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Résumé

Les ExPEC (Escherichia coli pathogénes extra-intestinaux) causent des infections
systémiques chez I’humain, la volaille et d’autres espéces. Les fimbriae de type 1
représentent 'un des principaux facteurs de virulence communs aux ExPEC. Cette
structure de surface filamenteuse reconnait et adhere a des récepteurs mannosylés
retrouvés dans une multitude d’organes dont la vessie. Cette interaction est trés souvent
essentielle a la colonisation, étape critique de I’initiation de I’infection dans la plupart des
pathologies causées par des EXPEC. Empécher cette interaction grice a un compétiteur
du récepteur pourrait étre une excellente alternative aux antibiotiques dans la prévention
et le traitement des infections causées par les EXPEC. L’équipe de chimistes du
professeur René Roy de I'UQAM a donc mis au point la synthése de plusieurs molécules
multimériques ramifiées, appelées glycodendriméres, qui comportent différent nombres
d’unités mannosylées. L’objectif de cette étude est donc d’évaluer la capacité de ces
différents glycodendriméres mannosylés a inhiber I’adhérence par les fimbriae de type 1

dans différents contextes.

Pour arriver a ces fins, des mutants de trois souches EXPEC (CFT073, ECOR72,
UCB34) négatifs pour les fimbriae de type 1 ou leur adhésine FimH ont été générés afin
de servir de controles au cours des différents tests. Les trois mutants ont été testés en co-
infections contre les souches virulentes correspondantes dans le modéle d’infection du
tractus urinaire murin afin de confirmer I’'importance du fimbriae de type 1 dans la
colonisation par ces souches. La capacité d’inhibition de [I’adhérence de
16 glycodendriméres a par la suite été évaluée par des tests d’agglutination de levures en
microplaques de 96 puits. Des tests d’adhérence sur des cellules T24 et HeLa en culture
ont été effectués, mais beaucoup de problémes rencontrés lors de la mise au point de la
technique en ont fait un échec. Comme alternative, des tests d’adhérence sur des coupes
congelées de tissus aviaire et murin ont été menés. Finalement, la capacité d’inhibition de

I’adhérence d’un seul glycodendrimére a été évaluée in vivo dans un modéle murin.

Les trois mutants déficients pour les fimbriae de type |1 ont moins colonisé les
vessies murines que les souches sauvages et deux des trois mutants ont démontré une

colonisation réduite des reins. Plusieurs glycodendriméres ont été de 500 a 2000 fois plus
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efficaces que le méthyl-mannose pour inhiber I’agglutination de levures par les ExPEC.
L’absence d’agglutination par les mutants Afim et AfimH a confirmé le role des fimbriae
de type 1 dans I’agglutination des levures. Les glycodendriméres ont aussi permis une
forte inhibition de 1'adhérence des ExXPEC sur les coupes congelées de tissus.
Malheureusement, le glycodendrimére évalué in vivo n’a pas eu de succés au niveau de la
réduction ou de I’élimination de la charge bactérienne dans les organes du tractus urinaire

des souris.

Comme les infections démontrent I’importance du fimbriae de type 1 dans la
colonisation par trois souches EXPEC phylogénétiquement distinctes et que plusieurs des
glycodendriméres démontrent une forte capacité d’inhibition de I’adhérence par le
fimbriae de type 1 invivo ainsi que ex vivo, il est possible de croire a un potentiel
thérapeutiques pour quelques unes de ces molécules. Bien siir, beaucoup d’autres aspects
devront étre considérés avant que nous voyons |"apparition d une de ces molécules sur les

tablettes de nos pharmacies.

