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RESUME

Les toxines RTX (« Repeat in Toxins ») sont produites par une gamme de
bactéries Gram négatifs et ces toxines ont une masse moléculaire fluctuante de 30 kDa
a plus de 600 kDa, dont les cytotoxines constituent le groupe le plus connu da
principalement a I'activité hémolytique des hémolysines suite a une inoculation, sur
gélose sang, des souches les exprimant. Cette grande famille de toxines partage deux
caractéristiques communes, soit la présence de répétitions riches en glycine et
aspartate et la sécrétion via un systéme de sécrétion de type 1. Le génome d’'une
souche d’Escherichia coli pathogéne aviaire récemment séquencé démontre la
présence d’un plasmide codant divers facteurs de virulence et une région unique,
généralement absente de ce type de plasmide, codant une toxine RTX putative, parmi
d’autres génes. Le but du projet fut donc la caractérisation globale de cette nouvelle
toxine. Les analyses de séquences indiquent que ce systéme est distict des autres
toxines caractérisées. L’hypothése était que les quatre génes CABD codant pour le
systeme de la toxine RTX assmueront les roles classiques des toxines RTX et les
macrophages, cellules épithéliales et érythrocytes seront lysés par celle-ci. Le clonage
de I'opéron et mutation des génes individuels suivis d’'une précipitation protéique et
visualisation sur gel SDS-PAGE furent effectuées, ainsi que des tests d’hémolyses et
des infections in vitro, sur cellules, et in vivo, par infection urinaire murine. La toxine
PrtA (Pre-repeat RTX toxin) nécessite le géne prtC pour I'activation et les génes prtBD
et tolC pour la sécrétion. Elle lyse les cellules testées, sauf les érythrocytes aviaires, et
un mutant AprtCABD est atténué dans le modele d’infection urinaire murin. On conclut

gue PrtA est une nouvelle cytotoxine avec une activité hémolytique et cytotoxique.
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ABSTRACT

RTX toxins (Repeats in toxins) are produced by a variety of Gram negative
bacteria with a molecular mass varying from 30 kDa to more than 600 kDa, where
cytotoxins are the best known group due to their hemolytic activity on blood agar plates
inoculated with some strains producing these toxins. Two common characteristics are
shared amongst this family, which are the presence of repeats rich in glycine and
aspartate and the secretion via a type 1 secretion system. An avian pathogenic E. coli
strain recently sequenced by our laboratory had a virulence plasmid containing a unique
region, normally absent from this type of plasmid, coding a predicted RTX toxin,
amongst other genes. Sequence analysis demonstrated that this toxin is distinct from
previously characterized RTX toxins. The objective of the project was the global
characterization of this novel toxin. We hypothesized that the four genes (CABS)
comprising the operon would be required for activity or secretion to lead to toxic activity
against cells including macrophages, epithelial cells and erythrocytes. Operon cloning,
individual gene inactivation followed by protein precipitation and SDS-PAGE analysis
were accomplished before moving on to hemolysis tests as well as in vitro cell
interactions and in vivo infections in a murine urinary tract model. The PrtA (pre-repeat
RTX toxin) toxin was shown to require the prtC gene product for activation and prtBD
and tolC for secretion. All host cell types tested were lysed by the toxin with the
exception of avian erythrocytes, and a AprtCABD mutant was attenuated in vivo. We
therefore concluded that PrtA is a novel RTX toxin present in certain E. coli strains and

demonstrates both a hemolytic and cytotoxic activity.
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REVUE DE LITTERATURE

1 Escherichia coli

Escherichia coli, un bacille Gram négatif a flagelles péritriches faisant partie de la
famille Enterobacteriaceae, est la bactérie anaérobie facultative majoritaire isolée en
culture de la flore intestinale humaine, et dont la plupart des souches sont non

pathogénes (Kaper et al., 2004). La relation symbiotique existante entre la microflore du

tractus digestif humain, composée majoritairement de bactéries anaérobies strictes et
quelques bactéries anaérobies facultatives, et ’'humain aide a maintenir ’homéostasie
et la santé de I'héte. Le tractus gastro-intestinal des nouveau-nés est colonisé par des
souches d’E. coli commensales dans les heures suivants la naissance (Kaper et al.,
2004). Toutefois, diverses infections et septicémies sont causées par certaines souches

pathogenes.

Les souches pathogenes sont différentes des souches non pathogénes par
I'acquisition de différents facteurs de virulence permettant une adaptation a une
nouvelle niche écologique ainsi que la possibilité de causer une infection. Les E. coli
pathogenes peuvent étre divisées en deux groupes, les pathogénes intestinaux (INPEC)
causant des infections intestinales et les pathogenes extra-intestinaux (EXPEC) pouvant
infecter plusieurs organes. La taille du génome des souches pathogénes est plus
grande, notamment a cause de la présence des génes de virulence (Welch et al.,
2002). Par exemple, la souche d’E. coli pathogéne urinaire (UPEC — Urinary tract
pathogenic E. coli) CFT073 a un génome de 5.2 Mpb, comparé a 4.6 Mpb pour E. coli
K-12 non pathogéne, ou 74% du génome est identique, ce qui revient a 3189 génes ou
ORF sur 4288 (Blattner et al., 1997; Welch et al., 2002). Une différence du génome
existe aussi entre des souches appartenant au méme groupe, tel que les souches
UPEC CFTO073 et 536 (Marrs et al., 2005).




1.1 Lacollection ECOR

La collection ECOR, pour « Escherichia coli reference collection », est un modéle
phylogénétique dont le but est de relier des souches d’E. coli commensales et

pathogenes a un ancétre commun (Ochman et Selander, 1984). Ochman et Selander,

en 1984, prirent des prélevements a partir de féces d’humains et d’animaux sains ou
affectés d’une infection urinaire, et provenant de différentes régions géographiques, afin

d’obtenir une représentation de la diversité d’E. coli suite a des analyses génétiques et

phénotypiques (Ochman et Selander, 1984). Une analyse enzymatique des genes
meétaboliques conservés par la méthode « multilocus enzyme electrophoresis » (MLEE),
utilisant 38 enzymes, regroupe les 72 souches observées en cing groupes, soit A, B1,
B2, D et E, ou les groupes A et B1 sont les plus proches phylogénétiguement (Ochman

et Selander, 1984). La majorité des souches commensales humaines sont classées

dans le groupe A, tandis que les souches provenant de mammiferes non-primates sont

classées dans le groupe B1 (Duriez et al., 2001). Les souches pathogénes se

retrouvent surtout dans les groupes B2 et D, ou les souches EXPEC composent la

majorité du groupe B2 (Johnson et Russo, 2002; Russo et al., 2002). Etant donné que

les groupes B2 et D contiennent des souches pathogénes, ces groupes contiennent

donc les souches avec les plus gros génomes (Johnson et Russo, 2002; Russo et al.,

2002). Le groupe E contient les souches qui restent a étre catégorisées.

1.2 Laclassification sérologique

La classification sérologique, établie par Kauffmann en 1947, est basée sur les
antigenes O, H et/ou K se retrouvant a la surface bactérienne (Mobley et al., 2009).

L’antigéne O, pour « Ohne Hauch », correspond a la chaine latérale O composant les
lipopolysaccharides (LPS), I'antigéne H, pour «Hauch » correspond a une protéine du
flagelle, et I'antigéne K, pour « Kapsel », correspond au polysaccharide de la capsule
bactérienne (Mobley et al., 2009; Poolman et Wacker, 2015). Jusqu’a maintenant, plus

de 180 antigenes O, 56 antigénes H et 80 antigénes K ont été identifiés (Mobley et al.,
2009; Poolman et Wacker, 2015).




Le LPS contient trois parties, soit le lipide A permettant 'ancrage a la membrane
externe, un noyau d’oligosaccharide phosphorylé non répétitif, et la chaine latérale O
constituant I'antigene O, un polymeére de glycanes composant la région variable du
LPS, ou la variabilité est fonction de la composition du sucre, des liaisons entre les
sucres, et la présence de substitutions par des résidus non glucidiques (Whitfield et
Roberts, 1999; Mobley et al., 2009). Un test d’agglutination effectué en incubant des

bactéries avec un antisérum de lapin préalablement immunisé avec des antigénes O
connus permet de distinguer les différents sérogroupes. Le test d’agglutination possede
plusieurs inconvénients, tels que des réactions croisées entre les antigenes O d’E. coli
et ceux des genres Shigella, Salmonella, et Klebsiella, une nécessitée de beaucoup
d’antisérum avec la découverte croissante des antigénes O, et finalement des faux
négatifs causés par la présence d’'une capsule capable d’empécher la reconnaissance
de I'antigéne O (Nataro et Kaper, 1998; Whitfield et Roberts, 1999). Les souches

formant des colonies lisses sur géloses expriment I'antigéne O, tandis que celles ayant

une morphologie coloniale rugueuse n’expriment pas I'antigéne O et ne peuvent étre

sérotypées pour cet antigene (Poolman et Wacker, 2015).

L’antigéne H correspond a la flagelline, composante de la flagelle, structure

responsable de la motilité bactérienne (Schoenhals et Whitfield, 1993). Les trois

éléments d’un flagelle sont le corps basal servant d’ancrer le flagelle a la bactérie, le
crochet permettant le transfert du mouvement et le filament flagellaire composés de

polymeres de flagelline (Schoenhals et Whitfield, 1993). Un test d’agglutination avec un

antisérum, similaire a celui pour I'antigéne O, est utilisé pour des fins de classification,
et rencontre un probléme commun, soit les réactions croisées entre les antigenes H
d’E. coli (Schoenhals et Whitfield, 1993).

L’antigéne K est un polysaccharide acide composant la capsule bactérienne, qui
elle est absente de plusieurs souches puisqu’elle n'est pas une composante vitale
(Whitfield, 2009). Les souches possédant une capsule sont organisées en quatre

groupes selon l'organisation génétique et la régulation des génes codant la capsule
(Whitfield, 2009).




Il existe aussi I'antigéne F des fimbriaes responsables de I'adhérence des

bactéries aux cellules cibles (Thanassi et al., 2007). Un seul fimbria correspond a

plusieurs groupes sérologiques, tel le cas avec les fimbriae P dont plus de 12 groupes
sérologiques furent établis, et l'inclusion de ce quatrieme antigéne permettrait une
différenciation accrue entre les sérogroupes déterminés par les antigenes O et H
(Thanassi et al., 2007).

1.3 Classification par pathotypes

La classification par pathotypes est basée sur le tropisme cellulaire, I'héte infecté
ainsi que le mode d’infection et se divise en deux familles, les souches causant des
infections intestinales, les INPEC, et les souches causant des infections extra-
intestinales, les EXPEC (Kaper et al., 2004). Puisque cette classification est fondée sur

le type de pathologies, les souches non pathogenes sont exclues de cette classification
(Kaper et al., 2004).

1.3.1 LesInPEC

Les souches de cette famille sont toutes responsables de diarrhées, mais elles
différent par leurs mécanismes de colonisation, les facteurs de virulence employés et
les symptdmes qui peuvent étre caractéristiques d’'un groupe. Ce sont ces différences

qui permettent de diviser cette famille. La figure 1 résume ces différences.

Les souches d’E. coli entéropathogenes (EPEC) causent une diarrhée aqueuse
persistante, d’'une durée d’aussi longue que 120 jours, affectant notamment les jeunes
enfants, et parfois les adultes, dans les pays développés suite a une contamination oro-
fécale (Nataro et Kaper, 1998; Farthing, 2004). Ces souches sont aussi présentes dans

les pays en voie de développement, ou les infections peuvent étre mortelles (Nataro et

Kaper, 1998; Farthing, 2004). Des lésions attachantes effacantes (A/E) permettant aux

bactéries de lier intimement les cellules épithéliales intestinales, réassembler le
cytosquelette et détruire les microvillosités tout en formant des structures en piédestal

sont un trait qui distingue les EPEC des souches commensales et de la plupart des



souches pathogenes (Nataro et Kaper, 1998; Farthing, 2004). Le locus d’effacement

des entérocytes (LEE-locus of enterocyte effacement) code pour les protéines

nécessaires a la médiation des Iésions A/E (Kaper et al., 2004).

Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont responsables de diarrhées
hémorragiques aqueuses (dysenteries) et du syndrome hémolytique urémique (SHU)

qui se développe chez certains patients (Karmali et al., 1983; Nataro et Kaper, 1998).

Le réservoir naturel des EHEC est le tube digestif des bovins, d’ou I'association des
EHEC avec la viande mal cuite, en particulier le bceuf haché, donnant ainsi I'appellation

« la maladie du hamburger » (Karmali et al., 1983; Nataro et Kaper, 1998). Les facteurs

de virulence des EHEC sont le LEE, aussi retrouvé chez les EPEC, et la toxine Shiga,

responsable des hémorragies accompagnant la diarrhée et du SHU (Karmali et al.,

1983; Nataro et Kaper, 1998). Les EHEC sont un sous-groupe des E. coli Shiga

toxigénique (STEC) qui eux produisent des toxines Shiga, mais n’encodent pas le LEE
(Kaper et al., 2004).

