCAAAGGCACGATGTT
CMD291 Jur :: FRT GCAGCAAAGAAGATCTGGAAGC
TGCTGTGGTACCTGTAAGCTGTGCCACGTTTT
CDM1269 Jur
= site de restriction Kpnl ajouté
ACAGGTACCTGAGAGCTGTAACTCTCGCTTTTC
CDM1270 Jur
= site de restriction Kpnl ajouté
GTACTCGAGTGTTTCTGCGTGGCGTATTAC
CDM1271 rvhB
site de restriction Xhol ajouté
CCTCCCGGGAAAGCGGACGTGGTTCCTAC
CDMI1272 rvhB
= site de restriction Xmal ajouté
CDMI75 M13- pGEM GTAAAACGACGGCCAGTGA
CDM176 M13- pGEM CAGGAAACAGCTATGACCATG
TGCGGTCAATTGTACCGCACAGATGCGTAAGGAGAA
CMDI1067  Tn7T-Gen de AY599231
=site de restriction Mfel ajouté
AACGCCGCTCGAGTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCA
CMD1068  Tn7T-Gen de AY599231
__=site de restriction PspXI ajouté
CMD1073 pstS_Tn7 (R) AGATCAGTTTGGTGTACGCCAGGT
‘lacA (R)
CMD13%4 GATAAGCGVAGCGYATCA

(amorce dégénérée)

“Cat = chloramphenicol ; Kan = kanamycin ; Gen= gentamicine; R = amorce antisens
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2.4  La mutagenése

La technique de Datsenko et Wanner a été utilisée pour réaliser les mutants du
projet (Datsenko et Wanner, 2000). Celle-ci consiste a remplacer la séquence du géne
ciblé, au sein du chromosome, par une séquence homologue codant pour une cassette
de résistance a un antibiotique. Ce remplacement est effectué grace au systéme A Red
recombinase retrouvé sur le plasmide pKD46 (Tableau 2.3) (Datsenko et Wanner,
2000). Le systéme code pour les génes vy, P et exo dont les produits aménent
simultanément a [P’inhibition de I’exonucléase V RecBCD de la bactérie héte

permettant donc I’acces a I’ADN et a la recombinaison de I’alléle a introduire.

Pour débuter, le plasmide pKD46 a été préalablement introduit dans la souche
a muter, soit la souche CFT073. Suite a cela, une culture de la souche CFT073, ayant
le plasmide pKD46 et ayant poussée a 30°C avec agitation durant 16 a 18 heures, a été
diluée (1 : 100) dans le milieu LB. Cette culture a été cultivée jusqu’a une D.O.s50nm
de 0.8, a 30°C, avec agitation, et en présence de L-arabinose 100 mM, pour induire
I’expression du systtme A Red recombinase. Un volume de 10 ml de culture a été
centrifugé a 2700g a 4°C pendant 15 minutes. Le culot a été récupéré, puis lavé 2 fois
avec 10 ml d’eau stérile froide et 1 fois avec 5 ml de glycérol 10% froid. Une
centrifugation a 2700g a 4°C pendant 15 minutes a aussi été effectuée entre chaque
lavage. Le culot final obtenu contenait les bactéries électrocompétentes (CFT073,
pKDA46). En parallele, les régions des souches EM1238 (ryhB :: cat) et K392 (fur ::
kan) ont été amplifiées par PCR avec des amorces ayant des régions homologues aux
genes visés (Tableau 2.2), puis les alléles ont été purifiés avec la trousse Qiagen, tel
que recommandé par le fournisseur. Ainsi, un volume de 70 pl de bactéries
électrocompétentes a été mélangé dans une cuvette a électroporation avec 400 ng
d’ADN amplifié, soit I’allele ryhB :: cat purifié de EM1238 et/ou I’alléle fur :: kan
purifié de KP392. L’électroporation a été exécutée avec la machine Bio-Rad Gene
Pulser programmée a 1.8kV (25 mF avec Pulse controller de 200 ohms). Les
bactéries transformées QT2230 (CFT073 A ryhB :: car) et QT2237 (CFT073 A fur ::
kan) ont été cultivées dans le milieu LB a 30°C, avec agitation, durant environ 3
heures. Le culot de chaque culture a ensuite été étalé sur une gélose LB, avec
I’antibiotique correspondant, puis incubé a 37°C pendant 16 heures afin de causer la
perte du plasmide thermosensible. Pour ce qui est de la génération du double mutant

QT2240 (CFT073 A ryhB :: cat A fur :: km), la méme procédure a été utilisée, mais,
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cette fois-ci, il y a eu introduction du plasmide pKD46 dans la souche QT2230 afin de
pouvoir la transformer avec Palléle fur :: kan de KP392. Les mutants de I’étude sont

présentés dans le Tableau 2.1.

2.5  Délétion de la cassette de résistance a Pantibiotique

Le plasmide possédant les génes du systéme de transposase Tn7 (plJ258), et
qui est nécessaire a la complémentation des souches, code pour la résistance a la
kanamycine. Pour des raisons de manipulations adéquates, les cassettes de résistance a
la kanamycine des souches mutantes QT2237 et QT2240 ont dii étre enlevées. Or, ces
cassettes ne possédent pas de sites FRT répétitifs qui permettraient leur délétion par
Flp. Ainsi, des nouveaux mutants ont été générés, et ce, a partir d’une cassette de
résistance a la kanamycine qui, cette fois-ci, possédait les sites FRT. A ce titre,
I"alléle fur :: kan de la souche JW0669 mutée (BW25113 A fur :: kan) a été amplifiée
par PCR (Herculase) avec les amorces CMD1188-1189, puis elle a été purifiée avec la
trousse Qiagen. La méthode d’électroporation décrite dans la section 2.4 a été utilisée
afin d’introduire I’alléle amplifié dans les souches électrocompétentes QT2330
(CFTO73 A ryhB:: cat) et CFT073, ce qui a permis de respectivement générer le
double mutant ainsi que le mutant simple fur. Par la suite, les cassettes de résistance a
la kanamycine ont été éliminées par I’entremise du plasmide pCP20 qui code pour la
recombinase Flp (Tableau 2.3). Celle-ci reconnait les sites FRT répétitifs situés de
chaque c6té de la cassette de résistance et, de ce fait, peut les éliminer par excision
(Datsenko et Wanner, 2000). Ainsi, le plasmide pCP20 a été introduit par
électroporation dans les souches mutantes, puis les souches transformées ont été
incubées a 30°C pour 24 heures afin de laisser le temps a la flipase d’exciser la
cassette. Les clones ont été sélectionnés selon leur sensibilité & la kanamycine, puis les
souches ont ét€ incubées a 37°C afin de causer la perte du plasmide thermosensible.
La délétion de la cassette de résistance a I’antibiotique a été confirmée par PCR, avec
les amorces CMD290-291, et les souches mutantes obtenues sont QT2637 (CFT073 A
Jur :: FRT) et QT2634 (CFT073 A ryhB :: cat A fur :: FRT). Les souches sont listées
dans le Tableau 2.1.
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2.6 Complémentation

Les différents plasmides utilisés pour la complémentation des souches mutantes

d’Escherichia coli sont listés, avec leurs caractéristiques, dans le Tableau 2.3.

Tableau 2.3 : Plasmides utilisés pour I’étude

Plasmides Génotype" Source ou référence
pKD46 Plasmide A Red recombinase; thermosensible; AmpR (Datsenko et Wanner. 2000)
pGEM®R-T  Vecteur de clonage ; Amp" Promega
plJ3i9 pGEMR-T :; fur. alléle ayant des sites pour 'enzyme de
. R Cette étude
restriction Kpnl; Amp
plJ321 pGEMR-T :: rvhB. alléle ayant des sites pour les enzymes de
Cette étude

restrictions Xhol et Xmal; Amp®

Crépin e al., 2011

pl)253 pGP704 :: Tn7T-Gen ; Amp®. Gen*
(manuscrit en préparation)
plJ326 plJ253 :: rvhB de plJ321 ; Amp®. Gen® Cette étude
plJ336 plJ253 i fur de pli319; AmpR. Gen® Cette étude
Crépin et al., 2011
plJ258 pST6K :: tnsABCD ; Kan®
(manuscrit en préparation)
plJ266 pBluescript 11 SK" :: lacZ -kan- ‘lacA; Kan®. Amp" (Cazaeral.,2011)
plJ376  pli266 :: fur de plJ319; Kan®, Amp® Cette étude
plJ377  plJ266 :: rvhB de plJ321; Kan®, Amp® Cette étude
pMEG-375 sacRB mobRP4 oriR6K. Cat". Amp" (Dozois et al.. 2003)

plJ386  pMEG-375 ::lacZ -kan-rvhB-‘lacA de plJ377 ; Cat®. Kan®. Amp®  Cette étude

plJ387  pMEG-375 ::lacZ -kan-fur- ‘lacA de plJ376 ; Cat®. Kan®. Amp®  Cette étude

pCP20 Plasmide qui code pour la recombinase Flp; thermosensible; (Datsenko et Wanner. 2000)

Amp®, Cat®

“Cat® = résistance au chloramphénicol ; Amp" = résistance a I"ampicilline ; Kan® = résistance 4 la
kanamycine ; Gen® = résistance a la gentamicine.
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2.6.1 Complémentation au site atfTn7

La méthode de complémentation chez les entérobactéries utilisant le site
atfTn7 chromosomique a été développée au laboratoire du Pr. Charles M. Dozois.
Cette technique est avantageuse car la complémentation est réussie par I’intégration
simple-copie de I’allele a un site unique et spécifique dans le chromosome bactérien.
La méthode est décrite ci-dessous et fait le sujet d’étude du manuscrit en préparation

par Crépin et al. 2011,

2.6.1.1 Plasmides de clonage

Afin d’effectuer les complémentations, deux constructions plasmidiques ont
été réalisées, soient les plasmides plJ319 et plJ321 (Tableau 2.3). Ces derniers ont été
construits a partir du vecteur pGEM®-T qui posséde un géne de résistance a
I’ampicilline ainsi qu’un alléle de la B-galactosidase (lacZ) contenant un site de
multiclonage (MCS). Le plasmide plJ319 contient la séquence du géne fur avec son
promoteur ayant a ses extrémités des sites ajoutés de restrictions pour ’enzyme Kpnl.
Le plasmide plJ321 contient la séquence du géne ryhB avec son promoteur ayant, a
extrémité 5°, un site ajouté de restriction pour ’enzyme Xhol et, a I’extrémité 3°, un

site ajouté de restriction pour ’enzyme Xmal (Tableau 2.3).

Pour ce faire, la séquence du gene fur ou ryhB (incluant leur promoteur
respectif) a été tout d’abord amplifiée de la souche sauvage CFT073 avec des amorces
spécifiques. Les amorces utilisées sont CDM1269-1270 (fur) et CDM1271-1272
(ryhB) (Tableau 2.2). Suite a I’amplification des génes par PCR (Herculase), les
alleles amplifiés ont été purifiés avec la trousse Qiagen, tel que recommandé par le
fournisseur. Par la suite, une queue poly-A a été ajoutée aux alléles purifiés, puis ces
derniers ont été individuellement introduits dans le plasmide pPGEM®-T. Le protocole
de ligation (protocole pGEM®-T vector) a été suivi tel que recommandé par le
fournisseur Promega®. Les produits de ligation ont été par la suite transformés par
choc thermique dans la souche E.coli K-12 DH5a selon le protocole de Hanahan,

Jessee et Bloom (Hanahan ef al., 1991). Les colonies blanches, en présence du

! Sébastien Crépin, Sébastien Houle, Josée Harel and Charles M. Dozois. 2011. Chromosomal Complementation
Using Tn7 Transposon vectors in Enterobacteriaceae. Sera soumis a Applied and Environmental Microbiology
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substrat X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside), et résistantes
a ’ampicilline ont été sélectionnées sur gélose. En effet, I’insertion de I’ADN dans le
MCS du géne lacZ du vecteur pGEM®-T inactive la B-galactosidase LacZ et bloque
la dégradation du substrat chromogénique X-gal. Donc, les clones avec les insertions
produiront des colonies blanches et les clones sans les insertions dans le vecteur seront
de couleur bleue. La présence des alléles introduits dans le vecteur et leur orientation
par rapport au géne /acZ ont aussi été vérifiées par PCR, en utilisant une combinaison
d’amorces spécifiques au vecteur pPGEM®-T (CDM175-176) et d’amorces spécifiques
aux alléles ryhB ou fur (Tableau 2.2). Les clones ayant une orientation opposée a lacZ
ont été sélectionnés pour les prochaines étapes de complémentation : plJ319 et plJ321

(Tableau 2.3).