(ks 7 Dy

== >
Charles M. Dozois

Julie Séguin
Etudiante Directeur de recherche
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Introduction

Les infections causées par des souches de Escherichia coli pathogénes extra-
intestinales (EXPEC) peuvent entrainer de graves problémes de santé autant chez les
humains que chez certains animaux. Ce sont d’ailleurs les EXPEC qui sont responsables
de 80 % des infections du tractus urinaire (ITU) dont seront victimes au cours de leur vie
tout prés d’une femme sur deux (Foxman, 1990; Nicolle, 2003; Ronald, 2003). Ces
souches peuvent aussi causer d’importants ravages dans les élevages de volaille en
causant une variété d’infections dont la principale atteint le systéme respiratoire et peut
dégénérer en se propageant a d’autres organes tels que le cceur ou le foie (Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999; Gross, 1994). Les EXxPEC peuvent aussi causer d’autres infections

pouvant aller jusqu’a entrainer la mort telles que la méningite néonatale et la septicémie.

Jusqu’a ce jour, les seuls traitements reconnus comme cures contre les infections
par les ExXPEC sont de type antibiotique. Malheureusement, dans les derniéres années, le
nombre d’infections causées par des ExPEC résistantes a certains antibiotiques est monté
en fleche. Le besoin de trouver des traitements alternatifs aux antibiotiques est criant
puisque si les résistances continuent de se répendre a cette vitesse, d’ici quelques années
les antibiotiques ne seront plus efficaces contre les ExXPEC (Gupta, 2003; Karlowsky ef

al., 2002).

Dans la quéte a de nouvelles solutions de traitement, il est important de chercher a
cibler des structures ou des caractéristiques importantes dans la virulence des EXPEC afin
de trouver un moyen de les empécher d’établir une infection. Une des premiéres étapes
dans le procesus d’infection chez une grande partie des agents pathogénes est de trouver
un moyen de physiquement s’ancrer au site d’infection désiré pour pouvoir se multiplier
et ainsi créer des dommages localisés. Afin de s’attacher solidement, les bactéries ont
besoin d’établir une liaison forte et difficile a briser avec un tissu hote. Une des
meilleures fagons d’y parvenir est d’établir une liaison entre des structures de surfaces des
bactéries et des cellules hotes. Lorsqu’un tel lien est possible, la molécule de surface

bactérienne est appelée adhésine et celle de I’hote est son récepteur (Ofek ef al., 2003).




Dans bien des cas, une adhérence initiale forte est essentielle a I’établissement
d’une infection. Si I’on prend I’exemple des infections urinaires, I’absence d’adhérence
ou une adhérence faible aux parois de la vessie permettrait facilement au flot naturel
d’urine d’emporter les bactéries et ainsi prévenir I’infection. Dans d’autres cas comme
celui de la méningite néonatale, une adhérence stable aux cellules de la barriere
hématoencéphalique est essentielle pour que d’autres molécules de surfaces puissent s’y
lier et ainsi déclancher une cascade permettant de traverser la barriére. Cette €tape est

essentielle a I’infection puisque sans elle, les bactéries ne rejoindraient méme pas les

méninges cérébraux, leur principal site d’infection (Kaper et al., 2004; Kim, 2003).

Dans les deux cas ici énoncés, I’adhésine en cause est la protéine FimH présente a
I’extrémité des fimbriae de type 1. Cette structure de surface est présente chez la majorité
des souches EXPEC et permet I’adhérence a un bon nombre de tissus grice a son affinité
pour des récepteurs hdtes qui sont mannosylés. Si I’on pouvait interférer efficacement
avec les liaisons effectuées par les fimbriae de type 1, un bon nombre d’infections
pourraient étre prévenues ou traitées et ce, sans la contribution d’antibiotiques, éliminant

alors le probléme croissant de résistance.

Une stratégie pour interférer avec le phénomene d’adhérence est de mettre en
grande concentration, au site d’infection, des molécules qui imitent les récepteurs des
fimbriae. De cette fagon, les sites de liaison des fimbriae pourraient étres bloqués par les
molécules en solution, empéchant ainsi les bactéries d’établir un contact avec les cellules
hotes. Puisque les fimbriae de type | reconnaissent des récepteurs mannosylés, la
présence de molécules de mannose en solution pourrait facilement servir d’inhibiteur

d’adhérence (Ofek ef al., 2003).