Les E. coli entérotoxigéniques (ETEC) sont principalement présentes dans les
pays en voie de développement et sont responsables de la diarrhée du voyageur suite
a une contamination oro-fécale qui ménera a une diarrhée agueuse en seulement 14 a

50 heures post-contamination (Nataro et Kaper, 1998; Taxt et al., 2010). Suite a la

colonisation du petit intestin, il y a production d’une entérotoxine thermolabile (LT) et
d’'une entérotoxine thermostable (ST), deux facteurs de virulence responsables des
diarrhées (Kaper et al., 2004).

Les E. coli entéroaggrégatives (EAEC) infectent particulierement les enfants, et
ce dans les pays développés et en voie de développement, chez qui elles aménent des
diarrhées persistantes aqueuses (Hicks et al., 1996). La production de cytotoxines et

d’entérotoxines autres que LT et ST des ETEC causent une augmentation de la
sécrétion de mucus. Ceci permet la formation de biofilms, aspect les différenciant des
EPEC, qui eux forment des microcolonies a la surface des cellules cibles (Kaper et al.,
2004).

Les souches entéroinvasives (EIEC) provoquent généralement des diarrhées

agueuses et mucoides, et parfois des dysenteries semblables a celles produites par les
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ETEC, et les membres de ce groupe sont capables d’envahir leurs cellules cibles

(Kaper et al., 2004). Les EIEC sont présents majoritairement dans les pays en voie de

développement ou la transmission se fait par la consommation de nourriture ou eau

contaminée (Kaper et al., 2004). L’infection par les EIEC se fait en trois étapes.

Premierement, il y a une invasion des cellules épithéliales de I'héte suivit par la division
intracellulaire des bactéries, et finalement propagation aux cellules adjacentes par le
biais du réarrangement du réseau d’actines des cellules épithéliales (Kaper et al.,
2004).

Les E. coli a adhérence diffuse (DAEC) infectent habituellement les enfants
moins de cing ans et elles sont responsables d’'une diarrhée aqueuse avec absence de

sang et de leucocytes (Kaper et al., 2004). La production d’effecteurs cytopathogénes

fimbriaires déclenche le développement d’excroissance des microvillosités permettant
'adhérence diffuse aux cellules cibles et ainsi les différenciant des EPEC, le groupe

dans lequel elles étaient auparavant classées (Kaper et al., 2004).

Les E. coli adhérentes invasives (AIEC) envahissent et se répliquent dans les
cellules des plaques de Peyer composant le tissu lymphoide intestinal via la production
de LPS et de fimbriae de type 1 par un mécanisme identique aux EIEC (Darfeuille-
Michaud, 2002; Simpson et al., 2006; Strober, 2011). Les AIEC peuvent survivre dans

les macrophages sans induire I'apoptose, la nécrose ou un changement, et en

permettant aux macrophages de rester actifs, ce qui est un trait propre aux AIEC
(Darfeuille-Michaud, 2002; Simpson et al., 2006; Strober, 2011). Les AIEC sont
associées avec la maladie de Crohn et avec les diarrhées canines (Darfeuille-Michaud,
2002; Simpson et al., 2006; Strober, 2011).

Une épidémie d’E. coli associée a des germes contaminés en Allemagne était
causée par une souche du sérogroupe 0104 :H4, un hybride entre EHEC et EAEC
puisque la bactérie est responsable de dysenteries et du SHU tout en démontrant une
liaison en agrégats aux cellules de I'h6te. Ceci démontre la plasticité du génome d’E.
coli et la possibilité d’émergence de nouveaux pathotypes, comme dans ce cas-ci, ou le
transfert horizontal génétique, en particulier les génes codant des facteurs de virulence,

en est la cause (Frank et al., 2011:; Scheutz et al., 2011).
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Figure 1 : Schéma pathogénique des Escherichia coli de la famille des INPEC (Kaper et al., 2004)

Ce schéma démontre les diverses interactions qui ont lieu entre les pathotypes de la famille
INPEC et leurs cellules cibles. a) Les EPEC forment des microcolonies permettant leur adhésion
aux cellules, détruisent les microvillosités caractéristiques des liaisons attachantes/effacantes et
forment un piédestal par le réarrangement du cytosquelette. Il y a : 1. Adhésion initiale, 2.
Translocation de protéines par le systéme de sécrétion de type 3, 3. Formation du piédestal. b)
Les EHEC produisent une toxine Shiga en plus de la destruction des microvillosités pour les
liaisons attachantes/effagantes dans le colon et la formation d’un piédestal. c) Les ETEC
produisent une entérotoxine thermolabile (LT) et une entérotoxine thermostable (LS)
responsables de diarrhées. d) Les EAEC produisent des entérotoxines et des cytotoxines tout en
formant un biofilm a la surface. e) Les EIEC lysent la vacuole qui permet I’envahissement des
cellules de I’hote pour ensuite se multiplier et envahir les cellules adjacentes. f) Les DAEC
induisent le développement d’une excroissance les entourant. (Kaper et al., 2004)

1.3.2 Les EXPEC

Les pathogénes extra-intestinaux, contrairement aux pathogenes intestinaux,

font partie de la microflore intestinale humaine sans causer de maladie, mais lorsqu’ils
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se retrouvent dans un autre environnement, le développement d’une infection pouvant

avoir une morbidité et une mortalité élevées peut avoir lieu (Russo et Johnson, 2000;

Russo et Johnson, 2003; Alteri et Mobley, 2012). Le génome des EXPEC code pour des

facteurs de virulence permettant de les différencier des E. coli exclusivement

commensales et des INPEC (Russo et Johnson, 2000; Russo et Johnson, 2003; Alteri

et Mobley, 2012). L’émergence globale d’E. coli multirésistant de séquence type (ST)

025b :ST131 représente un défi majeur contre la prévention et la gestion des infections
causeées par E. coli et il n’existe aucun vaccin prophylactique contre les EXPEC

(Poolman et Wacker, 2015). Aux Etats-Unis, le nombre de cas d’ExPEC ayant un

spectre étendu de résistance aux B-lactames a augmenté de 300%, menant a un échec
du traitement, une augmentation du taux d’hospitalisation, de la morbidité et mortalite,

ainsi que des colts associés au systeme de santé (Poolman et Wacker, 2015).

1.3.2.1 Les NMEC

Les EXPEC et les streptocoques du groupe B sont les principaux agents causant
des méningites néonatales (Poolman et Wacker, 2015). Le taux de mortalité des

infections a E. coli causant la méningite néonatale (NMEC) peut atteindre 40% et les
nouveau-nés survivants sont, dans la moitié des cas, atteints de séquelles
neurologiques tels que des convulsions, paralysies et des hydrocéphalies (Unhanand et
al., 1993; Sik Kim, 2006). Les NMEC proviennent de la flore commensale ou de

I'environnement et elles colonisent le tractus intestinal du nouveau-né avant d’atteindre

le systéme circulatoire sanguin par une translocation a travers la paroi (Glode et al.

1977; Sussman, 1997; Bonacorsi et Bingen, 2005). L’atteinte du systéme nerveux

central (SNC) requiert le passage de la barriere hématoencéphalique (BHE), ce que les
bactéries accomplissent via une translocation dans une vacuole fermée qui ne cause
pas de perturbation du BHE et dans laquelle il n’y a pas de réplication cellulaire (Xie et

al., 2004). Des fimbriae et des facteurs afimbriaires médient 'adhérence aux cellules du

BHE, induisant la production de pseudo-microvillosités facilitant la translocation (Xie et
al., 2004). Une capsule ainsi que des protéines de la membrane externe conferent une

résistance au sérum et permettent le transport dans la cellule cible (Kaper et al., 2004).




Dans un fort 80% des cas, c’est le sérogroupe K1 qui est associé aux méningites

néonatales combiné avec quelques sérogroupes O (Xie et al., 2004; May et al., 2005).

1.3.2.2 Les APEC

Les E. coli pathogénes aviaires (APEC) sont responsables d’'une mortalité allant
jusqu’a 20% chez les poulets infectés et diminuent leurs croissances, réduisant la

valeur sur le marché et augmentant le taux de refus aux abattoirs (La Ragione et

Woodward, 2002). Les souches APEC font partie de la flore intestinale de la volaille,

mais lorsque ces animaux respirent des particules fécales contaminées par les APEC,
ils développent des infections tels que les péritonites, les omphalites, le syndrome de la

téte enflée, la cellulite, 'aérosacculite et la septicémie (La Ragione et Woodward,

2002). Le risque d’infections et/ou I'accentuation de la maladie augmentent avec les
stress environnementaux auxquels les animaux sont exposés ainsi qu’une infection

déja en place par Mycoplasma galliseptium ou par une infection virale (La Ragione et

Woodward, 2002). Les facteurs de virulence utilisés par les APEC sont les fimbriae,

nécessaires aux premiéres étapes de l'infection, les sidérophores et les toxines (La

Ragione et Woodward, 2002). Les sérogroupes isolés le plus souvent sont O1, O2 et

O78 et ce dernier est aussi présent fréquemment chez les ETEC affectant les humains
et les O78 des APEC et ETEC sont rapprochés phylogénétiquement, mais different
dans leur arsenal de facteurs de virulence (La Ragione et Woodward, 2002). Les

animaux seraient potentiellement un réservoir des souches ETEC infectant les
humains, sans mentionner I'existence d’un risque de zoonose des souches APEC, mais
aussi des souches porcines (PPEC) qui finiront par causer des infections du systeme
respiratoire ou des infections du tractus urinaire (Chanteloup et al., 2011). Les souches

APEC sont responsables d’'importantes pertes économiques dans l'industrie alimentaire
(Dho-Moulin et Fairbrother, 1999; Ghunaim et al., 2014).

1.3.2.3 Les UPEC

Les infections du tractus urinaires (ITU) peuvent étre le résultat d’une infection
par Klebsiella spp., Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis et Pseudomonas
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aeruginosa (Russo et Johnson, 2003). Les E. coli uropathogenes (UPEC) causent pres

de 80% des infections du tractus urinaire (Russo et Johnson, 2003). Les souches

UPEC sont membres de la flore intestinale colonisant le colon sans générer de maladie
(Russo et Johnson, 2003). Une différence anatomique rend les femmes plus

susceptibles aux ITU, et 40% des femmes contracteront une ITU, contrairement a 12%

des hommes (Russo et Johnson, 2003). De plus, jusqu’a 30% des femmes subiront des

infections urinaires récurrentes (Marrs et al., 2005). Une distance plus petite entre

I'anus et la région périuréthrale et une précolonisation du vagin par les UPEC le
transformant en réservoir potentiel rend les femmes plus susceptibles aux ITU, sans
mentionner un uretre plus grand chez 'homme, ce qui augmente la distance pour
atteindre la vessie et augmente les chances d’éliminer les bactéries lors de 'urination

(Xie et al., 2006). L’'emploi de la contraception, telle que le condom, le diaphragme et

les spermicides, les antibiotiques et les activités sexuelles augmentent les risques de

contraction d’une ITU (Xie et al., 2006). Jusqu’a six mois suivant la premiére ITU, une

femme a trois fois plus de risque de contracter une deuxieme ITU comparé a une
femme n’ayant jamais eu une infection urinaire, car la souche peut toujours rester

présente dans la flore intestinale ou vaginale (Xie et al., 2006). Le taux de récurrence

varie selon I'age de la personne, I'activité sexuelle et I'utilisation de la contraception

(Ikaheimo et al., 1996). Il existe plusieurs facteurs responsables d’'une prédisposition a

une ITU. Les hormones ont un rdle, car I'cestrogéene diminue le pH vaginal ce qui offre

une meilleure protection contre une infection (Foxman, 2002). Les femmes fécondes et

les femmes dans leur cycle menstruel sont moins susceptibles aux ITU puisque la

concentration d’cestrogéne est plus élevée (Foxman, 2002). Les femmes prépuberes et

ménopausées sont donc plus a risque puisque la concentration d’cestrogéne produite
est plus faible, au point ou des crémes d’estrogéne sont utilisées chez les femmes
menopausées pour réduire le risque d’'une ITU, surtout lorsque celles-ci subissent des

infections récurrentes (Hooton et al., 1996; Foxman, 2002). Il a été démontré qu’en

présence d’estrogéne, I'adhérence bactérienne aux cellules épithéliales est réduite

(Hooton et al., 1996). La présence d’un corps étranger tel un cathéter, une anomalie du

tractus urinaire ou défaillance des reins augmente les risques d’acquérir une ITU

(Hooton et al., 1996; Foxman, 2002). Les infections du tractus urinaire associées a un
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cathéter sont le deuxiéme type d’infection nosocomiale la plus fréquente aux Etats-Unis

(Sievert et al., 2013). Les personnes souffrant de diabete ou ayant un systeme

immunitaire affaiblie sont aussi plus a risque (Foxman, 2002).

1.4 Les infections aviaires

Les souches APEC causent plusieurs maladies, notamment la colibacillose
aviaire, 'aérosacculite, les infections de la membrane vitelline, les infections de
I'oviducte, la cellulite aviaire et le syndrome de la téte enflée. Ces différentes maladies

seront discutées brievement.