2.6.1.2 Plasmides de complémentation

Deux plasmides de complémentation ont été construits soient plJ326 et plJ336.
Ces derniers ont été construits a partir du plasmide plJ253 possédant une cassette de
résistance a la gentamicine entre deux bras Tn7 (transposon Tn7) et une cassette de
résistance a I’ampicilline, & I’extérieur du transposon Tn7 (Tableau 2.3). De plus,
plJ253 est un vecteur suicide A pir-dépendant, c’est-a-dire qu’il a besoin de la protéine
pi pour se répliquer. Ainsi, les bras Tn7, bordant de part et d’autre le site d’insertion
attTn7 (transposon Tn7 dans la Figure 2.1), sont primordiaux pour la
complémentation puisque c’est leur reconnaissance par les transposases TnsABCD
qui permettra I’intégration du transposon Tn7 au site a##Tn7 chromosomique de la
souche & complémenter (Crépin et al., 2011 manuscrit en préparation). Ainsi, les
plasmides plJ326 et plJ336 contiennent respectivement la séquence du geéne ryhB,
provenant de plJ321, et la séquence du gene fur, provenant de plJ319, dans le

transposon Tn7 (Figure 2.1).
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Figure 2.1 : Plasmides de complémentation. A) Plasmide plJ253 ayant le site d’insertion
atTn7 entre deux bras Tn7 (transposon Tn7). B) Les plasmides de clonage ayant les alléles
ryhB (plJ326) et fur (plJ336) a Pintérieur des bras Tn7. Amp. = cassette de résistance a
’ampicilline 2 P'extérieur du site d’insertion anTn7; aacCl: géne de résistance a la
gentamicine dans le transposon Tn7.

La construction de ces plasmides a tout d’abord nécessité la digestion des
alléles fur et ryhB présents respectivement sur les plasmides plJ319 et plJ321. Le
plasmide plJ319 a donc été digéré avec I’enzyme Kpnl et le plasmide plJ321 avec les
enzymes Xhol et Xmal, séquentiellement. Le protocole de digestion a été suivi tel que
recommandé par les fournisseurs New England Lab BioLabs Inc. (Unit 6 Pickering,
Ontario, Canada) pour Kpnl, et Fermentas Inc. (Burlington, Ontario, Canada) pour les
enzymes Xhol/Xmal. Le plasmide porteur, plJ253, a aussi été digéré par les mémes
enzymes aux sites de restrictions, entre les deux bras Tn7. Suite a cela, les alleles et le
plasmide digérés ont été purifiés (la trousse Qiagen) et une ligation a été effectuée
avec la T4-ligase. Le protocole de ligation a été suivi tel que recommandé par le

fournisseur Fermentas. Les produits de ligation obtenus ont été par la suite
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transformés par choc thermique selon la méthode de Hanahan, Jessee et Bloom
(Hanahan er al., 1991) dans la souche de conjugaison E. coli MGN617 (Tableau 2.1).
Cette souche a une croissance dépendante de I’acide diaminopimélique (DAP), a
cause d’une délétion du géne asd, et posséde la machinerie pour la production de la
protéine pi, nécessaire a la réplication des plasmides de complémentation. Les
colonies résistantes a I’ampicilline et a la gentamicine ont été sélectionnées sur gélose
supplémentée en DAP. De plus, I’orientation des alléles par rapport a la cassette de
résistance a la gentamycine des plasmides a aussi été vérifiée par PCR, et ce, a I’aide
d’une combinaison d’amorces spécifiques au bras Tn7 du vecteur plJ253 (CMD1067-
1068) et aux alléles (Tableau 2.2). Les clones possédant les plasmides désirés (plJ326
et plJ336) ont été entreposés a -80°C en attente des prochaines étapes de

complémentation (Tableau 2.3).

2.6.1.3 Transposition au site attTn7

Le plasmide de transposition (plJ258) a été préalablement introduit par
éléctroporation dans les souches a complémenter, soient QT2230 (CFT073 A ryhB) et
QT2634 (CFT073 A ryhB A fur) (Datsenko et Wanner, 2000). Ce plasmide
thermosensible posseéde le syst¢tme de transposases Tn7 (TnsABCD) nécessaire pour
I’excision et pour I'intégration de la séquence contenue entre les deux bras Tn7
(transposon Tn7) des plasmides de complémentation (Figure 2.2) (Crépin et al., 2011
manuscrit en préparation). Celles-ci vont donc permettre la transposition des all¢les
ryhB et fur, situés dans le transposon Tn7 des plasmides plJ326 et pli336
respectivement (Figure 2.1), dans le site at/Tn7 chromosomique situé entre les génes
gimS et pstS des souches mutantes a8 complémenter. L’intégration est spécifique au
site atTn7 et génére une complémentation a simple-copie dans le chromosome

bactérien (Figure 2.3B).
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Figure 2.2 : Plasmide plJ258 codant pour le systéme de transposases TnsABCD. Rep.
origine de réplication; KmR = géne de résistance a la kanamycine

La Figure 2.3 démontre les étapes de complémentation ainsi que I’intégration
spécifique des alléles a complémenter au site a##Tn7 chromosomique des souches
mutantes. Tout d’abord, les vecteurs de complémentation de la souche E. coli
MGNG617, plJ326 (contenant I’alléle ryhB) ou plJ336 (contenant I’alléle fur), ont été
transférés aux souches mutantes possédant le plasmide plJ258 par une conjugaison de
18 heures a 30°C, sur gélose LB supplémentée de DAP et de kanamycine (Figure
2.3A). Puis les transconjugants ont été¢ sélectionnés sur gélose LB sans DAP
supplémentée de gentamicine, afin de favoriser la perte de la souche donneuse
MGNG617. Les colonies qui ont été choisies sont également sensibles a I’ampicilline
suggérant la transposition des alleles au site a##Tn7, et non I’intégration du vecteur
dans le chromosome (Figures 2.1B et 2.3). Enfin, ’intégration des alle¢les au site
atTn7 a été vérifiée par PCR, a I’aide d’une combinaison d’amorces spécifiques au
site pstS dans le sens 3’ ainsi qu’aux alleles dans le sens convenu, soient les
CMDI1073-CMD1269 pour le géne fur et CDM1073-CMDI1272 pour le gene ryhB.
Les souches complémentées obtenues sont: QT2469 (CFT073 A ryhB; attTn7 :
ryhB) et QT2639 (CFT073 A ryhB A fur ; attTn7 :: fur) (Tableau 2.1 et Figure 2.3).
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Figure 2.3: Schéma démontrant la génération des souches mutantes complémentées
avec le géne ryhB ou fur au site atfTn7 chromosomique. A) Conjugaison des plasmides de
complémentation, ayant les alléles 4 complémenter (en rouge) au sein du transposon, entre les
deux bras Tn7 (plJ326-ryhB; plJ336-fur), dans la souche mutante possédant le plasmide de
transposases plJ258 (alléle muté = mauve). Suite a I’action des transposases (étoiles), I’alléle
est intégré de maniére spécifique dans le chromosome bactérien de la souche mutante, qui
devient alors complémentée. B) Intégration spécifique de I’alléle & complémenter au niveau
du site atfTn7 chromosomique situé entre les génes gimS et pstS de la bactérie mutante. Tn7 D
= bras Tn7 droit; Tn7 G = bras Tn7 gauche.
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2.6.2 Complémentation au site lac

La méthode de complémentation au site /ac a servi & complémenter le mutant
Sur, QT2637 (CFT073 A fur) et le double mutant a partir de la souche QT2639
(CFTO73 A ryhB A fur, attTn7 :: fur) (section 2.6.1.3).

Pour ce faire, les alléles fur et ryhB, situés respectivement sur les plasmides
plJ319 et pl1321, ont été amplifiés par PCR (Herculase) et les produits ont été digérés
avec les enzymes de restrictions spécifiques, de méme que le plasmide de clonage
plJ266, au niveau de sa séquence /ac (entre la cassette kanamycine et /ac4) (Tableau
2.3; page 65). Puis, ils ont été purifiés avec la trousse Qiagen tel que recommandé par
le fournisseur. Ensuite, une ligation a été effectuée avec la T4-ligase, tel que
recommandé par le fournisseur Fermentas, et les produits de ligation ont été, par la
suite, transformés par choc thermique chez E.coli K-12 DH5a (Hanahan et al., 1991).
Ainsi, les plasmides obtenus sont plJ376 (ayant I’alléle fur) et plJ377 (ayant I’alléle
ryhB) (Tableau 2.3; page 65). Ces derniers ont été utilisés afin de construire les

vecteurs d’échange allélique.

Les séquences lacZ’-kan- ‘lacA, possédant les alléles fur et ryhB, entre le géne
de la kanamycine et le géne /lacA, des plasmides plJ376 et plJ377 respectivement, ont
été digérés avec I’enzyme de restriction Avrll (Fermentas) afin de les introduire dans
le vecteur d’échange allélique pMEG-375. Ce dernier a aussi été préalablement digéré
avec I’enzyme de restriction Xbal (Fermentas), qui posséde des sites compatibles avec
Avrll. Les alléles ont été purifiés (la trousse Qiagen) et ils ont été insérés, avec la T4-
ligase (Fermentas), dans pMEG-375 digéré. Puis, les nouveaux plasmides ont été
transformés dans la souche E. coli S17 A pir. Les plasmides obtenus sont plJ386
(ayant I’allele ryhB) et plJ387 (ayant I’alléle fur) (Tableau 2.3; page 65). Ces derniers
ont été, par la suite, transformés par choc thermique dans la souche de conjugaison E.
coli MGN617 (Hanahan ef al., 1991). L’intégration des alléles fur et ryhB dans les
souches mutantes a été exécutée par une double recombinaison homologue entre les
souches de conjugaison contenant les plasmides d’échange allélique plJ387 (lacZ -
kan-fur-‘lacA) et pli386 (lacZ’-kan-ryhB-‘lacA), ainsi que les mutants QT2637
(CFTO073 A fur) et QT2639 (CFT073 A ryhB A fur ; attTn7 :: fur), respectivement. Les
séquences /ac possédant les alléles ont été ainsi intégrées spécifiquement au site Jac

des souches mutantes, ce qui a généré les souches complémentées suivantes : QT2792
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(CFTO73 A fur; lac:: fur) et QT2808 (CFT073 A ryhB A fur; attTn7 :: fur, lac ::
ryhB) (Tableau 2.1; page 60). Les clones obtenus ont aussi été sélectionnés sur une
gélose MacConkey, supplémentée en kanamycine, puis une étape de vérification par
PCR a ét€ effectuée en utilisant des amorces spécifiques aux alléles et a /acA (Tableau
2.2; page 62). La gélose MacConkey permet la vérification du phénotype Lac-négatif

démontrant la recombinaison homologue au site /ac.

Somme toute, les souches complémentées nécessaires a I’étude, et générées
grice aux deux méthodes de complémentation, sont QT2469 (CFT073 A ryhB;
atfTn7 :: ryhB), QT2792 (CFTO073 A fur ; lac :: fur) et QT2808 (CFT073 A ryhB A
Sur 5 at'Tn7 :: fur, lac :: ryhB) (Tableau 2.1; page 60).