Afin d’obtenir une inhibition d’adhérence accrue, des équipes de chimistes ont
travaillé sur la conception de molécules ramifiées qui comportent plusieurs unitées
mannosylées a leurs surfaces. Parmis ces équipes figure celle du professeur René Roy de
I’UQAM. Les chimistes de son équipe ont congu une variété de molécules appelées

glycodendriméres mannosylés pouvant porter jusqu’a 18 molécules de mannose.

Une collaboration avec I’équipe de René Roy a été établie afin de vérifier

I’hypothése selon laquelle les glycodendriméres mannosylés auraient la capacité



d’interférer avec I’adhérence des EXPEC. L’objectif de la présente étude consiste donc a
déterminer la capacité de différents glycodendriméres mannosylés a bloquer I’adhérence
par le fimbriae de type | de souches EXPEC. Pour ce faire, des tests d’inhibition
d’adhérence seront effectués en présence de levures, de cellules en cultures et de coupes
congelées d’organes. Par contre, avant de pouvoir évaluer I'efficacité de ces molécules,
différentes souches EXPEC devront subir des mutations afin de les rendre déficientes pour
le fimbriae de type I. Ces souches pouront ensuite servir de controles négatifs dans
toutes les expériences a suivre. De plus, des infections de tractus urinaires murins auront
lieu afin de déterminer si les fimbriae de type | ont la méme implication dans la

colonisation du tractus urinaire par différentes souches uropathogénes.

Au cours de cet ouvrage les méthodes utilisées afin de mettre a terme toutes les
expériences permettant d’atteindre I’objectif final seront énoncées en détails. Les
résultats de ces expériences seront ensuite décrits et graphiquement présentés. Ces
résultats seront finalement analysés puis interprétés afin d’en arriver aux conclusions de

I’étude.



Chapitre 1.
Revue de littérature




1.1 Escherichia coli

En 1885, le pédiatre Allemand Theodor Escherich a isolé une bactérie des féces
d’un de ses jeunes patients et il la nomma Bacterium coli commune. C’est seulement en
1919, quelques années apres la mort du docteur Escherich, que le nom d’Escherichia coli
a été proposé en son honneur par Castellani et Chalmers (Shulman e al., 2007). E. coli
est une bactérie Gram-négative, anaérobie facultative, de la famille des
Enterobacteriaceae et elle est I’'un des micro-organismes les plus étudiés et les plus

utilisés en laboratoire a ce jour (Dobrindt, 2005; Prescott ef al., 2003).

Représentant environ 0,1 % de la flore normale intestinale des mammiféres,
E. coli en est I’organisme Gram-négatif le plus abondant qui se cultive en laboratoire
(Prescott ef al., 2003). Tout au long de la vie d’un individu, cette microflore intestinale
contribue au maintient d'une muqueuse intestinale saine et bien structurée, ainsi qu’au
recrutement et a I’établissement d’une bonne population d’immunocytes et autres cellules
inflammatoires dans I’intestin. C’est cette population cellulaire qui constitue la premiére

barriére immune contre un grand nombre d’entéropathogénes invasifs (Farthing, 2004).

Puisque nous vivons littéralement en symbiose avec cette microflore, une grande
variété de souches de E.coli qui en font partie et qui sont non-pathogénes sont
considérées comme étant des souches commensales (Farthing, 2004; Kaper ef al., 2004).
Par contre, comme elles sont constamment en contact rapproché avec une multitude
d’espéces bactériennes dont certaines sont pathogénes, plusieurs souches de E. coli ont pu
évoluer et acquérir différents facteurs de virulence par transfert horizontal de plasmides,
de transposons, de prophages ou d’ilots de pathogénicité (Dobrindt, 2005; Dozois et
Curtiss, 1999). Ceux-ci leur ont donné la capacité d’envahir, de persister et de causer des
pathologies dans des organes ou des hotes jusqu’alors impossibles a envahir par les
souches commensales (Dozois et Curtiss, 1999; Kaper ef al., 2004). Comme la gamme de
facteurs de virulence pouvant étre acquis est trés variée, les pathologies causées par ces
différentes souches sont toutes aussi diversifiées. C’est pourquoi différentes méthodes
ont été développées pour classifier ces nombreuses souches commensales et pathogénes

de E. coli.