1.4.1 La colibacillose aviaire

La colibacillose aviaire, aussi appelée une colisepticémie, affecte les poulets, les
dindes et les canards ageés entre quatre et douze semaines et elle est caractérisée par
une péricardite, une périhépatite, une aérosacculite, une synovite, une péritonite, une

conjonctivite et une entérite (La Ragione et Woodward, 2002). La détection de |ésions

macroscopique associée avec une aérosacculite, une péricardite ou une périhépatite ne
signifie par une infection par E. coli, puisque d’autres microorganismes peuvent aussi

étre responsables de ces symptémes (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Une

aérosacculite peut aussi étre causée par Mycoplasma et Chlamydia, une péricardite
peut étre due a une infection par Chlamydia, tandis que Pasteurella et Salmonella sont

aussi responsables de périhépatite (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

1.4.2 L’aérosacculite

L’aérosacculite, parfois appelée la maladie du sac aérien, est une infection du
tractus respiratoire des poulets de quatre a neuf semaines causée par les APEC, qui a
généralement lieu suite a une infection du tractus respiratoire par Mycoplasma
gallisepticum, le virus de la maladie de Newcastle (NDV) ou le virus de la bronchite

infectieuse (IBV) (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Cette maladie a un taux de

mortalité de 20% et cause une perte d’appétit résultant en une diminution du poids de la
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volaille (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). De plus, il y a possibilité d’une septicémie si

I'infection n’est pas traitée (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). L’infection est causée par

'inhalation de particules d’aires contaminées par les souches APEC présentes dans les
excréments des animaux, et provient généralement d’'un manque d’hygiéne du lieu
d’élevage (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

1.4.3 Les infections de la membrane vitelline

L’infection de la membrane vitelline est causée par une contamination fécale de

la surface de I'ceuf (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Cette infection est plus virulente

et mortelle en fin de période d’incubation et cause souvent la mort prématurée de
'embryon ou du poussin jusqu’a trois semaines suivant I'éclosion de I'ceuf (Dho-Moulin
et Fairbrother, 1999).

1.4.4 L’infection de I'oviducte

Une infection du sac aérien d’'une poule pondeuse peut entrainer une infection
de l'oviducte, menant a une salpingite et la perte de la capacité de ponte d’ceuf ou a
une infection de la cavité péritonéale causant une péritonite et la mort de la poule (Dho-

Moulin et Fairbrother, 1999). Les bactéries peuvent aussi se déplacer vers I'ceuf en

formation ou elles causeront des dommages a la membrane vitelline (La Ragione et
Woodward, 2002).

1.4.5 La cellulite aviaire

La cellulite aviaire, ou dermatite nécrotique, ne cause généralement pas de
mortalité, mais causent des pertes économiques dues au rejet des carcasses et au

déclassement de la qualité de la viande (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Cette

maladie cause des Iésions épidermiques dans I'abdomen inférieur et aux cuisses,

occasionnant des plaques fibreuses sous-cutanées (Gyles, 1994; Dho-Moulin et

Fairbrother, 1999). Le sérogroupe O78 :K80 est le plus fréequemment isolé lors d’'une

cellulite aviaire, mais les sérogroupes O1 et O2 sont parfois retrouvés (Gyles, 1994).
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1.4.6 Le syndrome de la téte enflée

Le syndrome de la téte enflée se manifeste souvent suite a une infection par le
virus rhinotrachéite du dindon ou encore par une infection par le virus de la maladie de

Newcastle ou le virus de la bronchite infectieuse (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Les

symptomes sont la cellulite et de 'cedéme de la peau facial et des tissus périorbitaires

(Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Tout comme pour la cellulite aviaire, le syndrome de

la téte enflée n’est pas mortel, mais cause un rejet des carcasses, ce qui impacte

négativement 'économie (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

1.5 Les infections urinaires

Il existe trois types d’'ITU, soit les bactériuries asymptomatiques (BAS), les ITU

symptomatiques sans complications et les ITU symptomatiques avec complications.

1.5.1 Les bactériuries asymptomatiques

Les bactériuries asymptomatiques impliqguent une concentration bactérienne
supérieure a 10° UFC/ml et sont présentent chez les femmes enceintes, les personnes
ageées, les personnes diabétiques et les personnes nécessitant un cathéter urinaire

(Raz, 2003; Colgan et al., 2006). Les bactéries isolées de ces cas présentent une plus

faible expression de fimbriae, mais avec une hausse de la croissance (Roos et al.

2006a). Le génome de ces souches est plus petit que celui des APEC et UPEC isolées
de ITU symptomatiques, et les genes de virulence sont affectés par des délétions, des

réarrangements génomiques et par des mutations ponctuelles (Zdziarski et al., 2008).

Des mutations ponctuelles ont eu lieu dans le gene papG codant une adhésine du
fimbria P ainsi que dans le géne focD du fimbriae F1C, tandis qu’une délétion affectant
'opéron fim, et la modification de régulateurs globaux comme RfaH peut aussi affecter

I'expression des facteurs de virulence (Roos et al., 2006b; Zdziarski et al., 2008). Les

souches causant les BAS semblent avoir évolué a partir de souches pathogénes vers

des souches commensales, qui pourraient avoir résulté d’'une pression de sélection par
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le systéme immunitaire qui aura éliminé des souches plus virulentes (Roos et al.,
2006a; Zdziarski et al., 2008).

1.5.2 Les ITU symptomatiques avec complications et sans complications

Les ITU symptomatiques avec complications sont caractérisées par des
dysfonctionnements physiologiques comme le diabete ou une malformation du tractus

urinaire (Ronald, 2003). L’ITU symptomatique sans complications est une infection

ascendante en cing étapes majeures, représentées dans la figure 2. Premierement, il y
a contamination de I'air périurétrale par une souche UPEC de la flore intestinale ou
vaginale et migration le long de l'urétre jusqu’a la vessie, ou les bactéries s’attacheront

a l'urothélium par le biais des fimbriae de type 1 (Mulvey et al., 1998; Kaper et al., 2004;

Lane et al., 2007). Cette liaison peut induire I'exfoliation et 'apoptose des cellules

épithéliales qui réagissent pour se défendre (Mulvey et al., 1998; Kaper et al., 2004;

Lane et al., 2007). La deuxiéme étape est la multiplication et I'envahissement de la

vessie au point de provoquer une cystite, caractérisée par l'inflammation de I'organe, la
présence de bactéries dans I'urine, la difficulté de produire une miction et la présence

de sang, dans certains cas (Mulvey et al., 1998; Lane et al., 2007). Troisiemement, les

bactéries se déplacent, via les flagelles, vers les reins et, quatriemement, il y a
colonisation des reins ou la fixation aux cellules rénales est médiée par les fimbriae P

(Lane et al., 2007). Une pyélonéphrite se développe avec une fievre, des vomissements

et douleurs aux flancs (Lane et al., 2007). Cinquiéemement, si I'infection n’est pas

traitée, il y aura endommagement aux reins et passage des bactéries a la circulation

sanguine, résultant en une septicémie (Kaper et al., 2004; Lane et al., 2007). Certaines

souches UPEC sont des pathogénes intracellulaires opportunistes, ou ces bactéries
vont former des inclusions appelées communautés bactériennes intracellulaires (CBI)

suite a I'invasion des cellules de la vessie (Dhakal et al., 2008). Les fimbriae de type 1

causent le réarrangement du cytosquelette de la cellule de la vessie pour créer une
vacuole servant de réservoir dormant de bactéries pathogenes ou la bactérie est
protégée du systéme immunitaire et des antibiotiques. Les CBI expliqueraient les

infections récurrentes par les mémes souches (Dhakal et al., 2008). Finalement, des
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ITU descendantes, ou la bactérie pathogéne passe du systéme sanguin aux reins avant
de descendre les ureteres vers la vessie, sont trés rares et sont souvent causées par

Staphylococcus spp, Salmonella spp. et Candida spp. (Ronald, 2002).

Circulation Sanguine

1. Les UPEC ayant colonisés l'intestin
contaminent I'air périuréthrale et migrent
vers la vessie.

2. Iy aadhérence aux cellules urothéliales
grace aux fimbriae de type 1 et P, suivit
de la colonisation, invasion et
multiplication intracellulaire, résultant en
une cystite.

3. Les bactéries empruntent les uretéres
pour se diriger vers les reins.

4. L'adhérence aux cellules rénales a lieu
grace aux fimbriae P.1l y a colonisation et

\ invasion des reins, résultant en une

{ q pyélonéphrite.

o] 5. Les bactéries arrivent a passer la barriére
B Vesdls o" ﬁ Cystite des cellules épithéliales tubulaires, se

=% retrouvent dans la circulation sanguine et
Uretre 11 cause une bactériémie.

Air périuréthrale t E]

Eatrée bactéricane

Figure 2 : Les différentes étapes d’une infection du tractus urinaire.
Modifié de (Kaper et al., 2004)
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2 Les facteurs de virulence

Les facteurs de virulence donnent aux bactéries la capacité de mieux coloniser
et d’envahir des organes dans lesquelles leurs croissances ne sont pas favorables, et
ces génes peuvent étre acquis via des plasmides, des bactériophages et des éléments

mobiles (Waters et Crosa, 1991). Un gene de virulence doit répondre au postulat

moléculaire de Koch, c’est-a-dire que le géne doit étre associé a un trait de virulence,
I'absence du géne doit réduire la virulence, et, finalement, la réintroduction du géne doit

restaurer la virulence perdue (Waters et Crosa, 1991).

2.1 Acquisition des facteurs de virulence

2.1.1 Les transferts horizontaux

Le transfert horizontal de genes a lieu lorsque du matériel génétique est
transféré d’un organisme a un autre par une méthode autre que la reproduction

(Heinemann et Bungard, 2006).

Le séquencage de la souche E. coli K-12 MG1655 a démontré la présence de
génes de ménages qui sont conserves parmi les genres et les especes bactériennes,
des séquences d’insertions, des duplications de génes, des éléments transposables et

des génes de bactériophages (Blattner et al., 1997; Lawrence et Ochman, 1998). Le

pourcentage de GC est spécifique pour chaque espece, et ceci peut étre différent pour
les génes acquis d’autres espéces puisque les génes regus auront le pourcentage de

GC de la souche donneuse (Bergthorsson et Ochman, 1998).

Les bactériophages tempérés, des virus spécifiques aux bactéries, integrent leur
génome dans le chromosome bactérien pour le répliquer, donnant I'opportunité aux
phages de retirer quelques genes bactériens et de les transférer a une autre bactérie
lors de son infection, qui elle peut incorporer ces génes de fagon permanente

(Lawrence et Ochman, 1998). Le transfert de génes de virulence peut transformer une

souche commensale en une souche pathogene, mais peut aussi rendre une souche

déja pathogene encore plus virulente, tel le cas de la souche 0157 :H7, ou I'acquisition
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des génes de la toxine Shiga lors d’une infection par un bactériophage a rendu la
souche EPEC O55 :H7 plus virulente (Lawrence et Ochman, 1998).

Le transfert de plasmides permet aussi I'acquisition de génes, comme le
plasmide ColV qui confere divers avantages a la souche receveuse, telles la production
de toxines, la résistance au sérum et une adhérence accrue aux cellules cibles (Waters
et Crosa, 1991).

Le transfert de génes n’est pas limité aux genes de virulence, car des génes de
métabolisme, tel 'opéron lac nécessaire pour la métabolisation du lactose ou le gene
argF nécessaire a la synthése de l'arginine, proviennent de transfert horizontal
(Bergthorsson et Ochman, 1998).

Le transfert de génes donne un avantage aux souches receveuses qui pourront
maintenant mieux utiliser les ressources environnementales et méne a la colonisation

de nouvelles niches (Bergthorsson et Ochman, 1998).

2.1.2 Lesilots de pathogénicité

Un Tlot de pathogénicité (IPA) est un regroupement de genes de virulence qui a
été acquis par un transfert horizontal, souvent par I'intégration d’ADN provenant de

bactériophages, de plasmides et/ou d’éléments mobiles (Hacker et Kaper, 2000). Des

séquences répétées au niveau des genes codant des ARN de transfert (ARNt) sont

souvent ciblées par les bactériophages pour I'insertion des IPA (Hacker et Kaper,

2000). Le LEE des EHEC et EPEC se retrouvent au méme endroit du chromosome

gu’un ilot de pathogénicité retrouvé chez les UPEC (Hacker et Kaper, 2000). Il est

intéressant a noter que certains génes des IPA modifient 'antigéne O ou K de la
souche, ce qui crée une association entre le sérogroupe et la virulence, méme si le

sérogroupe n’attribue pas la virulence d’une souche (Hacker et Kaper, 2000).

La perte d’'une partie du génome, tout comme I'acquisition de génes, peut étre
bénéfique a la souche, comme la perte de certains genes métaboliques chez les EIEC
et Shigella flexneri dont les produits métaboliques réduisaient la virulence de ces

pathotypes (Maurelli et al., 1998). Environ 90% des souches d’E. coli possedent la
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lysine décarboxylase (LDC) codée par le géne cadA, et celle-ci est absente chez
presque toutes les souches de Shigella. L’introduction du géne cadA chez S. flexneri a
cause l'inhibition de I'activité d’'une entérotoxine résultant en I'atténuation de la virulence
de la souche, et ceci était due par la présence de cadavérine, produit de la réaction

catalysée par la LDC capable d’inhiber 'activité de I'entérotoxine (Maurelli et al., 1998).

La perte du géne cadA détectée chez les EIEC et Shigella, qui a évolué a partir ’E. coli
pour devenir pathogéene, est un exemple ou la perte de génes peut permettre une
augmentation de la virulence (Maurelli et al., 1998).