2.7 Infection du tractus urinaire des souris CBA/J

Le protocole de co-infection ascendante du tractus urinaire murin a été adapté
de Hagberg et ses collaborateurs (Hagberg et al., 1983). Les procédures et les
modalités, incluant le choix de la lignée de souris, ont été préalablement établies et
ajustées, au sein du laboratoire, afin d’étudier adéquatement les ITUs causées par les
UPEC. Tout d’abord, un inoculum a été préparé avec un mélange contenant une
quantité égale de la souche QT1081 (CFT073 A JacZYA) et une des souches mutantes
suivantes : QT2230 (CFT073 A ryhB); QT2237 (CFT073 A fur) ; QT2240 (CFT073
A ryhB A fur) (Tableau 2.1; page 60). Les mutants étaient Lac" et la souche QT1081
était Lac’, permettant une différenciation des souches sur gélose MacConkey. Une
quinzaine de souris femelles CBA/J agées de 6 semaines ont été utilisées pour les
infections ascendantes du tractus urinaire, en allouant 5 souris pour les souches

mutantes QT2230 et QT2637 et 10 souris pour la souche double mutante QT2240.

Pour procéder a I’étape d’infection, les souris ont été anesthésiées par injection
intra péritonéale avec 40 pl de cocktail anesthésiant contenant 5 ml de Kétamine
(Vetalar®/Bioniche), 2,5 ml de Xylazine (Rompum®/Bayer HealthCare), 1,5 ml
d’ Acépromazine (Atravei®/Ayerst) et 1,5 ml de saline. L’urine contenue dans la vessie
a été préalablement récoltée afin de vérifier la présence d’une contamination
bactérienne. Un cathéter a été introduit dans I’urétre de la souris afin d’injecter, par
voie transurétrale, 20 pl d’inoculum bactérien (environ 10° CFU) dans la vessie de la

souris.
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Aprés 48 heures d’infection, I’autopsie des souris a été effectuée. Les souris
ont ét¢ anesthésiées, tel que précédemment expliqué, et euthanasiées dans une
chambre a dioxyde de carbone (CO,). L’extérieur de la vessie et des reins a été
échantillonné avec un écouvillon stérile qui a été imprégné de tampon salin, le BSG
(NaCl 0,15 M, KH:PO» 2,2 mM, Na;HPO4 4,2 mM, 0,01% (m/v) gélatine). La vessie
et les reins ont été prélevés. La masse de chaque organe a été mesurée afin de pouvoir
déterminer la quantité de bactéries, en CFU, par gramme de tissu. Les organes,
resuspendus dans du BSG 1X (1 : 5), ont été homogénéisés, puis étalés sur des géloses
MacConkey. Plusieurs dilutions, avec du BSG, ont été effectuées afin de faciliter le
dénombrement bactérien. La quantité de bactéries en CFU par volume d’homogénat
de tissu a été déterminée pour chaque souris et le log;o de ces rapports ont été calculés

afin de créer des graphiques de résultats.

Les mono-infections ont été effectuées de maniére semblable aux co-infections
sauf que I’inoculum de départ contenait uniquement une souche a tester : la souche
sauvage CFT073, la souche double mutante QT2240 (CFT073 A ryhB A fur) ou la
souche complémentée QT2808 (CFT073 A ryhB A fur; atfTn7 :: fur, lac :: ryhB)
(Tableau 2.1; page 60). Un inoculum de la souche sauvage CFT073 a été ainsi testé en
parallele. Un total de 10 souris par souche a été alloué pour I’expérience. Les
procédures d’anesthésie, de cathétérisation, d’injection et de prélévement d’organes
sont les mémes que celles des co-infections. Toutefois, le décompte bactérien pour

chaque souche a été fait sur des géloses MacConkey séparées.

2.8 Courbes de croissance

La souche sauvage CFTO073, les mutants dérivés (QT2230, QT2637 et
QT2634) et les souches complémentées (QT2469, QT2792 et QT2808) (Tableau 2.1;
page 60) ont été évalués pour leur capacité a croitre dans différents milieux de culture,
soit le LB, le milieu minimal Mé63-glycérol et I’urine humaine. Pour chaque souche
testée, 30 pl d’une préculture de chaque souche (croissance de 18 heures 4 37°C dans
le LB) ont ét¢ mélangés dans 3 ml de milieu riche LB et ont été poussés pour 3 heures
a 37°C (dilution 1:100). Puis 10 pl de chaque culture ont été mélangés a 1 ml de
milieu de culture (dilution 1:100). Pour chaque souche et pour chaque milieu, 4

répliques de 250 pl ont été effectuées dans une plaque dont la lecture a été exécutée
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par I’appareil BioscreenC (Growth Curve USA), programmé pour une lecture de
densité optique (D.O.) & 600nm, toutes les 15 minutes, pendant 24 heures, avec

agitation, a 37°C.

2.9 Test de survie bactérienne au peroxyde d’hydrogéne (H;0;)

La souche sauvage CFT073, les mutants dérivés (QT2230, QT2637 et
QT2634) et les souches complémentées (QT2469, QT2792 et QT2808) (Tableau 2.1;
page 60) ont été évalués pour leur capacité a survivre dans différents milieux de
culture, dont le LB et le milieu minimal M63-glycérol, en présence de stress oxydatif.
Plus précisément, la survie des différentes souches a été testée aprés 30 minutes de

croissance dans un milieu contenant 5 mM de peroxyde d’hydrogéne (H,0,).

Tout d’abord, des précultures (triplicatas) de chacune des souches ont été
préparées dans le milieu LB et elles ont été cultivées a 37°C durant environ 18 heures,
avec agitation. Suite a cela, ces précultures ont subi des lavages qui consistaient a
centrifuger et a resuspendre le culot bactérien avec du milieu LB ou du Mé63-glycérol
frais. La D.O.¢o0nm de chaque culture a été ajustée a 0,5 a4 un volume final de

suspension bactérienne de | ml.

Chaque souche possede 9 tubes de réaction, soit 3 tubes par réplique biologique
(triplicatas). Au temps « 0 minute », un volume de 50 pl de suspension bactérienne
(10" CFU/ml) et un volume de 50 pl de solution de H.O> (5 mM) ont été
séquentiellement ajoutés & un tube de réaction contenant un volume de 900 pl de
milieu a tester, soit le LB ou le M63-glycérol. Le tube de réaction a été mélangé par
inversion entre chaque ajout pour permettre une bonne homogénéisation de la
suspension bactérienne et de la solution oxydative dans le milieu. Plusieurs dilutions
dans du PBS 0,9% ont ensuite été effectuées afin de faciliter le décompte bactérien par
la suite. Le PBS est constitué de NaCl 154 mM, de KCI 2,7 mM, de Na,HPO, 10,1
mM et de KH2PO4 1,8 mM. Ensuite, un volume de 10 pl de chaque dilution, et ce en
duplicata, a été mis sur gélose LB sous forme de goutte. La méme procédure a été
effectuée pour les triplicatas biologiques (9 tubes de réaction) de chaque souche et de
chaque milieu. Les étapes de mélange au temps « 30 minutes » sont similaires a celles
du temps initial. Toutefois, suite & I’homogénéisation, les tubes de réaction de chaque

souche ont été mis en incubation a 37°C dans un bain-marie pendant 30 minutes.
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Ensuite, des dilutions de chaque tube de réaction ont été effectuées, puis 10 pl ont été
mis sous forme de goutte sur gélose LB. Finalement, les géloses pour chaque temps de
réaction ont été mises a 30°C durant environ 18 heures d’incubation, puis le décompte

de colonies bactériennes a été effectué.

Les résultats du dénombrement bactérien ont été mis sous forme
d’histogrammes représentant le nombre de bactéries survivantes a « 30 minutes » par
rapport au nombre de bactéries initialement présentes au temps « 0 minute » en

présence de peroxyde d’hydrogéne (pourcentage de survie totale).

2.10 Analyses LC-MS/MS

La quantification des sidérophores (I’entérobactine, les salmochélines et
I’aérobactine) a été réalisée pour la souche CFT073 sauvage et les différents mutants
dérivés (QT2230, QT2637 et QT2234) (Tableau 2.1; page 60). Tout d’abord, les
souches ont été cultivées dans le milieu minimal M63-glycérol pendant 17 heures a
37°C, avec agitation. Les surnageants ont été récupérés, suite a une centrifugation, et
ont été filtrés sur une membrane 0,2 um. Des échantillons de 1 ml de surnageant ont
été préparés dans 5% (v/v) d’acide formique et 0,12 ng/ml de 5, 6, 7, 8-tetradeutero-3,
4-dihydroxy-2-heptylquinoline y ont été ajoutés comme contrle interne. Des
triplicatas ont été faits et chaque surnageant de culture de chaque souche a été analysé
par LC-MS/MS (« liguid chromatography-tandem mass spectrometry »).  Cette
analyse a été performée en utilisant I’appareil de chromatographie liquide haute
performance Agilent HP1100 (Mississauga, Ontario, Canada) couplé au spectrométre
Micromass Quatroll (Micromass Canada). Les méthodes d’analyse et de quantification

de chaque sidérophore sont celles décrites dans I’article de (Caza et al., 2011).

2.11 Analyses statistiques

Tous les tests statistiques ont été exécutés a I’aide du logiciel Prism4
(GraphPad Sofiware). L’analyse des tests du stress oxydatif ainsi que de production
de sidérophores a été effectuée a I’aide du test Unmpaired T. Pour les résultats
d’infections, le test du Wilcoxon matched pairs a été utilisé pour les co-infections et le

test de Mann-Whitney pour les mono-infections.
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Chapitre 3. Résultats




3.1 Infection du tractus urinaire de souris CBA/J

L’importance des régulateurs de fer, RyhB et Fur, pour la virulence de la
souche uropathogéne CFTO073, a été étudiée chez la souris. De ce fait, les mutants
dérivés de la souche ont été testés pour leur capacité a induire une infection du tractus
urinaire murin, et ce, en utilisant la souche virulente CFT073 A lacZYA (QT1081)
comme souche compétitrice. Son utilisation permet de faciliter I’observation des
différences au niveau de la capacité d’infection des souches (Tableau 2.1; page 60).
Le logio de CFU par ml d’homogénat de tissus de chaque souris, pour la souche
sauvage et pour la souche mutée a été calculé pour chaque organe, soit la vessie et
chacun des deux reins puis a été présenté sous forme d’un point dans le graphique de
la Figure 3.1 (co-infections). Dans la vessie, seule la souche double mutante A ryhB A
Jur (QT2240) présentait une atténuation aprés 48 heures post-infection en
comparaison avec la souche compétitrice (CFT073 sauvage) (P = 0,00590) (Figure
3.1A). En effet, il n’existe aucune différence significative entre la souche virulente et
les souches mutantes suivantes : A ryhB (QT2230) (P = 0,1250) et A fur (QT2237) (P
= 0,0625). Ceci révéle que les mutations combinées A ryhB et A fur ont des effets
observables sur la virulence dans la vessie des souris contrairement aux mutations
individuelles (Figure 3.1A). Toutefois, dans les reins, les trois souches mutantes sont
atténuées apres 48 heures post-infection en comparaison avec la souche virulente
sauvage (A ryhB P = 0,0039; A fur P = 0,0039; A ryhB A fur P < 0,0001) (Figure
3.1B).

Du fait que la souche A ryhB A fur (QT2240) soit la plus atténuée in vivo, la
capacité de cette derniére a causer, seule, une infection dans le méme modéle animal a
donc été testée. En effet, I'importance des deux régulateurs de fer, RyhB et Fur, pour
la virulence de la souche CFT073 chez le modéle murin d’infection urinaire
ascendante, n’a jusqu’alors jamais été démontrée. Pour vérifier ce role combiné, une
série de mono-infections a été exécutée, impliquant la souche A ryhB A furen
paralléle a la souche CFT073 sauvage. De plus, la souche complémentée QT2808
(CFTO73 A ryhB A fur; atfTn7 :: fur, lac :: ryhB) a aussi été utilisée pour le test afin
de justifier le role propre des mutations aux effets observés. Les résultats obtenus pour
le décompte bactérien dans la vessie et dans les reins de souris sont présentés dans la

Figure 3.2 sous forme de CFU par ml d’homogénat de tissus.