1.2 Les différentes méthodes de classification de E. coli

1.2.1 La classification sérologique

La classification sérologique de E. coli est I'une des méthodes de classification les
mieux établies (Lior, 1994). Cette classification a été¢ mise au point et utilisée pour la
premiére fois dans les années 40 par Fritz Kauffmann, un bactériologiste danois (Robins-
Browne et Hartland, 2002). La classification sérologique est basée sur I’identification de
trois antigénes de surface, soit le O, leK et le H et catégorise les isolats de E. coli

pathogénes autant que les non-pathogenes.

L’antigéne O, qui a lui seul définie le sérogroupe d’une souche, est une courte
chaine polysaccharidique qui fait partie du lipopolysaccharide (LPS). Le LPS est un des
principaux constituants de la membrane externe des bactéries Gram-négatives. En plus
d’une chaine latérale O, les LPS sont constitués d’un polysaccharide central et d’un
lipide A (Prescott e al., 2003). On dénombre a ce jour tout prés de 170 différents
antigénes O, mais certains de ceux-ci sont plus spécifiquement associés a des symptomes

cliniques que d’autres (Lior, 1994; Nataro et Kaper, 1998).

L’antigéne K est celui qui représente la capsule. Cette structure généralement
constituée de polysaccharides souvent acides n’est pas présente chez toutes les souches de
E. coli (Lior, 1994). La capsule n’est pas nécessaire a la croissance de la bactérie mais lui
confére plutdt une meilleure survie dans certains environnements hostiles (Prescott ef al.,
2003). Plus de 80 différents polysaccharides K ont été identifiés jusqu’a présent
(Whitfield et Roberts, 1999).

Le dernier antigéne a déterminer le sérotype est I’antigéne H ou le flagelle. Cet
organelle servant a la motilité est composé de trois principales structures. Le corps basal,
constitué d’un axe et de différents anneaux, permet I’ancrage du flagelle dans la
membrane plasmique. Le filament est la longue structure de flagelline qui sert d’hélice a
la bactérie qui se déplace. Quant au crochet, il est la structure courbe qui sert de lien
entre le filament et le corps basal (Prescott er al, 2003). C’est en fait différents
déterminants sérologiques retrouvés sur la flagelline qui déterminent la nature de

I’antigene H. On a identifié a ce jour 53 différents antigénes H (Lior, 1994).



1.2.2 Les groupes phylogénétiques et la collection ECOR

En 1984, Ochman et Selander ont mis sur pied une collection de souches de
E. coli de référence (collection ECOR). Cette collection a été crée pour toute la
communauté scientifique dans le but de permettre d’étendre les différentes recherches sur
E. coli a une population de souches de provenances naturelles avec un bagage génétique
varié. Les 72 souches de la collection ont été choisies parmi 2600 isolats de sources
naturelles. Les souches ont été sélectionnées en fonction d’obtenir la plus grande
diversité possible d’hétes et d’origines géographiques, mais aussi une bonne variété de
profils enzymatiques (Ochman et Selander, 1984). Ces profils tiennent compte de la
diversité de 11 enzymes analysées et ont été étudiés grace a la technique du MLEE
(multilocus enzyme electrophoresis) (Ochman et Selander, 1984; Whittam ef al., 1983).
Cette méthode permet d’étudier la variation allélique de plusieurs loci selon la motilité
électrophorétique des enzymes hydrosolubles correspondantes. La vitesse de migration
étant directement liée a la charge électrostatique net qui elle est déterminée, dans le cas
des protéines, par la séquence en acides aminés, les variants sont alors séparés par le gel

(Selander et al., 1986).