2.1.3 Les séquences d’insertions

Les séquences d’insertions (IS) sont des éléments mobiles de 'ADN composées

d’'un géne codant une transposase entouré par des séquences répétées terminales

reconnues par la transposase (Siguier et al., 2006). Plus de 1500 IS existent
appartenant a une vingtaine de famille, classé selon le pourcentage d’identité de la
séquence du gene de la transposase, de la conservation du site catalytique et

I'organisation et la conservation des séquences répétées terminales (Siguier et al.,

2006). L’arrangement génomique, tel les délétions, insertions et fusions de réplicons
produit par les IS est responsable des mutants générés et s’effectue dans les régions
de 'ADN riche en A+T. D’habitude, seul le géne codant la transposase est transféré,
mais un segment d’ADN flanqué par deux IS peut aussi subir une translocation et ce

segment devient un transposon (Siguier et al., 2006). Les IS/transposons transposent

généralement des genes de métabolisme et des genes de résistance aux antibiotiques,
et rarement des Tlots de pathogénicité puisque ces fragments excédent 2.5 kb et leur
déplacement est plus difficile (Mahillon et al., 1999; Siquier et al., 2006). Les IS

contribuent a I'évolution des ilots de pathogénicité, car, dans certains cas, ils sont a la
base de la formation de I'lPA via d’insertions de plusieurs genes séparément, ou un
exemple serait les génes codant I'aérobactine retrouvé sur le plasmide ColV (Mabhillon

et al., 1999).
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2.2 Facteurs de virulence des UPEC

2.2.1 Les systémes d’acquisition de fer

Le fer, un élément essentiel pour la vie des organismes, se retrouve sous forme

d’hydroxyde insoluble dans I'environnement (Koster, 2001). Le degré de son

importance fait en sorte que I'hdte séquestre le fer et diminue la concentration entre
1018 et 10-%* M, concentration qui varie selon I'organe et le systéme biologique, et ceci
agit donc comme une barriere contre les infections, puisque des microorganismes tels

qu’Escherichia coli nécessite une concentration de fer d’au moins 106 M (Koster, 2001).

Afin de pouvoir contrecarrer la carence en fer chez I'héte, les bactéries synthétisent des
sidérophores, des petites molécules d’acquisition du fer, d’'une taille inférieure a 1000
Da, capables de compétitionner, grace a leur forte affinité pour le Fe3*, avec les
protéines de séquestration du fer produit par 'héte, tels que la transferrine et la
lactoferrine, et ainsi capter le fer pour I'utilisation de la bactérie (Andrews et al., 2003;
Wiles et al., 2008; Garenaux et al., 2011; Caza et al., 2015).

2.2.1.1 L’entérobactine

L’entérobactine, un sidérophore découvert en 1970 faisant partie de la famille
des catécholates, est produit par presque toutes les souches d’E. coli, mais aussi chez

Shigella, Klebsiella, Salmonella et d’autres entérobactéries (Wiles et al., 2008).

L’entérobactine est une molécule cyclique composée de trois unités 2,3-
dihydroxybenzoyl sérine (DHBS) liées par des liaisons ester, ou les groupes
catécholates lient I'ion de fer. L’entéobactine est synthétisée par les génes
entABCDEFS (Crosa et Walsh, 2002; Wiles et al., 2008). La synthése de

I'entérobactine, divisée en deux phases, commence avec I'isomérisation du chorismate,

un dérivé enzymatique de 'acide shikimique, par I'isochorismate synthase EntC

(Sakaitani et al., 1990). Une 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate synthase, codée par

entB, convertit le chorismate en 2,3-dihydro-2,3-dihydrobenzoate (2,3-diDHB) qui sera

oxydé par une 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate déshydrogénase, codée par entA, en

2,3-dihydroxybenzoate (2,3-DHB) (Sakaitani et al., 1990). En deuxieme lieu, EntE, une
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2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase, active 2,3-DHB par I'ajout d’'un groupe AMP pour
former 2,3-DHB-AMP (Roche et Walsh, 2003). EntD, une phosphopantetheinyl
transférase (Ppant), ajoute un groupement phosphopantetheinyl & EntB et EntF, pour

gue ces deux protéines prennent la forme holo au lieu de apo (Gehring et al., 1997;

Gehring et al., 1998). Le transfert d’'une chaine acyle par EntB et EntF constitue I'étape

finale de la formation de I'entérobactine (Gehring et al., 1997; Gehring et al., 1998).

Tandis que I'affinité des protéines de séquestration de fer a une Kd d’environ
1020 M, I'entérobactine a une Kd de 1052 M, la rendant beaucoup plus efficace pour

capter le fer que les protéines de I'héte (Johnson, 1991; Wiles et al., 2008). Toutefois,

I'héte peut contrer cette molécule en produisant la lipocaline-2, aussi connu comme
NGAL, dont I'activité bactériostatique consiste a lier I'entérobactine, diminuant ainsi

l'import de fer par la bactérie (Wiles et al., 2008). Cette petite molécule de 25 kDa est

produite par les précurseurs de neutrophiles matures, entreposée dans des granules
spécifiques et relachée lors de I'activation des neutrophiles durant la réponse

immunitaire innée (Valdebenito et al., 2007).

L’entérobactine est présente chez les souches pathogénes et non pathogénes
d’E. coli, et son réle dans la virulence n’est pas établi. Certaines études chez
Salmonella Typhimurium démontrent que I'entérobactine est importante pour la
virulence dans le modeéle murin, tandis que d’autres études indiquent que ce

sidérophore n’est pas important pour la virulence (Garenaux et al., 2011).

L’entérobactine joue un rdle négligeable dans la virulence, puisqu’une souche
productrice d’entérobactine, mais mutante pour la production d’aérobactine et

salmochéline, est atténuée dans le modéle d’infection systémique aviaire (Caza et al.

2011; Garenaux et al., 2011). L’entérobactine ne serait donc pas suffisante pour la

survie systémique d’une souche APEC (Caza et al., 2011). Ce faible réle dans la

virulence est attribué a la séquestration de I'entérobactine par les protéines du systeme

immunitaire de ’h6te, notamment le NGAL et 'albumine du sérum (Caza et al., 2008;

Garenaux et al., 2011).
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2.2.1.2 Les salmochélines

Les salmochélines sont des dérivés de I'entérobactine qui sont glycosylés par la
protéine IroB, une glycosyl-transférase, qui est capable de générer des entérobactines
monoglycosylées (MGE), des entérobactines diglycosylées (DGE) ou des
entérobactines triglycosylés (TGE) (Hantke et al., 2003; Wiles et al., 2008). Cette

glycosylation cause un encombrement stérique empéchant la reconnaissance par la
lipocaline-2 et semble étre une réponse évolutive face a la réponse de I'héte (Hantke et

al., 2003; Wiles et al., 2008). Les géenes iroN et iroBCDE forme un locus nécessaire

pour la synthese, le transport et la dégradation des salmochélines, et ce locus est
important pour la virulence de certains pathotypes, tels que les APEC et UPEC (Hantke
et al., 2003; Wiles et al., 2008).

Les salmochélines sont responsables de la virulence chez les EXPEC et les
genes nécessaires se retrouvent sur les plasmides de virulence ColV ou ColBM, mais
peuvent parfois se retrouver sur des flots de pathogénicité chromosomique. Le
récepteur de la salmochéline, IroN, est important pour la virulence des souches UPEC
CP9 et NMEC S88, et il est surexprimé dans les communautés bactériennes
intracellulaires lors d’'une infection du tractus urinaire par la souche UPEC UTI89, et ce,

dans le modéle UTI murin (Dozois et al., 2003; Garenaux et al., 2011).

2.2.1.3 L’aérobactine

L’aérobactine, un sidérophore de la famille des citrates hydroxamates, fut
découvert chez Aerobacter aerogenes, et son expression chez Escherichia coli dépend
de la présence du locus iuc, codant quatre genes de synthese, et du locus iut, codant

un gene de transport (Johnson, 1991). Les deux locus, chez les APEC, sont situés sur

le plasmide de virulence ColV, mais une copie presque identique se retrouve sur le
chromosome des NMEC, des UPEC et des E. coli entéroinvasives, démontrant ainsi le
potentiel de transposition des génes du plasmide au chromosome, notamment ceux

codant des facteurs de virulence (Johnson, 1991). L’aérobactine est composée de la

liaison d’'une molécule de citrate a deux molécules de lysines, et, dans le sérum ou a
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pH neutre, son affinité pour le fer est supérieure a I'entérobactine (Johnson, 1991).

L’aérobactine, contrairement aux sidérophores de type catécholate, ne subit pas de
dégradation pour relacher le fer capté, permettant ainsi un recyclage du sidérophore et

une économie d’énergie (Williams et Carbonetti, 1986). Un autre avantage de

I'aérobactine est que, malgré une constante d’affinité inférieure a I'entérobactine, soit de
1022 M, I'aérobactine est plus stable et plus soluble que I'entérobactine (Williams et

Carbonetti, 1986). L’aérobactine est un facteur de virulence important chez les EXPEC,

plus particulierement les APEC et UPEC, ou plus de 70% des souches APEC codent

pour I'aérobactine (Johnson, 1991; Waters et Crosa, 1991). La redondance des

systémes d’acquisition du fer chez les UPEC, notamment chez la souche CFT073,
diminue I'importance de I'aérobactine dans une infection puisque d’autres systémes
sont présents pour capter le fer en cas de dysfonctionnement de I'aérobactine

(Johnson, 1991; Waters et Crosa, 1991). La présence de plusieurs sidérophores chez

une souche permet une meilleure adaptation puisque chacun peut étre une meilleure

option en fonction de I'environnement (Garenaux et al., 2011). De plus, la présence de

plusieurs sidérophores permet a la bactérie d’utiliser différentes sources de fer, ou
I'entérobactine séquestre le fer extracellulaire et lié a la transferrine, tandis que
I'aérobactine séquestre le fer a partir de complexes de fer intracellulaire de I'héte

(Torres et al., 2001). L’aérobactine couplée au fer est reconnue par lutA, un

transporteur qui permettra I'internalistion de celle-ci (Braun, 2003).

Tout comme pour la salmochéline, les genes codants pour I'aérobactine se
retrouvent sur les plasmides de virulence ColV ou ColBM, mais aussi dans les ilots de

pathogénicité chromosomique (Johnson et al., 2006b; Garenaux et al., 2011). Ce

sidérophore est important tant pour la virulence des APEC que des UPEC et contribue

a I'absorption du fer in vivo lors d’une infection urinaire (Dozois et al., 2003; Garenaux

et al., 2011). Contrairement a I'entérobactine, de faibles concentrations d’aérobactine

sont suffisantes pour stimuler la croissance bactérienne et elle ne forme pas de liaison
avec I'albumine du sérum et permet donc a la bactérie de compétitionner les protéines

de I'héte pour I'acquisition du fer dans le sérum (Garenaux et al., 2011). La survie de la

souche APEC x7122, mutée pour la production d’entérobactine et de salmochéline,

n’est pas affectée dans le modéle d’infection aviaire et cause une infection systémique
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similaire a la souche sauvage (Caza et al., 2011). Toutefois, la souche x7122 mutée

pour la production d’aérobactine, mais capable de produire I'entérobactine et la

salmochéline, est aussi virulente que la souche sauvage (Caza et al., 2011).

2.2.1.4 La yersiniabactine

La yersiniabactine, isolée chez Yersinia enterocolitica, fait partie de la famille des
catéchols et les génes codant pour ce systéme se trouvent sur un flot de pathogénicité
(Heesemann et al., 1993). Une valeur Kd de 10-3¢ M lui donne une forte affinité pour le

fer et lui permet de compétitionner contre la transferrine et la lactoferrine de I'héte

(Miller et al., 2010). En plus de fournir du fer a la bactérie, la capture du fer de

I'environnement empéche la production de radicaux hydroxyles par les leucocytes,
augmentant la survie de la bactérie. Ce sidérophore posséde aussi un role dans la

formation de biofilm, important dans la colonisation du tractus urinaire par les UPEC

(Miller et al., 2010). La yersiniabactine joue un réle important dans la virulence des
UPEC ou elle permet I'absorption du fer in vivo par la bactérie et, en réduisant la
guantité de fer disponible dans le milieu extracellulaire, elle réduit la formation des
especes reactives d’oxygene par les leucocytes polymorphonucléaires, les monocytes

et les macrophages (Garenaux et al., 2011). Le récepteur FyuA est nécessaire pour

transporter la yersiniabactine suite a sa liaison avec le fer (Braun, 2003).

Ces quatre systémes d’acquisition du fer sont régulés par la protéine Fur,
dépendante de la concentration intracellulaire du fer, ou une concentration élevée
permet la répression de ces génes et une faible concentration permet la synthése de

ces genes (Johnson, 1991). De plus, la présence de plusieurs systémes ainsi que les

modifications des sidérophores est un bon exemple de I'équilibre évolutif existant entre
les bactéries et I'hGte, ou chacun essaie de contrer les mécanismes de 'autre et ainsi
avoir 'avantage lors d’'une infection. La figure 3 montre la structure des sidérophores

mentionnés.

23



Catecholates
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Figure 3 : Structure chimique des sidérophores synthétisés par certaines souches d’E. coli
pathogeénes, soit I’entérobactine, les trois formes des salmochélines (MGE, DGE et TGE),
I'aérobactine et la yersiniabactine. Les cercles identifient les sites de liaisons du fer (Garenaux et
al., 2011).