78°




log CFU/mt

Vessie

A8 A
A A —_——

A

A

log CFU/mi

souches

Reins

R "
*Fo®
o 000
%
%00
& o
\4
®
A
A4
.Q. ° *kk

souches

79

Figure 3.1: Colonisation de la vessie (A) et des reins (B) de souris CBA/J co-infectées avec la
souche virulente CFT073 A lacZYA (QT1081) et les mutants CFT073 dérivés. Les mutants CFT073
utilisés sont A rvhB (QT2230). A fur (QT2237) et A rvhB A fur (QT2240). Chaque point représente les
décomptes bactériens dans I’organe d’une souris, prélevé aprés 48 h post-infection. Les reins ont été
échantillonnés séparément (deux reins par souris). Ces résultats sont présentés sous forme de logl0
CFU par ml d’homogénat de tissus. La barre horizontale représente la médiane des logs CFU/ml. Les
souches mutantes. statistiquement atténuées en comparaison (méme symbole) de la souche A lac, sont
marquées par des astérisques (*. P < 0.05; **. P < 0.005; ***, P < 0.0001). Le test statistique utilisé est
le Wilcoxon matched pairs.
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Figure 3.2 : Colonisation de la vessie (A) et des reins (B) de souris CBA/J infectées avec la souche
virulente CFT073, le mutant CFT073 A ryhB A fur (QT2240) ou la souche complémentée
CFTO073 A ryhB A fur ; atfTn7 :: fur, lac :: ryhB (QT2808). Chaque point représente les décomptes
bactériens dans I'organe d’une souris, prélevé aprés 48 h post-infection. Les reins ont été échantillonnés
séparément (deux reins par souris). Ces résultats sont présentés sous forme de logl0 CFU par ml
d’homogénat de tissus. La barre horizontale représente la moyenne des logs CFU/ml. Les souches
mutantes, statistiquement atténuées en comparaison de la souche CFT073 A /ac, sont marquées par des
astérisques (*. P < 0.05; **, P < 0.005). Le test statistique utilisé est le Mann-Whitney.
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Il est possible de constater que la souche A ryhB A fur (QT2240) est
uniquement atténuée dans la vessie (P = 0,0005) et non dans les reins (Figure 3.2). De
plus, dans la vessie, la souche complémentée (QT2808) regagne une capacité a
infecter en comparaison avec la souche CFT073 sauvage et avec la souche double
mutante (P < 0,0001). Seulement 8 points (8 souris) pour la vessie et 16 points pour
les reins sont observables pour la souche complémentée dans la Figure 3.2 car 2 souris
sur 10 sont mortes avant I’autopsie (la cause de leur décés n’a pas pu étre vérifiée, en
raison qu’il n’y a pas eu de souris contrdles). En bref, les résultats des séries
d’infection démontrent que la présence des deux régulateurs de fer est importante pour
la virulence de la souche uropathogéne chez la souris, car I’absence combinée de ryhB

et fur affecte la capacité de la souche a causer une infection dans la vessie.

3.2 Courbes de croissance

Afin de comprendre davantage les résultats obtenus in vivo, divers tests
phénotypiques, attribuables a la virulence, ont été effectués. Tel que mentionné
précédemment, le tractus urinaire est un milieu ot le fer est en quantité limité. Ainsi,
les mutations fur et ryhB chez la souche uropathogéne CFT073 ont été testées pour
leurs effets sur la croissance dans différents milieux. Trois milieux ont été utilisés et
les graphiques démontrant les courbes de croissance obtenues par Bioscreen C sont
présentés dans les Figures 3.3 (le LB, milieu non défini), 3.4 (le M63-glycérol, milieu
defini) et 3.5 (I’urine humaine). Tout d’abord, les mutants CFT073 A ryhB (QT2230),
A fur (QT2637) et A ryhB A fur (QT2634) démontrent une croissance rapide dans le
LB. Celle-ci est reflétée par Iatteinte de la phase stationnaire aprés environ 8 heures
d’incubation, a 37°C (Figure 3.3). Toutefois, il est important de constater que les
mutants A fur (D.O.s00nm moyenne a 8 h = 1,28) et A ryhB A fur (D.O.s00nm moyenne
a 8 h = 1,36) possédent un seuil de phase stationnaire légérement plus faible que la

souche sauvage (D.O.¢00nm moyenne a 8 h=1,46).
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Figure 3.3 : Courbes de croissance de la souche sauvage CFT073, des différents mutants dérivés
et des souches complémentées, obtenues dans le milieu riche LB. Les souches testées sont la souche
sauvage CFT073. les mutants A rvhB (QT2230). A fur (QT2637) et A rvhB A fur (QT2634) ainsi que
les souches complémentées CFT073 A rvhB; atfTn7 :: rvhB (QT2469), A fur ; lac :: fur (QT2792) et
A rvhB A fur; attTn7 :: fur, lac :: rvhB (QT2808). Les prises de D.O. a 600,, sont obtenues,  toutes les
15 minutes. grice a ["appareil Bioscreen C, suite a une incubation sous agitation de 24 h 4 37°C.

Ensuite, en comparaison avec le LB, I’aspect des courbes de croissance de la
souche sauvage et celui des mutants dérivés démontre une croissance retardée dans le
M63-glycérol, un milieu minimal limité en fer (Figure 3.4). Dans ce milieu, la perte de
Jur chez les souches A fur et A ryhB A fur a pour effet de retarder la croissance en
comparaison avec la souche sauvage (Figure 3.4). Les souches complémentées
contenant des mutations fur (QT2792 et QT2808) démontrent au contraire un regain

de croissance semblable a la souche sauvage.

De plus, toutes les souches ont une courbe de croissance similaire dans I’urine
humaine avec une atteinte rapide de la phase de croissance et de la phase stationnaire.
Toutefois, leur D.O.sponm maximale est plus faible que celle dans les deux autres

milieux (Figure 3.5).
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Figure 3.4 : Courbes de croissance de la souche sauvage CFT073, des différents mutants dérivés
et des souches complémentées, obtenues dans le milien minimal M63-glycérol. Les souches testées
sont la souche sauvage CFT073. les mutants A rviB (QT2230). A fur (QT2637) et A rvhB A fur
(QT2634) ainsi que les souches complémentées CFT073 A rvhB; auTn7 :: rvhB (QT2469). A fur ; lac ::
Sur (QT2792) et A rvhB A fur; attTn7 = fur. lac :: rvhB (QT2808). Les prises de D.O. a 600 nm sont
obtenues. a toutes les 15 minutes. grace a I"appareil Bioscreen C, suite a une incubation sous agitation
de24ha37C.
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Figure 3.5 : Courbes de croissance de la souche sauvage CFT073, des différents mutants dérivés
et des souches complémentées, obtenues dans I’urine humaine. Les souches testées sont la souche
sauvage CFT073. les mutants A ryhB (QT2230). A fur (QT2637) et A rvhB A fur (QT2634) ainsi que
les souches complémentées CFT073 A ryhB; attTn7 :: rvhB (QT2469). A fur ; lac :: fur (QT2792) et A
rvhB A fur; at'Tn7 :: fur, lac :: rvhB (QT2808). Les prises de D.O. 4 600nm sont obtenues. & toutes les
15 minutes. grace a I’appareil Bioscreen C, suite a une incubation sous agitation de 24 ha 37°C.
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Somme toute, I’absence individuelle et combinée des régulateurs de fer chez la
souche uropathogéne CFT073 lui permet tout de méme de croitre dans différents
milieux de culture in vitro, mais la mutation fur (A fur et A ryhB A fur) réduit

considérablement sa croissance dans un milieu ol la concentration en fer est limitée.

3.3  Test de survie au peroxyde d’hydrogene (H;0;)

Afin de déterminer I’effet des mutations fur et ryhB sur la survie en présence
d’un stress oxydatif, la souche sauvage CFT073 ainsi que les mutants dérivés
(Tableau 2.1) ont été testés en présence de peroxyde d’hydrogene (H20»), et ce, pour
un temps déterminé de 30 minutes d’exposition. Les souches CFT073 mutantes
sont A ryhB (QT2230), A fur (QT2637) et A ryhB A fur (QT2634) (Tableau 2.1).
Deux milieux de culture ont aussi été utilisés : le LB (milieu riche) et le milieu
minimal M63-glycérol (milieu minimal pauvre en fer) (Figure 3.6). Le pourcentage
de survie par compte viable pour chacune des souches est présenté sous forme
d’histogramme dans la Figure 3.6. Il représente la quantité de cellules bactériennes
survivantes aprés 30 minutes d’exposition au peroxyde d’hydrogene (5 mM) en
comparaison avec la quantité de cellules bactériennes présentes au début de
I’exposition, soit au moment de I’ajout de I’agent oxydatif, a 0 minute. Il est important
de noter que la quantité initiale, avant ’ajout du peroxyde d’hydrogéne, était de

10’CFU par ml pour toutes les souches.
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Figure 3.6 : Pourcentage de survie bactérienne, suite 34 30 minutes d’exposition au H,0, (5mM),
de la souche sauvage CFT073, des mutants dérivés et des souches complémentées, dans le milieu
riche LB (A) et le milieu minimal M63-glycérol (B). Les souches testées sont la souche sauvage
CFTO073. les mutants A rvhB (QT2230). A fur (QT2637) et A rvhB A fur (QT2634) ainsi que les
souches complémentées CFT073 A ryhB; atrTn7 :: rvhB (QT2469). A fur ; lac :: Jur (QT2792) et A
rvhB A fur; anTn7 :: fur. lac :: rvhB (QT2808). Les différences statistiques entre la souche CFT073
sauvage et le mutant testé sont représentées par un ou des astérisques (*. P < 0,05; **, P < 0.005). Le
test statistique utilisé est le test Unpaired T.
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Tout d’abord, des phénotypes similaires sont observables dans les deux types
de milieux pour la mutation individuelle »yhB (Figure 3.6). En effet, la perte de ryhB
(A ryhB) n’affecte pas significativement la sensibilit¢ de la souche au H-O, en
comparaison de la souche sauvage. Toutefois, la perte individuelle de fur augmente la
sensibilit¢ de la souche a I’agent oxydatif dans le milieu LB. En effet,
comparativement a la souche sauvage CFT073, la capacité de la souche mutante
A fur (QT2637) a survivre dans un milieu riche en fer contenant du H,O, est
significativement diminuée aprés seulement 30 minutes d’exposition (LB, P = 0,0055)
(Figure 3.6A). En milieu minimal, la survie de cette souche est aussi diminuée, mais la
différence n’est pas statistiquement significative. L’absence additionnelle de ryhB
chez le double mutant diminue modérément la capacité de la souche a survivre dans le
LB et diminue drastiquement la survie de la souche dans le milieu pauvre en fer, M63-
glycérol (LB, P = 0,0043; M63-g., P = 0,0088) (Figure 3.6). De plus, le mutant
A ryhB A fur est significativement plus sensible que le mutant A ryhB dans les deux
milieux de croissance (LB, P = 0,0024; M63-g., P = 0,0049) démontrant que la
mutation additionnelle A fur contribue en grande partie a la sensibilité de la souche.
De plus, la complémentation des alleles ry/B et fur chez les souches mutées permet la
restauration de la survie bactérienne au méme titre que celle de la souche sauvage,
associant ainsi les effets observés aux mutations spécifiques (QT2469, QT2792 et
QT2808 de Ia Figure 3.6). En conclusion, I’absence combinée des régulateurs Fur et
RyhB affecte négativement la survie de la souche uropathogéne CFT073 en présence
de peroxyde d’hydrogeéne, démontrant ainsi leur implication cumulative dans la

sensibilité au stress oxydatif.