Puisque la portée du MLEE était plutdt limitée, de nouveaux outils ont été
développés afin d’effectuer des études phylogénétiques plus justes et plus étendues.
L’une des techniques les plus utilisées de nos jours est le MLST (multilocus sequence
fyping) qui consiste a analyser les séquences de 500 a 600 pb de multiples génes
d’entretien (houskeeping genes) trés conservés (Maiden ef al., 1998; Noller et al., 2003).
Dans les années qui ont suivi la création de la collection ECOR, plusieurs études
phylogénétiques des souches de la collection ECOR ont été effectuées par différentes
€quipes de recherche et cinq groupes phylogénétiques majeurs ont finalement été
déterminés, soit les groupes A, Bl, B2, D et E (Herzer ef al., 1990; Jaureguy et al., 2008;
Picard ef al., 1999).

L’équipe de Clermont a aussi établi une technique de PCR multiplex permettant
d’identifier, avec une mince marge d’erreur, le groupe phylogénétique d’un isolat en une
seule réaction (Clermont ef al., 2000). Tout d’abord, le groupe A est celui qui contient le

plus d’isolats non-pathogenes telles les souches K-12. Le groupe B se retrouve quant a



lui divisé en deux parties qui se distinguent par le groupe d’hétes duquel les souches ont
été isolées. Les souches Bl ont surtout été isolées chez des mammiféres non-primates,
tandis que les souches B2 ont plut6t été récoltées chez I’homme et chez d’autres espéces
primates. Le groupe D contient une forte proportion de souches pathogénes. Quand au
groupe E, il ne représente que les quelques souches n’ayant pu étre classées parmi les

principaux groupes (Boyd et Hartl, 1998; Herzer ef al., 1990; Picard et al., 1999).

De nombreuses études ont démontré qu’une grande majorité des marqueurs de
virulence connus, typiques des souches causant des infections extra-intestinales, se
retrouvent en beaucoup plus fortes concentrations chez les groupes B2 etD que les
groupes A et Bl (Boyd et Hartl, 1998; Johnson et Stell, 2000; Johnson ef al., 2001a;
Johnson ef al., 2001b; Russo et Johnson, 2000; Zhang ef al., 2002). De plus, des études
de létalité dans un modele d’infection extra-intestinale in vivo murin ont confirmé le
caractere virulent de presque toutes les souches B2, de plusieurs souches D et de peu de
souches A et Bl (Picard er al., 1999). Pour ce qui est des souches pathogénes
intestinales, elles sont plus réparties phylogénétiquement. On les retrouve en bonnes
proportions surtout chez les groupes A, Bl et D et moins fréquemment dans le groupe B2

(Russo et Johnson, 2000).
1.2.3 La classification par pathotypes

La méthode de classification par pathotypes, parfois aussi appelés virotypes,
s’applique spécifiquement qu’aux souches de E. coli pathogénes puisque les isolats sont
classés selon le type de pathologies qu’ils causent et souvent selon les stratégies utilisées
pour causer ces maladies spécifiques, les souches de E. coli non pathogénes sont donc
exclues de cette classification (Salyers et Whitt, 2002). Bien qu’ils soient décrits en
détails dans les sections qui suivent, le Tableau 1.1 offre un résumé des principales
caractéristiques des plus importants pathotypes de E. coli causant des infections

intestinales et extra-intestinales.



Tableau 1.1 Les différents pathotypes de Escherichia coli.

Type N A e
d’infection Pathotype Principaux symptémes Caractéristiques

Entérotoxines thermolabiles

ETEC Diarrhée aigue aqueuse. et/ou thermostables.

Capacité a réorganiser le
cytosquelette des microvillosités
et a former des lésions
attachantes-effacantes.

Diarrhée aigue aqueuse,
EPEC déshydratation et
symptomes de malnutrition.