Le fer est un cofacteur essentiel pour plusieurs réactions cellulaires, mais il est
toxique en condition aérobie puisqu’il y aura génération de réactif d’oxygéne menant a
un stress oxydatif (Porcheron et al., 2014). Chez E. coli, I'acquisition et le stockage du

fer sont régulés par Fur (Ferric uptake regulator) et RyhB, un petit ARN non codant

responsable de la régulation de plusieurs génes en réponse a la disponibilité du fer

(Porcheron et al., 2014). En présence de fer, Fur forme un complexe avec Fe?* et agit
24




en tant que régulateur négatif du géne ryhB et des génes nécessaires a I'acquisition du
fer, tandis qu’en faible concentration de fer, Fur est inactif et RyhB et les protéines
nécessaires a I'acquisition du fer sont exprimés afin de rétablir 'lhoméostasie du fer

(Porcheron et al., 2014). Fur est aussi un régulateur pour les génes de voies

métaboliques, de tolérance a 'acide, de facteurs de virulence et de protection contre le
stress oxydatif, et ce, aussi chez Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae et

Salmonella enterica (Porcheron et al., 2014).

RyhB induit la répression des protéines non essentielles utilisant le fer,
permettant le bon fonctionnement des protéines essentielles utilisant le fer nécessaires
aux fonctions biologiques importantes telles que la respiration, le transport d’oxygéne et
la biosynthése de 'ADN (Masse et al., 2007; Porcheron et al., 2014). RyhB est aussi

important pour la synthése des sidérophores en condition faible en fer, tant pour les
souches d’E. coli K-12 non pathogénes que pour les souches pathogenes telles que la
souche UPEC CFT073 (Porcheron et al., 2014).

Chez E. coli, TonB est une protéine membranaire dont le role est de fournir
I'énergie aux récepteurs de la membrane externe nécessaire au transport de haute

affinité et I'utilisation de plusieurs nutriments, incluant la chélation du fer et la vitamine

Bi2 (Torres et al., 2001). La protéine TonB fait partie du systéme Ton, et agit en
synergie avec les protéines ExbB et ExbD, & un ratio molaire de 1 :7 :2, en réponse a la
force proton motrice (Braun et Braun, 2002; Braun, 2003). Lors d’une infection du

tractus urinaire par la souche CFT073, TonB est important pour I'acquisition du fer in
vivo lors de la colonisation et multiplication cellulaire, et un mutant tonB est atténué

dans le modéle UTI (Torres et al., 2001). In vivo, 'héme est la source de fer la plus

abondante et le systéme de transport de fer Chu, ou la protéine ChuA est le récepteur
reconnaissant ’'héme, est important dans la virulence des souches ExPEC et il est
aussi utilisé par les EHEC. L’expression du systéme de transport de 'héme augmente
lorsque la concentration de fer est faible (Clarke et al., 2001; Torres et al., 2001).

Hagan et Mobley ont identifié un autre récepteur de 'héme chez E. coli CFT073,
Hma (« heme acquisition protein »), dont I'affinité pour 'lhéme est trés élevée (Kd de 8

uM) et le fonctionnement est indépendant de ChuA (Hagan et Mobley, 2009). Hma est
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aussi présent chez la majorité des souches UPEC séquencées, ainsi que chez les

souches d’E. coli entérohémorragiques (Hagan et Mobley, 2009). L’acquisition de

I’'héme est importante lors d’une infection, et le double mutant hma/chuA est atténué
dans le modéle d’infection du tractus urinaire comparativement a la souche sauvage,
tandis que le simple mutant colonise a un niveau semblable a la souche sauvage

(Hagan et Mobley, 2009). Malgré le fait que ChuA semble contribuer plus a capter

’héme in vivo, notamment a cause de I'ampleur plus élevée de la régulation positive en
condition restreinte en fer, un mutant chuA exprimant Hma est capable de coloniser les

reins au méme niveau que la souche sauvage (Hagan et Mobley, 2009). Toutefois,

méme si les génes d’acquisition de 'héme sont exprimés dans la vessie, ils ne
semblent pas jouer un role dans la colonisation de celle-ci, car les sources de fer

majoritaires de la vessie ne proviennent pas de 'héme (Hagan et Mobley, 2009).

Trois autres molécules importantes dans I'acquisition du fer et dépendant de
TonB sont FhuA, qui transporte le ferrichrome, un sidérophore de type hydroxymate,
FepA qui transporte I'entérobactine et FecA qui transporte le citrate ferrique dinucléaire

(Braun et Braun, 2002; Braun, 2003). FhuA est aussi responsable du transport des

antibiotiques albomycine et rifamycine, de la colicine M et de la microcine J25, et sert

de récepteur aux phages T1, T5, phi80 et UC-1 (Braun, 2003). FepA sert aussi de

transporteur pour les colicines B et D (Braun, 2003). FecA est aussi une protéine de

signalisation responsable de l'initiation de la transcription des genes du transport du
citrate ferrique, fecABCDE, ou FecB est une protéine périplasmique, FecC et FecD sont
des protéines de transport de la membrane cytoplasmique et FecE est une ATPase

associée a la partie interne de la membrane cytoplasmique (Braun et Braun, 2002;

Braun, 2003). La protéine de transport de la membrane externe FecA est importante
lorsque la seule source de fer est le citrate ferrique et que celle-ci est présente en faible
concentration, mais lorsque la concentration du citrate ferrique est élevée, celui-ci peut

diffuser rapidement a travers les pores de la bactérie (Braun, 2003).
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2.2.2 Les flagelles

Les flagelles, codés par une quarantaine de genes, sont composeés de trois
parties, soit le corps basal, le crochet et le filament flagellaire constitué de flagelline et

composante de 'antigéne H (Macnab, 2003). Le filament externe du flagelle a une

longueur del0 a 15 pum et un diametre de 20 nm (Macnab, 1999; Chevance et Hughes,

2008). Les flagelles péritriches chez E. coli sont distribués partout sur la bactérie
(Chevance et Hughes, 2008).

Les flagelles permettent la mobilité bactérienne par chimiotactisme. Des
protéines membranaires sont responsables de la détection de stimuli, telles que la
disponibilité des nutriments ou la présence de composé dangereux, et transmettent un
signal aux flagelles, permettant ainsi aux bactéries de se déplacer vers une source de

nutriment ou loin d’'un environnement néfaste (Macnab, 2003). En absence de stimuli, la

bactérie se déplace en direction aléatoire (Macnab, 2003).

La mobilité permet aux bactéries de passer a travers le mucus, une barriére de

défense de I'héte (La Ragione et Woodward, 2002). Les flagelles sont importants dans

la phase d’infection tardive des UPEC, lorsque les bactéries se déplacent vers les reins,

mais ne sont pas importants pour la colonisation du tractus urinaire (Lane et al., 2007).

Les flagelles n’ont aucun réle dans la formation et propagation des IBC, mais donnent

un avantage pour la persistance sur une longue période (Wright et al., 2005). Chez les

NMEC, la liaison de la flagelline aux cellules de la barriere hématoencéphalique
déclenche le processus permettant aux bactéries de traverser cette barriere
(Parthasarathy et al., 2007).
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2.2.3 Les toxines

2.2.3.1 HIyA

L’hémolysine A d’E. coli, une toxine RTX codée par I'opéron hlyCABD, est
présente chez environ 50% des souches UPEC causant des infections du tractus
urinaire supérieur (pyélonéphrite), le tiers des UPEC causant des infections du tractus
urinaire inférieur (cystite) et chez 10% des isolats fécaux (Wiles et al., 2008; Gur et al.,
2013). La souche UPEC 536 possede deux copies de I'opéron hlyCABD (Wiles et al.,

2008). Le mécanisme d’action d’HIyA sera mieux décrit plus loin, cette section

présentera des généralités sur la toxine. L’némolysine forme un pore de 2 nm dans la
membrane des cellules cibles menant a la lyse cellulaire et au relachement de
nutriment que la bactérie pourra utiliser, par exemple le relachement du fer suite a la

lyse des érythrocytes (Johnson, 1991). La toxine permet aussi une exfoliation des

cellules de l'urothélium, endommage les cellules rénales afin de faciliter la translocation
au systeme sanguin et causer une septicémie et, finalement, la lyse de macrophages

réduit le niveau de phagocytose (Johnson, 1991). L’effet cytotoxique de HIyA permet

aux UPEC d’endommager les cellules immunitaires de I'hote afin de mieux survivre,
facilite le passage a travers la barriére muqueuse et donne, a la bactérie, acces aux
nutriments de I'héte tel que le fer (Bien et al., 2012). La toxine HIyA est aussi

responsable de cicatrices rénales permanentes, une complication fréguente suite a une

infection par des UPEC produisant HIyA (Bien et al., 2012). HIyA peut aussi causer une

altération du cycle cellulaire, du métabolisme cellulaire, du trafic vésiculaire, la survie et

la réponse inflammatoire des cellules de I'hote (Wiles et al., 2008).

2.2.3.2 Le facteur nécrosant cytotoxique 1

La synthése du facteur nécrosant cytotoxique 1 (CNF1) nécessite le géne cnfl
qui se trouve, chez certaines souches UPEC, sur un IPA a la suite de 'opéron
hlyCABD. CNF1 est transcrit sur un seul ARN messager avec les genes de

’hémolysine (Lemonnier et al., 2007). CNF1 est retrouvé chez plus du tiers des

souches UPEC et chez plus de 50% des souches hémolytiques (Lemonnier et al.,
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2007). En 1983, Caprioli et al. ont démontré que cette toxine induit la modification de la

morphologie des cellules eucaryotes (Caprioli et al., 1983). CNF1, une fois dans le

cytoplasme de la cellule cible, cause I'activation permanente des GTPases Rho par une
modification post-traductionnelle, perturbant ainsi les fonctions cellulaires tels que le

maintien du cytosquelette et la production d'immunomodulateurs (Lemonnier et al.,

2007). Cette perturbation des fonctions cellulaires méne a I'apoptose des cellules cibles
et diminue la phagocytose par les leucocytes polymorphonucléaires et le relachement
d’espéces réactives de I'oxygéne, minimisant ainsi la réponse inflammatoire de I'’héte

(Lemonnier et al., 2007). La baisse de la réponse inflammatoire explique I'importance

de CNF1 dans l'invasion et la colonisation du tractus urinaire (Lemonnier et al., 2007).

2.2.3.3 Les toxines Sat et Vat

Sat (« secreted autotransporter toxin ») et Vat (« vacuolating autotransporter
toxin ») font partie de la famille des autotransporteurs, des protéines ayant les
domaines nécessaires a leur propre sécrétion a I'extérieur de la cellule, et plus
spécifiquement de la sous-famille des SPATE (« serine protease autrotransporter of
Enterobacteriaceae ») puisqu’elles possédent un motif sérine ayant une activité

protéolytique (Guyer et al., 2000). La famille des SPATE est divisée en deux classes,

classe | et ll, selon la structure et I'activité de la toxine. Sat des UPEC fait partie de la

classe 1 tandis que Vat fait partie de la classe Il (Guyer et al., 2000; Dutta et al., 2002).

Les autres membres de la classe | inclut la toxine Pet (« plasmid encoded toxin ») des
EAEC, la sérine protéase plasmidique extracellulaire EspP (« extracellular serine
protease ») des EHEC, EspC des EPEC, Afa/Dr des DAEC et SigA de Shigella flexneri

(Lievin-Le Moal et al., 2011). L'export nécessite le systéeme de sécrétion de type V Sec-

dépendant dont les protéines seront recrutées a la membrane interne de la bactérie par

le biais d’un signal peptide en position N-terminale de la toxine (Guyer et al., 2000;

Henderson et al., 2004). Suite a la formation d’'un pore par la partie C-terminale, le

signal peptide en C-terminal sera clivé permettant la sécrétion, dans I'espace

extracellulaire, du domaine passager, soit les toxines Sat et Vat (Guyer et al., 2000).
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La protéine Sat fut découverte chez la souche UPEC CFT073 ou elle est codée
sur I'llot de pathogénicité Il chromosomique (PAI-llcrro73) et posséde une activité

cytotoxique envers les cellules de la vessie et des reins (Guyer et al., 2000). Sat est

aussi retrouvé chez d’autres E. coli pathogénes, dont les E. coli entéroaggrégatives

ainsi que chez certains isolats de Shigella (Lievin-Le Moal et al., 2011). Sat modifie le

cytosquelette, causant une perte des jonctions cellulaires, une production de vacuoles
et cause aussi la disparition de la membrane glomérulaire, facilitant ainsi le passage au

systeme sanguin (Guyer et al., 2000). Les effets biochimiques de Sat in vitro inclue la

dégradation de la caséine, la spectrine, la fodrine et le facteur de coagulation V, mais

n’a aucun effet sur la mucine et la pepsine (Lievin-Le Moal et al., 2011). Il a aussi été

démontré que Sat induit 'autophagie, soit la dégradation et recyclage des composantes

cellulaires, avant qu’il y ait détachement cellulaire (Lievin-Le Moal et al., 2011). Le rOle

de Sat dans les infections du tractus urinaire est encore inconnu (Guyer et al., 2002).