3.4  La production de sidérophores

Les sidérophores sont utiles pour la bactérie afin qu’elle acquiert le fer
nécessaire a sa survie dans diverses niches biologiques. Tel que mentionné
précédemment, ces systétmes de chélation sont considérés comme un facteur de
virulence pour plusieurs entérobactéries. Afin d’établir un rapport entre les résultats
obtenus in vivo et les mécanismes sous-jacents, régulés par Fur et RyhB, il est
intéressant d’étudier la capacité de production des trois types de sidérophores de la

souche uropathogéne CFT073 qui est mutée au niveau des régulateurs globaux de
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I’homéostasie du fer. Les sidérophores ont été quantifiés directement des surnageants
des cultures de la souche sauvage CFT073 et des souches mutées dérivées : A ryhB
(QT2230), A fur (QT2637) et A ryhB A fur (QT2634) (Tableau 2.1; page 60). Il est
important de mentionner que les souches complémentées n’ont pas été testées a ce
niveau. De plus, les souches ont poussé dans le milieu minimal M63-glycérol afin de
favoriser la production de sidérophores. Les résultats sont présentés dans la Figure
3.7, sous forme d’histogrammes démontrant la quantité ou le pourcentage relatif de

chaque type de sidérophore.

Par comparaison avec la souche sauvage CFT073, le mutant A ryhB produit
significativement moins de sidérophores. En effet, il produit 2,9 fois moins
d’entérobactine (P = 0,0212), 2,5 fois moins de salmochélines (P = 0,0182) et 1,7 fois
moins d’aérobactine (P = 0,0007) (Figure 3.7). Le mutant A fur n’a aucune différence
significative avec la souche sauvage au niveau de la production de I’entérobactine
(P = 0,3564) et des salmochélines (P = 0,2788), mais la production d’aérobactine est
légerement augmentée de 1.6 fois (P = 0,0024) (Figure 3.7A.C.). Ces résultats sont
attendus car chez la souche sauvage, le géne fur est peu ou pas activé dans un milieu
pauvre en fer, ce qui permet ’expression des génes codant pour les sidérophores. Ce
phénotype est donc aussi observable chez la souche A fur, car le régulateur y est
absent. Une double mutation au niveau des génes ryhB et fur (A ryhB A fur) raméne
statistiquement & une plus faible production de sidérophores en comparaison avec la
souche sauvage et avec la souche A fur (Figure 3.7). En effet, le double mutant produit
2,7 fois moins d’entérobactine (P = 0,0255), 2,1 fois moins de salmochélines
(P = 0,0274) et 5,1 fois moins d’aérobactine (P < 0,0001) que la souche sauvage
(Figure 3.7). Somme toute, une mutation au niveau de ryhB réduit la capacité de la
souche uropathogéne CFT073 a produire les trois types de sidérophores dans un

milieu minimal, in vitro.
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Figure 3.7 : Quantification (uM) des molécules d’entérobactine (A) et de salmochélines (B) et
quantification absolue selon Paire sous la courbe de Paérobactine (C), de la souche sauvage
CFT073 et des différents mutants dérivés. Les mutants CFT073 utilisés sont A rvhB (QT2230), A fur
(QT2237) et A ryhB A fur (QT2240). Les quantifications des différents sidérophores ont été obtenues
par spectrométrie de masse (LC-MS/MS). Les différences statistiques entre la souche CFT073 sauvage
et le mutant testé sont représentées par un ou des astérisques (*. P < 0,05; **. P < 0.005; *** P <
0,0001). Le test statistique utilisé est le test Unpaired T.
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Chapitre 4. Discussion




4.1 Infection du tractus urinaire de souris CBA/J

Le principal objectif du projet était d’étudier les roles des régulateurs de
I’homéostasie du fer, Fur et RyhB, au niveau de la virulence des souches d’E. coli
causant des infections extra-intestinales. Plus précisément, leurs rdles ont été
caractérisés chez la souche E. coli uropathogéne CFT073 (O6:H1:K2) qui cause des
infections du tractus urinaire chez les mammiféeres. Celle-ci a été initialement isolée
du sang d’une patiente souffrant d’une pyélonéphrite aigué et hospitalisée a ’hdpital
de I’Universit¢é du Maryland (Mobley er al, 1990). Cette souche a aussi été
enticrement séquencée en 2002, ce qui fait d’elle un choix d’autant plus judicieux

pour I’étude (Welch e al., 2002).

Suite a la génération des différentes souches mutantes dérivées de la souche
CFTO073 (A ryhB, A fur et A ryhB A fur), ’étude de leur virulence a été entamée en
utilisant le modele du tractus urinaire ascendant murin. Ce modéle a été le sujet de
divers projets antérieurs qui ont démontré son efficacité quant a I’étude de la virulence
de la souche UPEC CFT073. Ainsi, deux sortes de séries d’infections ont été
effectuées afin d’étudier les roles des régulateurs de fer dans la pathogenése de la
souche : les co-infections et les mono-infections. La procédure et le but de chaque
expérience sont différents. En effet, la série de co-infections a servi a tester la capacité
des souches mutantes (déficientes pour un ou deux systémes de régulation du fer) a
faire compétition a la souche sauvage dans les différents organes du tractus urinaire,
soient la vessie et les reins. En revanche, la série de mono-infections a servi a étudier

la capacité d’une souche isolée a causer une infection, dans le modéle d’infection.

Tout d’abord, il était important de vérifier le nombre initial a injecter aux
souris afin de pouvoir le comparer avec celui aprés infection. Cette étape de
vérification a aussi permis d’affirmer que les deux souches mises en compétition, pour
chaque série, étaient initialement présentes en quantité équivalente. L’inoculum de
départ contenait ainsi un nombre égal de cellules bactériennes de chaque souche a
tester, soient la souche sauvage CFT073 A /ac et les mutants dérivés. Il est important
de noter que la souche témoin utilisée, ne possédant pas le géne lac, a déja été
préalablement testée pour sa capacité a causer une infection. En effet, des séries
d’infections effectuées au sein d’études antérieures ont permis d’établir qu’il n’existe

aucune différence observable quant a la virulence entre la souche sauvage CFT073 et
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la souche isogénique CFT073 A Jac. Celle-ci a donc été utilisée pour les étapes
ultérieures de I’expérience afin de faciliter le dénombrement bactérien des souches
mutantes, sur gélose MacConkey, pour les séries de co-infections. De plus, il était
important de procéder a des contrdles de stérilité. Ceux-ci consistaient & prélever
I'urine de souris avant I’infection afin de vérifier qu’il n’y avait aucune infection
préalable chez les souris et a échantillonner les surfaces de chaque organe au cours de
I’autopsie afin de vérifier qu’elles n’avaient pas développé de septicémie. En effet,

les deux cas auraient pu fausser les résultats du dénombrement bactérien.

Une série de co-infections pour chaque mutant, avec la souche CFT073 A /ac,
a donc été testée et un dénombrement bactérien paralléle a été obtenu dans chaque
organe de souris récolt¢ apres 48 heures d’infection. Tel que mentionné
précédemment, aucune différence significative au niveau de la capacité a faire
compétition a la souche sauvage dans la vessie de souris n’a été observée pour les
souches simples mutantes, A ryhB et A fur (Figure 3.1A; page 79). Toutefois, une
double mutation (A ryhB A fur) amenait a une atténuation de la souche en
comparaison avec la souche sauvage. Ces résultats suggérent que la perte combinée
des régulateurs de fer a un effet important sur la capacité de la souche a coloniser la
vessie de souris. L’absence d’une régulation par le régulateur global Fur ainsi que par
le petit ARN non codant RyhB provoquerait ainsi un débalancement quant a
’acquisition, a I’entreposage et a I’utilisation du fer par la souche mutante. Cette
dérégulation aurait un effet négatif sur la souche, car elle est moins en mesure de
causer une infection aussi efficace que la souche sauvage. Toutefois, il est important
de noter que dix souris ont été allouées pour I’étude de la souche double mutante et
cing pour les souches simples mutantes. De ce fait, les différences statistiques sont
plus évidentes. Le nombre de souris a donc un effet important sur les résultats
obtenus. 1l est ainsi possible de constater une légere tendance a I’atténuation des
souches simples mutantes dans la vessie de souris. Si un plus grand nombre de souris
avait été alloué pour chaque série de mutants, il aurait été peut-étre possible de
constater une différence statistiquement significative et ainsi, probablement,
d’affirmer qu’une perte individuelle de chaque régulateur de fer a un impact négatif
sur la colonisation bactérienne dans la vessie de souris. Dans la méme optique, il est
aussi important de considérer les différences statistiques qui sont plus évidentes pour

les résultats des reins (2 par souris) que pour ceux de la vessie (1 par souris). Ainsi,
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pour ce qui est des reins de souris, les trois souches mutantes présentaient un défaut de
compétition avec la souche sauvage (Figure 3.1B; page 79). Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que les reins sont des organes trés vascularisés, ce qui aménerait a
une infiltration des cellules du systéme immunitaire et une exposition plus élevée aux
métabolites oxydatifs (Sabri er al., 2009). Ces facteurs contribueraient ainsi a un
environnement moins propice a la croissance bactérienne des souches déficientes pour
un ou deux systemes de régulation de fer, mises en compétition pour des nutriments et
pour la survie avec une souche sauvage, qui elle, en revanche, posséde une régulation

de ’homéostasie du fer adéquate.

Du fait que la souche double mutante (A ryhB A fur) présentait un plus grand
défaut de compétition dans les deux types d’organes, elle a ensuite été testée pour sa
capacité a causer, seule, une infection dans le modeéle du tractus urinaire murin. De ce
fait, des séries de mono-infections ont été effectuées en utilisant comme souches de
contréle la souche sauvage CFT073 ainsi que la souche double mutante complémentée
QT2808 (CFTO073 A ryhB A fur; attTn7 :: fur, lac :: fur) (Figure 3.2; page 80). Tel que
mentionné précédemment, la souche double mutante présentait une atténuation dans la
vessie de souris, mais aucune différence significative dans les reins. Ces résultats sont
intéressants, car ils démontrent que la présence des deux régulateurs de fer favorise la
capacité de la souche uropathogéne a coloniser la vessie et & engendrer une cystite.
Une perte combinée de Fur et RyhB aurait ainsi un impact négatif sur la virulence de
CFTO073. Ces résultats viennent donc appuyer I’idée que la régulation des systémes
d’acquisition, d’entreposage et d’utilisation de fer effectuée par ces deux régulateurs
de I’homéostasie du fer joue un réle important dans la pathogenése des souches
UPEC. En revanche, la souche double mutante était toujours en mesure de coloniser
les reins de souris au méme titre que la souche sauvage (Figure 3.2B). Les
mécanismes de régulation du fer contr6lés par les deux régulateurs & I’étude ne
semblent donc pas vitaux dans ces organes, car la souche serait toujours en mesure de
causer une pyé€lonéphrite. En d’autres mots, I’absence combinée de Fur et RyhB
n’atténue pas la souche dans sa capacité a infecter les reins. 1l est possible de croire
que lorsque la souche uropathogeéne atteint les reins, elle utilise des facteurs de
virulence plus appropriés au lieu d’infection ainsi que des systémes d’acquisition du
fer indépendants d’une régulation concertée de Fur et RyhB. Il se pourrait aussi que la

perte simultanée des deux régulateurs avantage d’une maniére équitable la souche,
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quant a sa survie, par le biais d’une ou plusieurs interactions avec le milieu, lui
permettant ainsi d’étre toujours en mesure de causer une infection dans les reins de
souris. Il serait donc intéressant de tester les mutants simples de maniére individuelle
afin d’étudier séparément les réles que joue Fur ou RyhB dans la virulence de la

souche UPEC au sein du modeéle animal utilisé.

Divers tests phénotypiques, attribuables a la virulence et qui ont été effectués
préalablement, pourront expliquer davantage les résultats obtenus in vivo. Ces tests
ont permis d’étudier la croissance dans différents milieux, la production de
sidérophores et la capacité de survie en présence d’un stress oxydatif des différents
mutants CFT073 dérivés. Tel que mentionné précédemment, ces trois volets ont été
identifiés comme important pour la virulence de plusieurs souches pathogénes et ils
sont étroitement liés aux régulateurs Fur et RyhB; telles sont les raisons de leurs

études chez la souche ExPEC.