(%)
b Diarrhée sanelante et Capacité a former des lésions
32 EHEC 5 attachantes-effagantes et
0 douloureuse. . . .
= production de Shiga-toxines.
EAEC Diarrhée persistante aqueuse ~ Adhérence de type aggrégatif et
et mucoide. production de toxines.
. . [ cité d’invasion des cellul
EIEC Diarrhée dysentérique. Capa d, invasion des cellules
épithéliales.
DAEC Diarrhée surtout infantile. Adhérence diffuse.
Infection de la vessie et
parfois des reins.
Douleurs au bas ventre’ Adhél‘ence gl‘ﬁce é plusieurS
UPEC envie fréquente d’uriner et gdhésmes, productxon.d'e.
miction pénible. Dans le toxines, systemes d’acquisition
cas d'une atteinte aux reins, du fer et flagelle.
fievre et douleur au centre
[}
= du dos.
£
7]
3 . Adhérence grace a plusieurs
£ Hausse de la pression . . . s
] . . R adhésines, capacité a traverser la
s intracranienne, douleur a la .y , . .
= NMEC . . oy ereg barriére hématoencéphalique,
s téte, fievre et possibilité de ) . \
dommases neurologiaues production de toxines, systémes
mmag BIQUES- g acquisition du fer et flagelle.
Variété d’infections . A a .
. ., Adhérence grace a plusieurs
systémiques ou localisés ‘s .
. adhésines, production de
APEC chez des animaux de . \ , g
. , . toxines, systemes d’acquisition
volaille de I’embryon a
Padulte du fer et flagelle.




1.2.3.1 Les souches pathogénes intestinales

Tous les pathogénes intestinaux, incluant certaines souches de E. coli, doivent
passer par les mémes grandes étapes d’infections. Suite 4 la colonisation de I’intestin, ces
pathogénes doivent contrer différents mécanismes de défense de I’hote, se multiplier et
finalement créer un certain dommage. Six pathotypes de E. coli causant des maladies
intestinales ont été décrits & ce jour et ils adoptent tous des stratégies différentes pour

traverser ces quatre étapes d’infection (Nataro et Kaper, 1998; Salyers et Whitt, 2002).

Les souches de E. coli entérotoxinogénes (ETEC) sont reconnues pour la
production d’au moins une entérotoxine de type thermolabile ou thermostable qui stimule
la sécrétion excessive de fluides par I’héte et donc le déclanchement d’une diarrhée aigue
aqueuse. Des bactéries de ce pathotype sont d’ailleurs grandement responsables d’une
diarrhée chez les jeunes enfants dans les pays sous-développés ainsi que de la diarrhée du

voyageur (Nataro et Kaper, 1998).

Ce qui caractérise les souches de E. coli entéropathogéne (EPEC) est leur faculté a
adhérer aux entérocytes en formant des microcolonies et leur capacité a réorganiser le
cytosquelette des microvillosités de I'intestin. On observe alors des Iésions que 1'on
qualifie de type attachante-effagante ainsi que des structures proéminentes ressemblant a
des piédestaux sur lesquels les bactéries se perchent (Kaper ef al., 2004). L’absence de
microvillosité provoque une réduction significative de I’absorption intestinale, causant
alors une diarrhée aigue aqueuse ainsi qu’une déshydratation et des symptomes de

malnutrition (Farthing, 2004; Nataro et Kaper, 1998).

Les souches de E. coli entérohémoragique (EHEC) causent aussi des Iésions de
type attachante-effacante ainsi que des structures en forme de piédestal, mais elles se
différencient des EPEC par une production de Shiga-toxines, aussi appelées vérotoxines,
qui provoquent une sécrétion excessive de fluides en plus d’induire une forte réponse
inflammatoire, causant donc une douloureuse diarrhée sanglante. Ce pathotype, dont fait
parti le fameux sérotype O157:H7, est reconnu pour ses ravage