Vat, tout comme Sat, est exprimé sur un IPA chromosomique et cause la
formation de vacuoles intracellulaires suite a une modification du cytosquelette de la

cellule cible (Parreira et Gyles, 2003). Vat semble causer un délai dans l'infiltration des

neutrophiles en réponse a une infection en clivant les glycoprotéines de surface des

leucocytes impliqués dans le recrutement et migration des neutrophiles (Ruiz-Perez et

al., 2011). Vat est 75% homologue a l'autotransporteur Tsh (Parreira et Gyles, 2003).

De plus, 'activité cytotoxique de Vat ainsi que sa thermolabilité et sa susceptibilité aux
enzymes protéolytiques sont similaires a ceux de I'autotransporteur VacA

d’Helicobacter pylori (Parreira et Gyles, 2003; Henderson et al., 2004). Cette toxine est

importante dans les infections aviaires, principalement les infections respiratoires et
cellulites, et son réle lors des infections du tractus urinaire reste a étre démontré,

malgré le fait qu’il y a expression lors des ITU (Parreira et Gyles, 2003; Wiles et al.,

2008). Vat semble surtout se trouver chez les souches pathogenes causant une
septicémie et serait important pour I'entrée ou la survie dans le sang (Henderson et al.,
2004).

Malgré le fait qu’un réle important dans l'infection du tractus urinaire n’est pas

encore démontré, ces deux autotransporteurs se retrouvent principalement dans les
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sérogroupes B2 et D, associés aux souches EXPEC, et Sat et Vat sont conservés chez
les souches UPEC, ce qui incline a penser qu’elles ont un réle dans la virulence, mais

celui-ci n’est pas encore connu (Restieri et al., 2007).

2.2.3.4 L’adhésine afimbriaire |lha

L’adhésine Iha est une protéine membranaire se retrouvant chez environ 55%
des souches UPEC et permet, a une bactérie non adhérente, d’adhérer aux cellules de

vessie et de reins (Johnson et al., 2005). L’adhésine sert aussi de récepteur pour

I'entérobactine, permettant a la bactérie de récupérer le fer que le sidérophore capte
(Leveille et al., 2006).

2.3 Les facteurs de virulences des APEC

Les principaux facteurs de virulence des APEC impliqués lors de I'établissement
d’'une infection sont le plasmide ColV, les fimbriae de type 1, type P et curli,
'aérobactine, les salmochélines, I'antigéne capsulaire K, 'hémagglutinine
thermosensible Tsh, I'autrotransporteur Vat, la résistance aux phagocytes et la

résistance au sérum (Dozois et al., 2003; Caza et al., 2008).

2.3.1 Les plasmides de virulence (plasmides ColV et autres)

Les plasmides ColV et plasmides de virulence semblables tel que ColBM
contribuent a la virulence des souches APEC puisqu’il permet a une souche le
possédant de causer une infection, contrairement a une souche qui ne le posséde pas

(Dozois et al., 2000). Ces plasmides de grande taille codent plusieurs facteurs de

virulence tels que I'aérobactine, Tsh, ainsi que des géenes conférant une résistance au

sérum et le transporteur de métaux SitABCD (Dozois et al., 2000; Sabri et al., 2008). Le

plasmide code aussi pour la colicine V, une bactériocine produite par la souche E. coli
qui cible et tue d’autres souches d’E. coli, mais le réle de la colicine dans la virulence

n’est pas encore établie (Dozois et al., 2000). Certains plasmides ColV code aussi pour

les salmochélines, le systéme de transport de fer EitABCD, 'hémolysine putative HlyF
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et la protéase de la membrane externe OmpT (Johnson et al., 2006a). Le plasmide

ColBM code pour les colicines B et M, 'aérobactine, Tsh, le systéme de transport de
type ABC (ATP binding cassette) EtsABC, SitABCD, I'aérobactine, les salmochélines,
EitABCD et les génes permettant la résistance au sérum (Johnson et al., 2006a). Des

séquences vestiges d’'un systéme ColV sont présentent sur le plasmide ColBM,
indiquant que le plasmide ColBM est probablement un dérivé d’un plasmide ColV qui a

hérité les genes codants pour les colicines BM (Johnson et al., 2006a). Des séquences

d’insertions retrouvées dans le plasmide ColBM seraient la source de transfert de

certains des genes de virulence retrouves sur ce plasmide (Johnson et al., 2006a). De

plus, 67% des protéines sont communes aux deux plasmides, supportant I'idée que le

plasmide ColBM provient du plasmide ColV (Johnson et al., 2006a).

2.3.2 Les fimbriae de type 1

Les fimbriae de type 1 sont des adhésines codées par les génes fim et
permettent aux bactéries d’adhérer a plusieurs types de cellules, en particulier les

érythrocytes et les levures (Dozois et al., 1995; Neidhardt et Curtiss, 1996). L’adhésion

est inhibée en présence de mannose faisant en sorte que I'adhérence est appelée

adhérence mannose-sensible ou adhérence mannose-spécifique (Dozois et al., 1995;

Neidhardt et Curtiss, 1996). Les fimbriae sont aussi reconnus comme des

hémagglutinines mannose-sensible (MSHA) (Dozois et al., 1995; Neidhardt et Curtiss,

1996). Les fimbriae de type 1 sont importants pour la colonisation du tractus respiratoire
supérieur ou ils sont nécessaires pour 'adhésion et la colonisation de la trachée, des
sacs aériens et des poumons, ainsi qu’a la progression de l'infection vers une

septicémie (Dozois et al., 1992; Dozois et al., 1994; Pourbakhsh et al., 1997).

2.3.3 Les fimbriae P

Les fimbriae, des hémagglutinines de type mannose-résistant (MRHA) codés par
les génes pap, sont synthétisés dans les poumons, les reins, le sang et le fluide
péricardique durant I'infection, et sont donc associés a la septicémie, étape tardive de
l'infection. Au niveau des poumons, les firmbriae P permettent 'adhésion aux cellules
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épithéliales des sacs aériens, mais n’ont aucun effet sur les cellules épithéliales de la

trachée (Dozois et al., 1992). L’expression dans les reins permet la colonisation de

I'organe et ces fimbriae sont donc importants dans I'étape tardive de I'infection du

tractus urinaire par les UPEC (Dozois et al., 1995).

2.3.4 Les fimbriae curli

Les fimbriae curli, des hémagglutinines mannose-résistant codés par les genes
csg, lient la fibronectine, la laminine, le plasminogéne, le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 1 (CMH-1), et I'épithélium intestinal aviaire, permettant

ainsi la persistance des souches dans le tractus digestif de la volaille (La Ragione et al.,

2000; Brown et al., 2001). La régulation de I'opéron dépend des génes csgD, mirA et
rpoS (Brown et al., 2001).

2.3.5 L’aérobactine

L’aérobactine est un sidérophore présent chez la plupart des souches APEC et
contribue a leur virulence. L’aérobactine est aussi présente chez les UPEC et ce
systeme a été détaillé dans la section traitant des facteurs de virulence des UPEC
(section 2.2.1.3).

2.3.6 L’antigéne capsulaire K

La capsule, codé par les génes kps et absente chez les souches d’E. coli non
pathogenes K-12, protége la bactérie contre la réponse immunitaire non spécifique de

I'héte tout en étant faiblement immunogéne (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). La

capsule K1 offre une résistance a la phagocytose, augmente la résistance aux
protéines du complément retrouvées dans le sérum et permet une meilleure

colonisation des organes cibles de la volaille (Mellata et al., 2003b; Mellata et al.,

2003c). L’antigéne capsulaire K1 est associé avec les sérogroupes O1 et O2 et

I'antigéne capsulaire K80 est associé avec le sérogroupe O78 (Gyles, 1994).
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2.3.7 L’hémagqglutinine thermosensible Tsh

Le produit du gene tsh, hémagglutinine thermosensible, est un autotransporteur
découvert chez la souche APEC x7122, mais qui est présent non seulement chez les

APEC, mais aussi chez plusieurs souches d’E. coli pathogéenes (Parreira et Gyles,

2003). Tsh possede trois domaines, soit un signal peptide clivable qui permet la
translocation du cytoplasme au périplasme par un systéme de sécrétion de type V, un

domaine passager et un 3-domaine en position C-terminal (Kostakioti et Stathopoulos,

2004). Ce dernier s’'insére dans la membrane externe et permet la translocation du
domaine passager au milieu extracellulaire. Celui-ci reste lié a la membrane
temporairement pour aider a I'adhérence lors de I'infection, avant d’étre clivé et relaché

dans le milieu extracellulaire (Kostakioti et Stathopoulos, 2004). Cette hémagglutinine

purifiée peut lier les érythrocytes, ’'hémoglobine, la fibronectine et le collagéne IV,
tandis qu’une souche non pathogéne possédant le géne peut agglutiner les

érythrocytes de poulet (Kostakioti et Stathopoulos, 2004). Il est intéressant a noter que

Tsh est identique a Hbp, pouvant dégrader ’lhémoglobine humaine, lier 'lhéme et est

important pour la formation d’abcés chez la souris (Otto et al., 2002). Généralement, les

hémagglutinines sont exprimés a 37°C, mais ce n’est pas le cas pour Tsh. Chez la
souche sauvage x7122, la synthése de Tsh est augmentée a 42°C, comparé au niveau
d’expression a 26°C, mais I'activité d’hémagglutination est optimale a 26°C (Provence

et Curtiss, 1994; Dozois et al., 2000). Lorsque Tsh est exprimé chez E. coli K-12,

I'expression et I'activité d’hémagglutination est optimales a 26°C, mais diminuent a

37°C et sont inhibées a 42°C (Provence et Curtiss, 1994). Les différences observées

entre les deux souches peuvent étre expliquées par une différence de régulation
puisque la souche K-12 ne possede pas nécessairement les régulateurs des facteurs
de virulence, mais aussi par la présence d’autres hémagglutinines chez x7122,
puisqu’une délétion de Tsh n’abolit pas le phénotype d’agglutination (Stathopoulos et
al., 1999; Brown et al., 2001). Le géne tsh est présent chez 91% des souches APEC

tres virulentes et celui-ci contribue au développement des |ésions des sacs aériens,

mais n’est pas requis pour causer une infection systémique (Dozois et al., 2000).
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2.3.8 L’autotransporteur Vat

Vat, une toxine autosécrétée exprimée par les souches APEC et ayant 75%
d’homologie a Tsh, est responsable de la formation de vacuoles cytoplasmiques chez
des fibroblastes embryoniques de poussins (CEF — chick embryonic fibroblasts)

(Parreira et Gyles, 2003). En absence de Vat, les souches ne sont pas virulentes

lorsqu’elles sont testées dans le modéle d’'infections respiratoires chez le poulet

(Parreira et Gyles, 2003). Cet autotransporteur est aussi présent chez 63% des

souches UPEC et 33% des souches fécales (Heimer et al., 2004).

2.3.9 La survie et la résistance aux macrophages

Tel que mentionné précédemment, les fimbriae de type P, 'antigéne O78 et la
capsule K1 réduisent le taux de phagocytose, mais une fois la bactérie phagocytée, les
fimbriae de type 1, de type P et I'antigéne O78 protegent la bactérie de I'effet
bactéricide des macrophages. Ces facteurs de virulence permettent la survie des
bactéries a I'intérieur des macrophages en entrainant une régulation négative des
fonctions antimicrobiennes des macrophages, mais le mécanisme exact n’est pas

connu (Mellata et al., 2003a).

En conclusion, les facteurs de virulence communs aux UPEC et APEC sont les
fimbriae de type 1, de type P et curli, la production d’aérobactine et la présence d’'une
capsule. Les souches pathogénes d’E. coli de certains sérogroupes O1 et O2 sont
associées aux infections urinaires chez les humains, causées par des UPEC, et

également aux infections aviaires, causées par des APEC (Belanger et al., 2011). Il est

donc possible, dans certains cas, que la volaille serve de réservoir de souches d’E. coli
ayant le potentiel de causer des infections systémiques chez les humains, tels que les
infections urinaires et les cas de méningite chez les nouveau-nés (Belanger et al.,
2011).
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3 Les toxines RTX

Les toxines RTX (« repeat in toxins ») sont produites par une gamme de
bactéries Gram négatifs et possedent deux caractéristiques communes, soit la
présence de répétitions riches en glycine et aspartate et la sécrétion via un systeme de
sécrétion de type 1 (SST1) (transporteur « ATP-Binding Cassette » (ABC)) (Welch,
2001). Les répétitions, se trouvant généralement dans I'extrémité C-terminal de la
protéine, sont composées typiqguement de nonapeptides et forment des sites de liaisons
aux ions de calcium. Le SST1, dont la plupart des génes se trouvent a l'intérieur méme
du locus rtx, reconnait un signal non clivable a I'extrémité C-terminal et permet la
translocation de la protéine du cytoplasme au milieu extracellulaire, et ce, en une étape
(Welch, 2001; Linhartova et al., 2010).