4.2 Courbes de croissance

Tout d’abord, il a été nécessaire d’étudier le comportement des souches
mutantes dans différents milieux de culture in vitro en comparaison avec la souche
sauvage et les souches complémentées. Les résultats sont présentés dans les Figures
3.3, 3.4 et 3.5 (pages 82 et 83). Ceux-ci regroupent les phénotypes de croissance
observés pour les mutants CFT073 dérivés (A fur, A ryhB et A ryhB A fur) et pour les
souches complémentées (A fur; lac :: fur, A ryhB; at/Tn7 :: ryhB et A ryhB A fur,
attTn7 :: fur, lac :: ryhB) en parallele avec la souche sauvage CFT073. Ainsi, trois
milieux de croissance ont été utilisés pour ’expérience. Tout d’abord, le milieu riche
en fer et non défini, le LB, ainsi que le milieu minimal pauvre en fer et défini, le M63-
glycérol, ont été choisis afin d’étudier les effets de différentes concentrations
extracellulaires de fer sur une souche UPEC déficiente pour un ou deux systémes de
régulation du fer (Fur et/ou RyhB). Ensuite, en raison du fait que la souche utilisée
pour I’étude est une souche uropathogéne, il a aussi été intéressant d’étudier la

croissance des mutants dans I’urine humaine.

Les résultats obtenus dans le LB présentent des courbes de croissance

similaires pour tous les mutants testés et pour toutes les souches complémentées
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(Figure 3.3; page 82). Toutefois, il est important de noter que le mutant A ryhB A fur
présente un trés léger retard de croissance en comparaison des autres souches et
présente, tout comme la souche A fur, une D.O.¢o0nm de phase stationnaire légérement
plus faible que la souche sauvage. Des résultats similaires ont déja été observés chez
la souche E. coli K-12 mutée au niveau du géne fur (Jacques e al., 2006). En effet, ce
mutant présentait un défaut de croissance dans le milieu LB. Ceci était justifié par le
fait que I’absence du régulateur amenait a élever la concentration intracellulaire en fer,
ce qui, par conséquent, causait des effets négatifs sur la croissance de la souche mutée
(Jacques er al., 2006). Il est aussi important de constater que la souche double mutante
complémentée (A ryhB A fur; attTn7 :: fur, lac :: ryhB) ne possédait plus ce défaut de
croissance, confirmant que les effets observés sont uniquement dus & I’absence des
régulateurs. De plus, le petit ARNnc RyhB ne semblait pas affecter de fagon majeure
la croissance de CFT073, dans un milieu ot la concentration extracellulaire en fer est
élevée, car son absence au niveau de la souche double mutante n’amenait pas une
différence significative du phénotype de croissance de la souche comparativement a

celle du mutant A fur.

Puis, les mutants ont été testés pour leur capacité a croitre dans le M63-
glycérol, un milieu minimal et pauvre en fer (Figure 3.4; page 83). Dans ce type de
milieu, la protéine Fur devrait étre peu ou pas activée car le fer, son co-répresseur, y
est limité. Le modeéle de régulation chez E. coli K-12 stipule que I’expression de ryvhB
serait activée en absence de Fur. Ceci a pour conséquence de réprimer la production
de protéines non essentielles qui stockent le fer et donc d’augmenter la quantité de fer
libre disponible dans la bactérie. De ce fait, chez un mutant A ryhB, I’effet contraire
serait observé : la concentration intracellulaire de fer libre et disponible diminuerait
(Masse et Gottesman, 2002; Jacques es al., 2006). Cependant, I’acquisition du fer
extracellulaire, quoique faible, est encore possible chez cette souche mutante, car Fur
y est présent. Dans notre cas, malgré le fait que le mutant CFT073 A ryhB ait une
D.O.600nm 1égeérement plus faible que la souche sauvage aprés 8 heures de croissance,
il pousse relativement bien dans le M63-Glycérol, contrairement & ce qui a été observé
chez le modele E. coli K-12 proposé (Figure 3.4; page 83). De plus, parmi les souches
testées dans le M63-glycérol, les mutants A fur et A ryhB A fur sont ceux qui
présentaient le plus grand retard de croissance en comparaison avec la souche

sauvage. Ceci peut étre expliqué par le fait que la protéine Fur, qui est un régulateur
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global chez E. coli, réprime plusieurs génes impliqués dans I’acquisition du fer, mais
aussi dans le métabolisme cellulaire, qui n’ont pas de fonctions directement liées au
fer, par exemple la respiration, la glycolyse, la synthése d’ADN, etc. (Andrews ef al.,
2003; de Lorenzo ef al., 2004). Ainsi, en plus d’étre dans un milieu ou les nutriments
sont minimaux, I’absence de fur améne a une dérégulation de plusieurs réactions
biologiques chez la bactérie, ce qui causerait probablement une croissance retardée
chez les deux souches mutantes (A fur et A ryhB A fur). Une étude, effectuée chez E.
coli K-12, a stipulé que I’observation de ce phénotype chez le mutant A fur était aussi
due a I’expression constitutive de RyhB, car Fur n’est plus présent pour permettre
I’inactivation du petit ARNnc (Jacques er al., 2006). Ainsi, il serait logique de penser
qu’une souche double mutante aménerait a une restauration compléte de la croissance
de la souche. Toutefois, ceci n’est pas observé pour la souche CFT073. En effet, la
mutation ryhB semble avoir moins d’impact qu’une mutation fur au niveau de la
croissance, car le déficit de croissance observé chez le mutant A fur n’est pas corrigé
par la perte additionnelle de ryhB chez le double mutant (A ryhB A fur). En d’autres
mots, il semblerait qu’une mutation additionnelle de ryhB (A ryhB A fur) ne viendrait
pas avantager ou affecter la souche au niveau de sa croissance en comparaison avec le
mutant simple A fur. Ceci peut s’expliquer par le fait que dans le milieu minimal, chez
la souche double mutante, la mutation fur permettrait constitutivement I’acquisition de
fer extracellulaire et la mutation ryhB permettrait, en plus, le stockage du fer
disponible dans la bactérie. Par conséquent, un manque de régulation au niveau de la
concentration intracellulaire du fer dans la cellule, et ce dans un milieu ol le fer est
peu disponible, provoquerait un débalancement cellulaire au début de la phase de
croissance quant a I’utilisation du métal par des protéines essentielles. Ainsi, le
métabolisme cellulaire de la souche serait ralenti, ce qui provoquerait un déficit de
croissance pendant les premiéres heures, puis la bactérie atteindrait probablement un
certain équilibre intracellulaire et extracellulaire qui lui permettrait de survivre et de
croitre dans ce milieu (atteinte de la phase stationnaire au méme titre que les souches
mutantes simples et que la souche sauvage). En revanche, une mutation individuelle
de ryhB ne semble pas étre suffisante pour provoquer ce déséquilibre et pour causer a
elle seule un retard de croissance. Le ralentissement observé pourrait donc
désavantager les mutants A fur et A ryhB A fur dans leur capacité a s’établir au début
de la phase d’infection, soit au niveau de la vessie. Ceci pourrait ainsi expliquer en

partie leur atténuation en co-infection et en mono-infection dans la vessie de souris

95




(Figures 3.1 et 3.2; pages 79 et 80). En bref, la quantité de fer intracellulaire chez la
souche CFTO073 est régulée de concert par les deux régulateurs, Fur et RyhB. En
revanche, RyhB, quoique important pour une croissance optimale, n’est pas essentiel a

la survie de la souche dans un milieu pauvre en fer, in vitro.

Finalement, I’urine humaine a aussi été utilisée comme milieu de croissance,
car la souche sauvage CFT073 est une souche uropathogéne (Figure 3.5; page 83).
Ainsi, il est important de tester la capacité des mutants a croitre dans I’urine humaine.
Une étude transcriptomique sur la souche CFT073, isolée directement de I'urine de
souris CBA/J infectées, a permis de définir les conditions environnementales que
rencontre une souche uropathogene durant une infection du tractus urinaire. Le groupe
de recherche a pu établir que, sur la base du niveau d’expression génique, le tractus
urinaire semble étre un milieu pauvre en fer et en azote et modérément oxygéné
(Snyder et al., 2004). De ce fait, les systtmes d’acquisition de fer, tels que les
sidérophores, sont activés chez la souche pathogéne et la régulation de la défense
contre un stress oxydatif est en alerte. Malgré la faible biodisponibilité des nutriments,
il a été démontré que la souche E. coli a la capacité d’acquérir des quantités
suffisantes de fer et d’azote afin de maintenir une bonne croissance dans I’urine
(Snyder et al., 2004; Hagan ef al., 2010). De plus, une autre étude a stipulé que
I’habileté de croitre dans I'urine humaine ne semble pas étre en corrélation avec
’habilet¢ de coloniser le tractus urinaire, puisqu’autant de souches E. coli
entéropathogénes, entérohémorragiques et fécales testées étaient en mesure de pousser
adéquatement dans ce milieu (Alteri e al., 2009). Toutefois, I’urine utilisée pour le
test de cette étude est filtrée contrairement a I’urine in vivo. De ce fait, ce milieu ne
contenait pas de métabolites oxydatifs, car les cellules immunitaires de I’héte qui les
produisent y sont absentes. Les résultats obtenus dans I’urine humaine ex vivo
présentaient ainsi une bonne croissance pour tous les mutants testés en comparaison
avec CFT073, malgré I’absence d’un ou des deux régulateurs de I’homéostasie du fer,

soit Fur ou RyhB.
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4.3  Test de survie bactérienne au peroxyde d’hydrogéne (H,O,)

En second lieu, il a été important de tester la survie des différents mutants, des
souches complémentées et de la souche sauvage CFT073, en présence d’un stress
oxydatif. En effet, dés le début de la phase d’infection, la souche uropathogéne est
confrontée au systtme immunitaire de [I’héte, dont les leucocytes
polymorphonucléaires. Ces derniers jouent un réle prédominant dans la défense innée
et ce, en éliminant les pathogénes via la génération d’espéces réactives de I’oxygene
dommageables ainsi que par le relaichement de peptides antimicrobiens. De plus, ces
leucocytes sont des médiateurs de la réponse inflammatoire et jouent un réle
relationnel avec d’autres types cellulaires du systéme immunitaire. De ce fait, pour
que la souche uropathogéne ait la capacité de coloniser et de causer la maladie, elle
doit étre en mesure de contrer les barriéres de protection du tractus urinaire ou de

posséder des moyens pour s’en échapper.

Le test de survie en présence d’un stress oxydatif lié au fer a ainsi été effectué,
chez la souche uropathogene CFT073, afin de caractériser le role des régulateurs de
fer, Fur et RyhB, dans la défense contre le stress oxydatif et de mieux comprendre la
relation qu’ils peuvent avoir avec le tractus urinaire lors d’une infection. Pour ce faire,
un dénombrement bactérien reflétant la survie des souches aprés 30 minutes
d’exposition a un agent oxydatif, le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), a été effectué dans
deux milieux différents, de fagon a étudier aussi I’effet de différentes concentrations
de fer sur les mutations : le LB, un milieu riche, et le M63-glycérol, un milieu pauvre
en fer (Figure 3.6; page 85). La concentration d’H2O, et le temps d’exposition ont été
sélectionnés a I’appui de diverses études antérieures faites chez E. coli et chez d’autres
bactéries Gram négatives (Demple et al., 1983; Asad et Leitao, 1991; Imlay et Linn,
1987; Asad et al., 1997; Tseng et al., 2001; Tree et al., 2008). En effet, il a été
démontré que I’exposition d’E. coli a de faibles concentrations d’H,O», allant de
1 mM jusqu’a 3 mM, induirait une réponse adaptative, qui se définit par I’activation
de plus de 30 protéines et qui impliquerait deux systémes de protection importants : la
protéine OxyR, qui combat le stress oxydatif, et la réponse SOS, qui promeut la
réparation de I’ADN (Imlay et Linn, 1987; Asad et al., 1997). De ce fait, ces faibles
concentrations améneraient la bactérie a activer ces mécanismes qui lui permettraient
par la suite de résister a de futures expositions croissantes d’agent réactif. Une

concentration de plus de 3 mM a été déterminée comme appropriée pour passer au
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deuxiéme mode de destruction bactérienne, qui impliquerait des dommages autres que
ceux de I’ADN, et qui affecterait la survie bactérienne. Afin d’étudier la survie réelle
de la souche a une dose d’H»0», et sans qu’aucun mécanisme de résistance bactérienne
n’ait été enclenché au départ chez la bactérie, une dose de 5 mM a ainsi été utilisée.
De plus, un court temps d’observation de 30 minutes a été employé afin de permettre

un décompte bactérien adéquat et différentiel entre les différentes souches.