La masse moléculaire des toxines RTX varie de 30 kDa a plus de 600 kDa. Une
des premieres activités détectées est une activité hémolytique et non cytotoxique,
puisque plusieurs des toxines RTX forment un halo clair autour des colonies
bactériennes lorsque la bactérie produisant cette toxine est cultivée sur gélose sang

(Linhartova et al., 2010; Sasaki et al., 2011). Ce groupe de toxine n’inclut pas

seulement les toxines avec une activité cytotoxique. Certaines toxines RTX exhibent
plutét une activité protéolytique ou lipolytique. Ces protéases ou lipases sécrétées par
la bactérie agissent en synergie avec divers autres facteurs de virulence utilisés par la
bactérie pour endommager des tissus ou €liciter la production de médiateurs

inflammatoires (Linhartova et al., 2010). D’autres toxines RTX peuvent agir comme

bactériocines, peuvent contribuer a la défense d’'un danger environnemental en formant
une couche de surface protectrice (« S-layers ») et méme jouer un rble dans la
nodulation des plantes ou la motilité des cyanobactéries. Il existe aussi les MARTX

(« multifunctional autoprocessing RTX toxins »), un groupe de toxines dont la taille est
supérieure a 3200 acides aminés, ou 200 kDa, et qui possédent plusieurs activités

(Linhartova et al., 2010; Satchell, 2011). Un exemple de ce type de toxine est la toxine

MARTXvc de Vibrio cholerae qui cause I'arrondissement de cellules épithéliales suite a
la catalyse de « cross-linking » covalent du réseau d’actine des cellules (Linhartova et
al., 2010). Le tableau 1 montre les différents membres de la famille des toxines RTX.
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Tableau 1 : Différents membres de la famille RTX. (Stanley et al., 1998; Satchell, 2007; Linhartova et
al., 2010; Frey, 2011; Bielaszewska et al., 2014; Barcena-Uribarri et al., 2015; Yagupsky, 2015)

Toxines Bactéries Masse moléculaire du  Type de cytotoxicité cellulaire et
RTX produit du gene rtxA spécificité de I'h6te
(kDa)
Apxl Actinobacillus suis 110 Lymphocytes et érythrocytes
équins et porcins
ApxIA Actinobacillus 110 Spectre large
pleuropneumoniae
ApxIli Actinobacillus suis 102.5 Lymphocytes et érythrocytes
équins et porcins
ApxIIA Actinobacillus 102.5 Leucocytes bovins, faible
pleuropneumoniae activité hémolytique
ApxIA Actinobacillus 120 Leucocytes porcins
pleuropneumoniae
ApxIVA Actinobacillus 200 Faible activité hémolytique
pleuropneumoniae
EhxA Escherichia coli 107 Erythrocytes humains et bovins,
entérohémorragique leucocytes bovins
HIlyA Escherichia coli 110 Spectre large
uropathogéne
LktA Mannheimia haemolytica 102 Leucocytes et plaquettes
bovins, faible activité
hémolytique
LtxA Aggregatibacter 114 Leucocytes humains et
actinomycetemcomitans primates
MART Xvc Vibrio cholerae 484 Fibroblastes rénales de singes
et cellules épithéliales du larynx
humaines
MARTXwy Vibrio vulnificans 550 Cellules épithéliales intestinales
humaines
MbxA Moraxella bovis 99 Erythrocytes bovins et
leucocytes
MmxA Morganella morganii 110 Erythrocytes
RtxA Kingella kingae 100 Cellules épithéliales, synovial et

leucocytes
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Le SST1 dépend de trois protéines, soit une protéine de la membrane interne
avec un domaine ATPase cytoplasmique agissant comme un exportateur ABC, une
protéine de fusion membranaire (MFP) et une protéine de la membrane externe. Le
systeme de type 1 est représenté par la figure 4. Les genes B et D de I'opéron des
toxines RTX codent pour le transporteur de type ABC et pour la protéine de fusion
membranaire respectivement. La RTX HIyA d’E. coli, comme plusieurs autres toxines
de ce groupe, nécessite que la protéine multifonctionnelle TolC, codée en dehors du

locus de la toxine, prenne le réle de protéine de la membrane externe (Linhartova et al.,

2010). Cependant, certaines espéces bactériennes possedent un homologue de TolC
dans le locus méme, tel que le géne cyaE de B. pertussis . La MARTX chez Vibrio
contient le géene rtxE qui code pour une deuxieme protéine avec un transporteur ABC,
et RtxB et RtxE sont toutes les deux requises lors de I'export de RtxA (Boardman et

Satchell, 2004). L’arrangement génétique est représenté dans la figure 5, ou le gene A

code pour la toxine et le géne C code pour I'acyltransférase nécessaire a I'activation de

la toxine (Linhartova et al., 2010).
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Figure 4 : Schéma de I’export d’une protéine par le systéme de sécrétion de type 1 (Linhartova et
al., 2010)

Légende : OMP : « outer membrane protein »;, MFP : « membrane fusion protein »; ABC :
transporteur avec domaine ABC (« ATP binding cassette ») pour hydrolyse de I’ATP.

La protéine avec le domaine ABC reconnait un signal de sécrétion non clivable sur la protéine
cible, permettant une liaison entre la protéine MFP et la protéine OMP, souvent TolC ou un
membre de la méme famille. L’hydrolyse de ’ATP permet le changement de conformation et
I’export de la protéine, suivi d’un retour a I’état de repos.
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Figure 5: Arrangement génétique des genes du locus rtx. (Linhartova et al., 2010)

L’export de la protéine HIyA se fait selon le modéle suivant. Un trimére d’HlyD
forme un complexe avec HIlyB qui lui est responsable de la reconnaissance du signal

peptide en position C-terminal du substrat, soit HIyA (Andersen et al., 2001). La liaison

d’HlyA a HIyB est suivie par une liaison entre HlyD et TolC, for¢ant un changement de
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conformation qui résulte en I'export de la toxine et retour a la conformation de repos

intiale (Andersen et al., 2001). L’export est dépendant de I'’hydrolyse d’ATP par HlyB

ainsi que de la force proton motrice de la membrane interne (Koronakis et al., 1991;

Koronakis et al., 1993; Koronakis et al., 1995). Ceci n’est pas valide pour tous les

substrats des systemes de sécrétion de type 1, car ’hémoprotéine HasA de Serratia
marcescens et les métalloprotéases B et C d’Erwinia chrysanthemi nécessitent une
liaison entre la protéine ayant le domaine transporteur ABC et le substrat avant qu'il y

ait liaison entre 'ABC et la protéine de fusion membranaire (Letoffe et al., 1996). Dans

tous les cas, seules les protéines non repliées peuvent étre exportées par le SST1
(Young et Holland, 1999).

Les cytotoxines RTX peuvent étre divisées en deux familles, soit les « pore-
forming leukotoxins » et les « very large MARTX ». La premiére famille partage les
guatre caractéristiques suivantes : une acylation des résidus de lysines internes post-
traductionnelle, un domaine hydrophobique qui formera un pore cation-sélectif dans la
membrane de la cellule cible, export de la toxine par un SST1 et liaison d’ions de
calcium aux répétitions riches en glycine et aspartate suite a la sécrétion de la toxine

(Linhartova et al., 2010). Au début, la premiére famille était divisée en deux classes, soit

hémolysine et leucotoxine, et ceci était di a I'effet hémolytique observable sur gélose
sang. De plus, les leucotoxines étaient considérées comme ayant une spécificité plus
restreinte quant au type cellulaire et espéce avec lesquelles elles peuvent interagir,

tandis que les hémolysines avaient un spectre plus large (Linhartova et al., 2010).

Cependant, cette classification perd sa validité, car méme les hémolysines a plusieurs
cibles telles que HIyA et CyaA préferent interagir avec les récepteurs Bz-intégrines LFA-
1 et Mac-1, respectivement, des leucocytes (Lally et al., 1997; Guermonprez et al.,

2001). Il est donc plus précis d’affirmer que les toxines RTX formant des pores sont
principalement des leucotoxines dont certaines ont une activité hémolytique (Linhartova
et al., 2010). La lyse des érythrocytes et des cellules épithéliales de la vessie est
grandement réduite en présence des protéines du sérum de I'héte, mais le sérum ne
peut pas empécher la lyse des leucocytes, démontrant que la cible principale de la

toxine est les leucocytes (Wiles et Mulvey, 2013). Les leucocytes, en particulier les

neutrophiles, sont les premiéres cellules recrutées au site d’infection, ce qui force le
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pathogene a trouver un moyen de bloquer cette défense de 'héte (Wiles et Mulvey,

2013). De plus, des études chez le poisson-zébre montrent que la virulence des UPEC
est tres atténuée suite a la délétion de la toxine HIyA, tandis que I'ablation des
neutrophiles et macrophages chez le poisson permet aux UPEC AhlyA de récupérer

leur virulence (Wiles et Mulvey, 2013).

Une toxine RTX est d’abord synthétisée sous forme de protoxine inactive
nécessitant une acylation de résidus lysines conservés par une liaison covalente de
résidus d’acyle gras amide. HIyC, I'acétyletransférase de HIlyA, est dépendante d’acyl-
ACP (acyl carrier protein) qui transmettra un groupement acyle a HlyC, le lien covalent
entre ces deux formant I'intermédiaire acyl-HlyC qui a son tour transférera I'acyle gras a
une lysine en position 564 (Lys®%%) et 690 (Lys®°°) de proHIyA (Worsham et al., 2001;
Worsham et al., 2005). Les acyles gras palmitique (C16 :0) et palmitoleique (C16 :1) les

plus souvent utilisés chez E. coli servent de substrat a HlyC in vitro, mais in vivo, HlyC
est hautement sélective pour I'acyle gras myristique (C14 :0) qui constitue 68% des

acyles gras liée a Lys®% et Lys®% (Trent et al., 1998). Le 32% restant est constitué des

acyles gras rares C15 :0 et C17 :0 (Lim et al., 2000). La raison d’utilisation des acyles

gras impairs ainsi que le mécanisme de sélection d’acyle gras par HlyC sont encore

inconnus (Linhartova et al., 2010). Dans la nomenclature des acides gras, le chiffre qui

suit le C représente le nombre de carbones et le chiffre qui suit les deux points
représente le nombre de liens doubles entre deux atomes de carbones. Donc I'acyle
gras myristique (C14 :0) contient 14 atomes de carbones et 0 lien double entre deux
atomes de carbones tandis que I'acyle gras palmitoleique (C16 :1) contient 16 carbones

et 1 lien double entre deux atomes de carbone.

Le nombre de résidus acylés dépend de la souche produisant la toxine. La toxine
CyaA de Bordetella pertussis est seulement acylée au résidu Lys®®3, mais des études
d’expression chez E. coli ont permis de démontrer un deuxieéme site potentiel

d’acylation, soit Lys®® (Hackett et al., 1995). Lorsque CyaA acylé par CyaC est exprimé

chez E. coli, la toxine est acylée aux deux résidus lysines mentionnées, effet aussi
observable avec CyaA provenant d’'une autre souche de B. pertussis , 18323/pBN
(Hackett et al., 1995). Toutefois, CyaA exprimé chez E. coli est modifié majoritairement
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par I'acyle gras palmitoleique, contrairement a B. pertussis qui utilise exclusivement
I'acyle gras palmityle. Cette différence expliquerait une diminution de la spécificité de
I'activité hémolytique de la protéine exprimée chez E. coli puisque celle exprimée chez
la souche 18323/pBN maintient le méme niveau d’activité que CyaA monoacylé

(Havlicek et al., 2001). Le niveau d’invasion cellulaire de CyaA exprimé chez E. coli

était identique a la toxine provenant de la souche sauvage (Hackett et al., 1995).

L’acylation a Lys®%° ou Lys®®3 permettait de maintenir le méme niveau de liaison au
récepteur CD11b/CD18, mais un mutant pour la Lys®? acylée a Lys®° avait 20% de
I'activité cytotoxique envers les monocytes exprimant CD11b/CD18 comparé a CyaA

muté pour Lys®®0 acylée a Lys®8 (Masin et al., 2005). L’acylation a Lys®®3 reste

importante pour maintenir une activité cytotoxique envers des cellules cibles

n’exprimant pas CD11b/CD18 (Basar et al., 2001). L’effet de I'acylation sur le

meécanisme d’action des toxines n’est pas connu, seulement qu’il est important pour
toute activité cytotoxique. ProHIyA et proCyaA peuvent former des pores dans des
bicouches lipidiques planaires dont les propriétés sont similaires aux pores d’une toxine

(Masin et al., 2005). Ces mémes protoxines peuvent pénétrer la membrane d’un

liposome, ce qui suggére que I'acylation n’est pas essentielle a la pénétration de la

membrane (Masin et al., 2004).

La liaison de HIyA a un récepteur non protéique se fait en deux étapes. En
premier lieu, il y a adsorption réversible de la toxine et en deuxiéme lieu il y a insertion

irréversible dans la membrane (Ostolaza et al., 1997). HIyA, tout comme CyaA et LtxA,

a une faible activité lectine et reconnait et lie des oligosaccharides sur les récepteurs,
ce qui porte a penser que la premiére interaction insaturable entre la toxine et sa cellule
cible se fait par la reconnaissance de composantes membranaires glycosylées telle que

les glycoprotéines et les gangliosides (Morova et al., 2008). Il est intéressant a noter

gue des études par Bauer et Welch ont montré une limite maximale de 4000 sites de
liaison de HIyA sur les érythrocytes, tandis que Eberspacher n’a pas pu observer une
saturabilité de la liaison de HIyA, suggérant plutdt que la liaison est indépendante d’un

récepteur (Eberspacher et al., 1989; Bauer et Welch, 1996a). Toutefois, la liaison de

HIyA aux érythrocytes peut étre bloquée en incubant avec un anticorps liant la

42



glycophorine, un récepteur membranaire hautement glycosylé retrouvé a la surface des

globules rouges (Eberspacher et al., 1989).