Tout d’abord, les résultats démontrent que Fur jouerait un rdle important pour
la défense contre le stress oxydatif chez la souche CFT073, car la mutation fir
augmente la sensibilité au H,O, (Figure 3.6; page 85). En effet, malgré que Fur soit
peu activé, un effet dii a son absence dans le M63-glycérol est observé (milieu
minimal pauvre en fer). Les résultats sont toutefois prévisibles, car des études
antérieures chez E. coli K-12 ont démontré que I’expression de fur est activée par les
deux régulateurs majeurs de la réponse au stress oxydatif : OxyR et SoxRS (Zheng ef
al., 1999; Andrews ef al., 2003). Ces derniers sont activés par des hauts niveaux de
métabolites d’oxygene tels que I’anion superoxyde (O™) et le peroxyde d’hydrogéne
(H207), qui, en interagissant avec le fer, engendre un radical libre hautement
dommageable pour la cellule : le radical hydroxyle (OH"). Ainsi, lors d’une détection
de stress oxydatif, OxyR et SoxRS sont activés et, a leur tour, augmentent I’expression
de fur. Ce dernier réprime, par la suite, les génes d’acquisition du fer et régule son
homéostasie dans la cellule. Donc la mutation fur contribuerait 4 augmenter la
concentration intracellulaire en fer libre, ce qui a comme conséquence directe de
hausser le niveau de stress oxydatif dans la cellule et de diminuer la résistance de la

bactérie a I’agent réactif.

Touati et ses collaborateurs ont aussi démontré que la dérégulation de
I’homéostasie en fer observée chez une souche d’E. coli mutée au niveau du géne fur
pouvait étre corrigée par une surexpression du géne codant pour la ferritine, une
protéine d’entreposage bactérienne du fer (find) (Touati et al., 1995). En effet, la
ferritine est responsable de la majorité de I’entreposage ferrique chez E. coli (plus de
50% de I’entreposage) (Abdul-Tehrani ef al., 1999). De plus, selon le modéle de la
régulation ferrique de RyhB chez E. coli, la production des protéines d’entreposage du
fer, lors de conditions de carence en fer, est inhibée par le petit ARN non-codant. I est
donc logique de supposer que 1’absence additionnelle de ryhB chez le double mutant

(A ryhB A fur) viendrait balanger la concentration intracellulaire en fer chez le mutant
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fur et, de ce fait, diminurait sa sensibilité au stress oxydatif (Masse et Gottesman,
2002). Toutefois, ceci n’est pas observé dans le cas de CFT073. En effet, la mutation
supplémentaire de ryhB ne permet pas un rétablissement, dans les deux types de
milieux, mais bien une plus faible capacité de survie au H»O,. Ceci peut étre expliqué
par une récente découverte faite sur la premiere activation directe et transcriptionnelle
génique par la protéine Fur. En effet, Nandal et son groupe de recherche ont démontré
que le gene find, codant pour la ferritine FtnA, est induit positivement par la protéine
Fur-Fe’' et que cette activation est indépendante de RyhB (Nandal ef al., 2010). Ceci
vient contredire ce qui a déja été supposé sur la fonction régulatrice du petit ARNnc
sur finA (Masse et Gottesman, 2002). Ainsi, chez un mutant fur, et chez le double
mutant, en plus d’un transport continu de fer dans la bactérie, I’entreposage primaire
par la ferritine est affecté, permettant ainsi une plus grande circulation et libération de
fer libre dans la cellule. Ceci contribuerait & hausser la concentration intracellulaire de
fer et, de ce fait, les risques de stress oxydatif. Le mutant fur et le double mutant
présentent ainsi une capacité de survie beaucoup plus faible que la souche sauvage
CFT073 en présence du réactif oxydatif car ce dernier réagit avec la quantité

excessive de fer, produisant des espéces dommageables a la bactérie.

De plus, méme si le mutant »yhB ne posséde pas une capacité de survie
moindre que la souche sauvage, I’absence de RyhB chez la souche double mutante
(A ryhB A fur) semblerait jouer un role secondaire et important dans un milieu pauvre
en fer car la souche est négativement plus affectée que la souche mutante A fur. Ceci
pourrait étre expliqué par le fait que I’absence additionnelle du régulateur RyhB
contribuerait a la sensibilité et a ’amplification de I’état critique de la souche. En
effet, la souche qui est mutée au niveau du régulateur global Fur est déja dans un état
de stress, car divers geénes impliqués dans I’acquisition et le transport ferrique ainsi
que dans la protection contre le stress oxydatif sont perturbés. En venant aussi muter
ryvhB, qui est généralement actif en conditions faibles en fer, d’autres systémes de
régulation du fer sont en plus dérégulés. Parmi ces derniers, il y a les protéines
secondaires d’entreposage du fer (plus de 20% de I’entreposage), la défense contre le
stress oxydatif via les protéines ferriques Dps et les protéines métaboliques possédant
un centre Fe-S (McHugh er al, 2003; Nandal ef al., 2010). Les résultats du test
stipuleraient ainsi que le relachement de la répression de ces syst¢mes par |’absence

de RyhB, dont principalement I’entreposage secondaire du fer intracellulaire
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excessivement accumulé chez le mutant fur, ne semblerait pas étre suffisant pour
réajuster I’homéostasie ferrique chez la souche double mutante. I est important de
noter, toutefois, que la dérégulation de ces systémes chez le mutant individuel A ryhB
ne semble pas étre assez importante pour affecter le taux de survie de la souche
CFT073 de maniére différente de la souche sauvage, et ce, dans les deux types de
milieux. En effet, RyhB n’affecte pas I’entreposage ferrique primaire (ferritine FtnA),
contrairement a Fur, et il est, jusqu’a ce jour, davantage associé a la protection contre
P’anion superoxyde (0™) que le peroxyde d’hydrogene, via les SODs (Nandal ef al.,
2010). Tel que mentionné précédemment, RyhB réprime le géne sodB, qui code pour
la superoxide dismutase B, et qui est positivement régulé par Fur-Fe*', Le gene sodB a
pour fonction de réduire la concentration du radical libre, I’0%, afin de protéger la
cellule contre le stress oxydatif. Ainsi, une perte de RyhB permettrait ’activation de
sodB par Fur-Fe*'. De plus, SodB possede un centre Fe-S dont la production est
fortement influencée par le petit ARNnc. Somme toute, I’absence de Fur diminuerait
de manicre significative la capacité de survie de la souche CFT073 en présence
d’H,0; et I’absence additionnelle de RyhB contribuerait en plus a I’état de stress
critique de la souche (A ryhB A fur), dans un milieu in vitro pauvre en fer, car des
systémes secondaires impliqués dans 1’homéostasie de fer sont aussi dérégulés. En
perspective, il serait intéressant d’étudier et de comparer le(s) role(s) des régulateurs
RyhB et Fur dans le stress oxydatif impliquant des agents oxydatifs autre que le

peroxyde d’hydrogéne (ex. : le paraquet, la plumbagine, etc.).

Une étude récente, portée sur la relation entre la migration des neutrophiles
humains et les bactéries uropathogénes, a démontré que les UPEC étaient en mesure
de résister & I’action antimicrobienne des leucocytes et de freiner la production
d’espéces réactives de 1’oxygéne qui apparaissent dans la premiére heure qui suit
Pinfection. En effet, le groupe de recherche a entamé une étude de la réponse
transcriptionnelle des leucocytes en présence de souches E. coli. Celle-ci a révélé que
la présence des UPEC réprimait ’expression de divers génes des leucocytes qui sont
directement responsables de la signalisation inflammatoire ainsi que de I’adhésion et
de la migration, contrairement aux souches commensales non pathogenes. Des tests au
sein d’'un modéle in vitro ainsi que dans un modéle de cystite murin ont aussi
démontré que les UPEC diminuaient le recrutement des neutrophiles au niveau des

cellules épithéliales de la vessie, et ce au début de I’infection (réponse aigug)
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(Loughman et Hunstad, 2011). Tel que mentionné précédemment, la souche CFT073
double mutante était atténuée dans la vessie de souris au sein du modéle de co-
infection et de mono-infection. De ce fait, une hypothése qui expliquerait en partie
Iatténuation de la souche dans la vessie pourrait étre émise, basée sur I’étude de
Loughman et Hunstad : les régulateurs RyhB et/ou Fur joueraient un role dans la
protection et dans I’évasion de CFT073 au début du processus infectieux. Ainsi, leur
absence combinée ne permettrait pas a la souche de résister a I’action antimicrobienne
des leucocytes et aux espéces réactives de I’oxygéne. La souche double mutante ne
serait donc pas en mesure d’entrer en compétition avec une souche sauvage (Figure
3.1; page 79) et, a elle seule, de causer une cystite (Figure 3.2; page 80). La croissance
retardée dans la premicre phase de croissance, observée dans le milieu pauvre en fer,

vient aussi désavantager la souche mutante (Figure 3.4; page 83).

Fur et RyhB, ou leurs homologues, ont été démontrés comme important pour
la régulation d’une diversité de génes impliqués dans la virulence de plusieurs souches
pathogénes, telles que Salmonella enterica sérovar Typhimurium, Vibrio cholerae et
Shigella dysenteriae. De plus, plusieurs études ont été effectuées chez les petits
ARNnc démontrant qu’ils peuvent réguler plusieurs systémes globaux et spécifiques,
impliqués dans la viabilit¢ et dans la survie bactérienne, tels que la famine,
I’oxydation, le faible pH (I’acidité) et le stress membranaire et cellulaire (Mey ef al.,
2005; Murphy et Payne, 2007; Benjamin ef al., 2010; Zhou et Xie, 2011). Jusqu’a ce
jour, la fonction principale de RyhB repose au sein de I’homéostasie du fer. Toutefois,
des études plus approfondies et transcriptionnelles, chez CFT073, pourront étre
effectuées afin de déterminer quels sont les génes qui sont régulés (activation ou
répression) par cet ARNnc et quels sont leurs implications au niveau des systémes qui
pourront affecter la virulence de la souche, tels que ceux du métabolisme cellulaire et

de la résistance au systéme immunitaire inné de 1’héte.

4.4  La production de sidérophores

La souche uropathogene CFT073 est dotée de systémes d’acquisition du fer,
les sidérophores, qui lui permettent de séquestrer le fer des ferroprotéines de I’héte
(Lloyd et al., 2007). 11 est ainsi pertinent de tester les mutants CFT073 (A fur, A ryhB

et A ryhB A fur) pour leur capacité a produire des sidérophores (I’entérobactine, les
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salmochélines et ’aérobactine) dans un milieu minimal, le M63-glycérol, et d’ainsi
démontrer I’implication de Fur et RyhB dans la production de ces molécules

contribuant & la virulence des souches uropathogénes (Figure 3.7; page 88).

Diverses ¢études antéricures et récentes ont démontré I’importance des
mécanismes d’acquisition du fer dépendants du systéme TonB pour la survie des
UPEC dans le tractus urinaire (Torres er al., 2001; Hagan er al., 2010). La
transcription du géne fonB, requis pour le transport des sidérophores, est réprimée par
Fur sous conditions aérobies et riches en fer. Toutefois, le tractus urinaire est un
milieu pauvre en fer. De ce fait, Fur est peu ou pas actif dans ce milieu, permettant
I’expression de fonB et, par conséquent, le transport de divers complexes ferriques.
Les résultats démontrent ainsi que la souche mutante A fur produit de maniére
similaire les trois types de sidérophores (Figure 3.7; page 88). Il existe aussi un
modele proposé dans une étude antérieure qui pourrait expliquer I’inactivation de fur
dans un milieu minimal. Vecerek et son équipe ont démontré que ’ARNnc RyhB
réprimerait post-transcriptionnellement le géne fur dans un milieu pauvre en fer
(Vecerek er al., 2007). Ainsi, RyhB contribuerait de fagon indirecte a la production de
sidérophores et, donc, a I’acquisition de fer extracellulaire. Toutefois, ce relaichement
ne semble pas avantager le mutant A fur in vivo lorsqu’il est mis en compétition avec
la souche CFT073 sauvage, car il est atténué dans les reins de souris (Figure 3.1B;
page 79). Cette atténuation serait davantage associée au fait que I’absence de Fur, qui
est un régulateur global, compromettrait la régulation de plusieurs systémes
métaboliques, et de ceux aussi qui ne sont pas reliés a2 ’homéostasie du fer. La
mutation additionnelle de fur chez le mutant A ryhB (A ryhB A fur) ne restaurait
toujours pas la capacité de la souche a faire compétition dans les reins de souris. Ceci
pourrait étre expliqué en partie par le fait que la souche double mutante produit une
quantité réduite des trois types de sidérophores dans le milieu pauvre en fer, tout
comme la souche mutante ryhB. Les effets observés semblent donc étre davantage
causés par I’absence de RyhB que par celle de Fur. De plus, chez le mutant A ryhB,
’expression de fur serait activée. Le fer qui réside probablement dans le milieu
minimal, contribuerait a une faible activation de la protéine Fur et donc a une légére
répression des génes codant pour la biosynthése de sidérophores (Vecerek er al.,
2007). Chez le mutant A ryhB, la production des trois types de sidérophores est donc

significativement plus faible que celle de la souche sauvage (Figure 3.7; page 88). De
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plus, un groupe de recherche a récemment démontré I’importance de ce petit ARNnc
pour la synthése de I’entérobactine chez E. coli K-12 (Salvail es al., 2010). La
biosynthése de ce sidérophore serait aussi promue par RyhB via [’activation
traductionnelle directe de shid, un géne codant pour une perméase de I’acide
shikimique (Prevost ef al., 2007). Ce dernier est un composé aromatique participant
dans la biosynthese des sidérophores de type catécholate. RyhB pourrait donc étre
aussi impliqué dans la synthése positive des sidérophores impliqués dans la
pathogenése de plusieurs bactéries, dont les salmochélines, qui sont des dérivés de
I’entérobactine, ainsi que l’aérobactine, qui est dérivée d’une voie métabolique
indépendante des sidérophores catécholates et implique le citrate et I’acide aminé

lysine pour sa synthése.

Ainsi, la production des trois types majeurs de sidérophores produits par E.
coli est négativement affectée, amenant la souche CFT073 double mutante (A ryhB A
Jfur) a une capacité réduite a entrer en compétition avec la souche sauvage dans la
vessie et dans les reins de souris (co-infections) ainsi qu’a causer une infection seule
au niveau de la vessie (mono-infections) (Figures 3.1 et 3.2; pages 79 et 80). Ces
résultats concordent avec ceux qui ont déja été présentés dans le cadre d’une étude
portée sur I’importance du systtme TonB chez les UPEC. En effet, un groupe de
recherche avait démontré qu’une souche CFT073 mutée au niveau de la synthése de
I’aérobactine et de I’entérobactine était atténuée dans un modéle murin de mono-
infection. Toutefois, une souche mutée au niveau d’un seul des systémes d’acquisition
ou de transport du fer, soit celui de I’aérobactine ou de I’héme (qui sont dépendants de
TonB), était toujours en mesure de coloniser la vessie et les reins de souris lorsque
mise en compétition avec une souche sauvage, car les systémes se compensent entre
eux afin d’acquérir le fer nécessaire (Torres et al., 2001). Aussi, la synthése de
sidérophores catécholates chez la souche aviaire E. coli %7122, un EXxPEC causant la
colibacillose chez la volaille, n’est pas nécessaire pour causer une infection
systémique lorsque le systtme de I’aérobactine est fonctionnel (Caza et al., 2011).
Dans notre cas, c’est la régulation de la majorité des systemes de I’homéostasie du fer
qui est affectée, ce qui désavantagerait le double mutant en co-infection (Figure 3.1;
page 79). Toutefois, la souche double mutante, malgré sa faible capacité a produire
des sidérophores, était toujours en mesure d’infecter les reins de souris en mono-

infection au méme titre que la souche sauvage (Figure 3.2B; page 80). Il y aurait ainsi
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un autre systeme d’acquisition du fer qui pourrait permettre a la souche de coloniser

les reins de souris et qui serait suffisant en absence des régulateurs RyhB et Fur.

De récentes études ont démontré que I’acquisition et le transport de I’héme
sont plus importants que ceux du fer ferrique pour la colonisation des reins par les
souches UPEC. En effet, les récepteurs de I’héme ChuA et Hma ont été identifiés chez
la souche CFT073 comme étant responsables de I’acquisition ferrique contenue dans
I’héme et, de ce fait, de la virulence de la souche dans un modéle murin (Ridley et al.,
2006; Hagan et Mobley, 2009). Pourtant, Torres et son groupe de recherche ont émis
que I’acquisition ferrique via le transport de I’héme ne semblerait pas étre suffisante
pour permettre a la souche de causer une infection au niveau des reins de souris, car
la souche mutée seulement au niveau des systémes des sidérophores était toujours
atténuée dans un modele de mono-infection murin (Torres er al., 2001). Toutefois,
chez ce mutant, la régulation génique via Fur et RyhB est toujours présente,
contrairement a dans notre cas. Une boite putative fur a été retrouvée au sein du
promoteur du géne hma suggérant que ce récepteur est régulé de maniére dépendante
par Fur, chez la souche CFT073 (Hagan et Mobley, 2009). Cependant, aucune boite
Jur n’a été jusqu’a ce jour identifiée pour le promoteur de chud chez la souche
uropathogene, mais une étude chez la souche E. coli entérohémorragique O157 : H7
(EDL933) a permis d’affirmer que ce géne est régulé par Fur (Torres et Payne, 1997).
Il est donc probable que I’expression des génes chud et hma soit contrélée par le
régulateur Fur chez CFT073 et, de ce fait, son absence dans la souche double mutante
provoquerait une expression continue et positive des récepteurs de I’héme. Ceci ne
serait donc pas observé chez une souche mutée uniquement au niveau de la synthése et
de la production de sidérophores. Cette régulation positive permettrait ainsi a la
souche déficiente en production de sidérophores d’acquérir tout de méme le fer qui est
nécessaire a sa survie et a sa croissance dans les reins. La souche CFT073 double
mutante (A ryhB A fur) de notre étude ne présente donc pas d’atténuation dans les
reins de souris en comparaison de la souche sauvage dans le modele de mono-
infection murin (Figure 3.2B; page 80). De plus, il se pourrait que RyhB joue un réle
complémentaire au niveau de cette régulation positive en raison du fait que son
absence chez la souche double mutante, ne semble pas interférer dans la virulence de
maniére négative. Il a été démontré chez d’autres souches pathogénes que RyhB joue

un r6le dans la pathogenése en interférant au niveau de I’homéostasie du fer. Par
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exemple, le geéne hlya, codant pour une hémolysine nécessaire au mécanisme
d’acquisition de I’héme (et d’autres impliqués dans le transport du fer ferrique) chez
V. cholerae serait réprimé en absence de RyhB (Rogers et al., 2000; Mey et al.,
2005).

Afin de mieux explorer les roles individuels que posséde chacun des
régulateurs, il serait ainsi intéressant d’étudier les mutants simples dans un modéle de
mono-infection et de procéder a des études de régulation génique. Le mécanisme de
régulation de la biosynthése de sidérophores par RyhB, dans un milieu minimal, et de

concert avec Fur, nécessite aussi davantage d’études approfondies pour étre élucidé.
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Conclusion

Diverses études antérieures ont démontré I’importance des régulateurs de
I’homéostasie du fer pour la survie des entérobactéries. Chez E. coli K-12, les
mécanismes d’acquisition et d’entreposage du fer sont principalement contrlés par la
protéine Fur, de concert avec le petit ARN non codant, RyhB. Chaque régulateur
possede ses propres caractéristiques ainsi que son mode de fonctionnement, mais leurs
roles combinés procurent a la souche une régulation adéquate des systémes
d’acquisition de fer et des systemes de protection contre un stress oxydatif lié au fer.
Malgré le fait que plusieurs études aient démontré I’importance individuelle de Fur et
RyhB pour certains pathogénes entériques, leur réles dans la virulence des souches E.
coli causant des infections extra-intestinales (EXPEC) n’ont jusqu’alors jamais été
élucidés. Les objectifs de ce projet consistaient donc a caractériser les roles de ces
régulateurs au niveau de systtmes métaboliques qui sont importants pour la virulence.
Ces derniers consistent en la production de sidérophores, un systéme de chélation de
fer extracellulaire hautement efficace, ainsi qu’en la capacité de survivre en présence
d’un stress oxydatif. Cette étude a ainsi été faite chez une souche qui cause des

infections du tractus urinaire : la souche virulente CFT073.

Cette étude a démontré plusieurs résultats intéressants quant a I’implication de
Fur et RyhB pour la virulence d’une souche d’E. coli uropathogéne (UPEC). Tout
d’abord, des tests in vivo effectués chez le modéle du tractus urinaire murin ont
démontré que la perte combinée des régulateurs de fer atténue principalement Ia
souche dans sa capacité a infecter la vessie de souris. De plus, la souche mutée au
niveau de fur et ryhB, mise en compétition avec la souche virulente sauvage, ne peut
coloniser la vessie et les reins de souris. Afin de mieux comprendre les résultats
obtenus, divers tests phénotypiques reliés a la virulence ont été effectués. Ceux-ci ont
servi a étudier les effets d’une perte individuelle ou combinée de Fur et de RyhB sur
plusieurs systémes de régulation de fer qui pourraient étre importants pour la virulence
de la souche UPEC. Ainsi, les résultats démontrent que ’absence du régulateur Fur
cause un retard de croissance dans un milieu ou le fer est limité. De plus, la perte
combinée de RyhB et Fur, désavantage la souche sur plusieurs niveaux. Tout d’abord,

la souche double mutante posséde une capacité plus faible a produire les trois types de




sidérophores, soient I’entérobactine, les salmochélines et [’aérobactine. La
perturbation de la synthése de sidérophores ne permettrait pas a la souche d’acquérir
le fer qui lui est nécessaire pour sa survie. De ce fait, la souche mutante serait moins
apte a survivre dans une niche ou le fer est limité et ou ce systtme de chélation est
important, telle que la vessie. Par contre, dans les reins, le besoin en sidérophores
pourrait étre moins critique pour CFT073, et les systémes d’acquisition du fer via
I’héme seraient probablement davantage utilisés dans ces organes. En second lieu, la
perte simultanée des régulateurs Fur ou RyhB diminue significativement la capacité
de la souche a survivre en présence d’un stress oxydatif associé¢ au peroxyde
d’hydrogéne (H20,). Ces données suggérent donc que les régulateurs sont importants

pour protéger la bactérie contre le stress oxydatif engendré par le systtme immunitaire

de I’hote, et ce, au début et au cours de I’infection.

En conclusion, les résultats présentés dans ce mémoire suggerent que les
régulateurs de I’homéostasie du fer, Fur et RyhB, possédent un role important dans la
virulence de la souche uropathogene CFT073, en particulier dans la vessie. En effet,
les différentes données obtenues grace aux tests phénotypiques viennent en partie
appuyer les résultats de virulence obtenus dans le modele murin. De plus, ce mémoire
présente la premiére étude qui démontre les effets du petit ARN non codant, RyhB,
chez une souche ExPEC. Toutefois, afin de mieux comprendre et de caractériser
I’implication de Fur et de RyhB pour la virulence de ces souches, il serait intéressant
de poursuivre des études plus approfondies, et ce, en visant davantage les mécanismes
de régulation des régulateurs sur les divers syst¢tmes impliqués dans 1’homéostasie du

fer.
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