Une fois inséré dans la membrane, HIyA subit un changement de conformation

irréversible (Moayeri et Welch, 1997). Peu est connu sur le mécanisme d’insertion dans

la membrane et la formation de pore, sauf que le domaine hydrophobique du c6té N-

terminal est tres important pour la formation du pore (Linhartova et al., 2010). Le pore

est sélectif aux cations et possede une durée de vie tres courte, seulement de quelques
secondes, et ces pores peuvent s’agréger ensemble pour former de grandes lésions
dans la membrane cellulaire lorsque la concentration de toxine est élevée (Linhartova et
al., 2010).

Il n’est toujours pas clair si la formation de pore nécessite I'oligomérisation des
toxines. D’un coété, seuls des monoméres d’HIyA ont été récupérés des membranes

(Linhartova et al., 2010). De l'autre c6té, I'activité lytique de la toxine est fonction de la

concentration de toxine, suggérant que I'oligomérisation est requise pour obtenir une

activité lytique (Linhartova et al., 2010). De plus, des mutants incapables de former des

oligomeres ne causaient pas de lyse in vitro et une complémentation a permis de

rétablir I'effet cytotoxique des toxines (Linhartova et al., 2010). Il est toujours possible

gue les oligomeres de HIyA se dissocient dans le détergent (Herlax et al., 2009).

Récemment, des oligomeéres instables de CyaA ont été récupérés de la membrane des
érythrocytes (Vojtova-Vodolanova et al., 2009).

La concentration cytosolique de calcium est régulée de fagon stricte par les
cellules et sa modulation fait partie de plusieurs procédés cellulaires. HlyA, CyaA, LtxA
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans et LktA de Mannheimia haemolytica cause
un influx de calcium dans la cellule cible suite a leur liaison menant a la mort cellulaire,
mais le mécanisme par lequel celui-ci se produit est encore controversé. Des doses
sublytigues de HIyA activent des canaux tensiodépendant de calcium de type L suivit de
I'activation des récepteurs IP3 des cellules du réticulum endoplasmique causant le
relachement du calcium intracellulaire. Cependant, d’autres concentrations de HIyA sur
diverses lignées cellulaires montrent que I'élévation de la concentration de calcium

intracellulaire se fait par un influx passif de calcium a travers le pore générer par la
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toxine (Valeva et al., 2005; Koschinski et al., 2006). LktA cause une augmentation de

calcium cytosolique dans les macrophages alvéolaires et les neutrophiles bovins en
causant la relache de calcium du réticulum endoplasmique et en activant des canaux de

calcium, permettant ainsi au calcium extracellulaire d’entrer dans la cellule (Cudd et al.

2003). Ces résultats contradictoires peuvent en partie étre expliqués par la rétroaction
positive qui a lieu suite a la perméabilisation de la membrane. La liaison de HIyA cause
le relachement d’ATP dans le milieu extracellulaire qui activera des récepteurs
purinergiques et des canaux pannexine perméable aux ions de calcium et contribue a la

lyse cellulaire (Skals et al., 2009).
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3.1 Les « hémolysines » RTX

Les hémolysines RTX sont produites par les pathogénes Gram négatifs et par
les bactéries commensales respiratoires, gastro-intestinales, tractus reproductif et
cavité orale des humains et animaux. In vivo, ces toxines induisent la production de
meédiateurs inflammatoires et ont un effet cytotoxique et cytolytique sur les cellules

cibles menant a de l'inflammation, I'apoptose ou la nécrose.

3.1.1 HIyA

HIyA est une protéine de 110 kDa dépourvue de cystéines sécrétée par les E.
coli uropathogénes et certaines souches d’E. coli commensales fécales (Linhartova et
al., 2010). Il y a 200 acides aminés hydrophobes a I'extrémité N-terminale qui forment
des hélices alpha amphipathique. L'extrémité C-terminal contient plusieurs sites de
liaison au calcium, 11 a 17 nonapeptides riche en glycine et aspartate, le nombre
variant selon la stringence de la séquence consensus, et ces nonapeptides forment des

feuillets béta (Sanchez-Magraner et al., 2007). Le domaine hydrophobe a I'extrémité N-

terminale est reconnu comme étant la partie interagissant avec la membrane de la
cellule cible, mais des études récentes suggerent que les deux domaines mentionnés

sont importants pour la liaison (Sanchez-Magraner et al., 2007). La figure 6 est un

réesumé des domaines de la toxine HIyA.

Les souches UPEC vont lier les cellules épithéliales de vessie (urothéliales) et
les envahir, et ces bactéries seront expulsées ou pourront entrer dans le cytoplasme et
se répliquer, formant des communautés bactériennes intracellulaires (IBC) (Mulvey et
al., 1998; Andersen et al., 2001; Song et al., 2009). La maturation de I'IBC prend

environ 12 a 16 heures, suite auxquelles les bactéries retourneront au lumen et

envahirons d’autres cellules urothéliales et le cycle de I'IBC peut recommencer (Justice
et al., 2004). L’exfoliation de I'urothélium peut aider a éliminer l'infection, mais peut
aussi permettre la dissémination des pathogenes dans les couches plus profondes de
'urothélium et causer la formation de réservoirs intracellulaires quiescents (QIR)

responsables de la récurrence des infections urinaires (Mulvey et al., 2000; Mulvey et
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al., 2001). HlyA est capable de dégrader rapidement la paxilline et d’autres protéines de

I'héte responsable des interactions cellules-cellules et cellules-matrice, favorisant donc
I'exfoliation (Dhakal et Mulvey, 2012).

Le systéme a deux composantes CpxR/CpxA régule négativement HIyA, en

causant la répression du gene suite a la liaison du promoteur (Nagamatsu et al., 2015).

La production de la toxine HIyA est augmentée chez un mutant pour le géne cpxR, mais
la survie du mutant dans la vessie est diminuée, et donc sa virulence aussi (Nagamatsu

et al., 2015). HIyA cause la mort cellulaire de I'urothélium via la pyroptose en activant

les caspases 1 et 4 (Nagamatsu et al., 2015). Cette activation cause la sécrétion de

médiateurs inflammatoires, augmentant I'exfoliation des cellules et I'expulsion des

bactéries, ce qui diminue la virulence si HIyA n’est pas réprimée (Nagamatsu et al.,

2015). Une surexpression de la toxine réduit aussi les cas de récurrence, ce qui est dd
a I'exfoliation extensive des cellules urothéliales résultant en un nombre de bactéries

survivantes trop faible pour permettre la persistance (Nagamatsu et al., 2015).

Lipid modifications
— Mediate oligomerization

NH,

_— i
QTN

Secretion signal

Amphipathic a-helix domain RTX repeats = COOH
— Membrane adsorption and insertion — Ca?* binding ®
— Pore structure — Membrane adsorption

— Actuates conformational changes

Figure 6 : Résumé des différents domaines de la toxine RTX HIyA et de leurs fonctions (Wiles et

Mulvey, 2013)
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3.1.2 EhxA

La toxine RTX EhxA (EHEC-HIyA) de 107 kDa est codée par 'opéron ehxCABD
se trouvant sur le plasmide de virulence pO157 de la souche EHEC O157 :H7 et les
quatre génes possédent une homologie entre 61% et 69% a I'opéron hlyCABD

(Bielaszewska et al., 2014). EhxA est aussi trouvé chez d’autres EHEC d’un sérogroupe

moins prévalent, mais pas chez les autres pathotypes (Ludwig et al., 2004). L’'opéron

ehxCABD est présent chez la majorité des souches EHEC et il est sous une forte
pression sélective, et semblerait donc important pour la colonisation et/ou la

pathogenese (Li et al., 2008a). En effet, les régions contenant le site actif de la toxine

EhxA, les répétitions riches en glycines et aspartates, les deux lysines qui sont acylées
et 'extrémité C-terminal nécessaire pour la sécrétion sont trés conservées parmi une

guarantaine de sérotypes STEC (Boerlin et al., 1998). La région N-terminale est assez

conservée, avec un taux de substitutions de 1.3% (Boerlin et al., 1998). Les deux

régions les moins conservées se retrouvent au centre de la toxine et vers I'extrémité C-
terminale, ou la région entre les acides aminés 312 et 660 a un taux de substitution de

5.7%, tandis que la région entre les acides aminés 835 et 948 a un taux de substitution
de 7% (Boerlin et al., 1998). Les genes ehxC, ehxB et ehxD sont hautement conservés
(Boerlin et al., 1998).

L’organisation génomique ainsi que le réle des quatre génes sont conservés
entre ehxCABD et hlyCABD. De plus, EhxA possede 13 répétitions riches en glycine et
aspartate et, tout comme HIyA, elle possede une région hydrophobique en N-terminal
responsable de I'insertion membranaire et la formation du pore et contient un signal
peptide non clivable a I'extrémité C-terminal pour la sécrétion par le systeme de

sécrétion de type 1 (Wiles et Mulvey, 2013; Bielaszewska et al., 2014). Les lysines en

position 550 et 675 sont les cibles d’acylation par le produit du géne ehxC

(Bielaszewska et al., 2014). Tout comme chez HIyA, les histidines en position 841 et

845 sont nécessaires pour I'activité hémolytique puisqu’elles vont lier le calcium une

fois sécrété et permettre a la toxine d’adopter sa conformation active (Cortajarena et al.,

2002; Cortajarena et al., 2003; Bielaszewska et al., 2014). La sécrétion de la toxine est

démontrée dans la figure 7.
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Les régulateurs GrIR et GrlA codés dans le locus of enterocyte effacement (LEE)
sont responsables de la transcription de 'opéron ehxCABD, ou GrIR régule

négativement et GrlA régule positivement la synthése de la toxine (Saitoh et al., 2008).

En fait, GrIR est un facteur anti-GrlA puisqu’il interagit avec GrlA pour inhiber la fonction

de ce dernier (lyoda et al., 2011). De plus, les régulateurs Ler et LrhA affectent

positivement I'expression de I'opéron, et ce, indépendamment 'un de 'autre et de GrlA

(lyoda et al., 2011). H-NS régule négativement la synthese de 'opéron d’une fagon

dépendante de la température, et H-NS est plutét exprimé a de basses températures,
tout comme chez HIyA (Li et al., 2008a). A 30 °C, la protéine DsrA réprime H-NS et

permet une augmentation de I'expression d’EhxA, mais a 37°C, DsrA cause aussi une
augmentation de I'expression d’EhxA, cependant d’une fagon indépendante de H-NS et

aurait donc deux mécanismes de régulation (Li et al., 2008a). Finalement, le facteur o

RpoS est primordial pour I'expression d’EhxA, car en son absence, il n’y a aucune
expression de I'opéron ehxCABD, et ce, malgré la présence des autres régulateurs

positifs (Li et al., 2008a). Tout comme HIyA, EhxA est réprimée lorsque la température

est faible ou lorsque 'osmolarité est élevée. Les deux toxines sont sous le contréle du
répresseur du produit du gene hha, car un mutant hha exprime HIlyA ou EhxA a de
faibles températures ou a des osmolarités élevées (Nieto et al., 1997; lyoda et al.,
2011).

Il n’est pas encore clair si EnxA nécessite une oligomérisation pour son activité

cytolytique (Bielaszewska et al., 2014).

EhxA lyse les érythrocytes humains et ovins, mais lyse seulement les
lymphocytes bovins. Cependant, EhxA posséde 100 fois moins d’affinité et une activité

spécifique 40 fois plus faible pour les érythrocytes que la toxine HIyA (Bielaszewska et

al., 2014). EhxA produit une zone d’hémolyse sur gélose sang seulement aprés une
incubation de 18 heures, tandis que HIyA produit une zone d’hémolyse sur une gélose

sang aprés environ 4 heures (Bielaszewska et al., 2014). Ce qui permet d’identifier les

souches produisant cette toxine est la présence d’une zone d’hémolyse turbide étroite
autour des colonies isolées sur gélose sang contenant du Ca?*, mais pas sur gélose

sang standard, et ce, aprés une incubation de 18 heures (Bielaszewska et al., 2014).
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Toutefois, EhxA est capable de lyser les cellules endothéliales microvasculaires du
cerveau humain (HBMEC), indiquant que cette toxine serait capable d’endommager des
cellules endothéliales, et pourrait avoir un réle potentiel dans les dommages

microvasculaires du syndrome hémolytique urémique (Aldick et al., 2007; Bielaszewska

et al., 2014). EhxA posséde un effet cytotoxique envers les cellules endothéliales

intestinales Caco-2 et des cellules endothéliales microvasculaires tel que GMVEC

(Bielaszewska et al., 2009; Bielaszewska et al., 2013).

EhxA posséde une forte affinité pour les vésicules de la membrane externe
(OMV) sécrétée par E. coli 0157 :H7 et s’associe avec ces vésicules suite a sa

sécrétion par le SST1 (Bielaszewska et al., 2013). En phase exponentielle, plus de 70%
des toxines sont associées aux OMV, et ce pourcentage augmente a plus de 80% en
phase stationnaire (Bielaszewska et al., 2013). L’association avec une OMV se fait

indépendamment de I'acylation de la toxine (Aldick et al., 2009). La liaison des toxines

associées aux OMV est retardée, ou la lyse se fait apres 15 heures au lieu de 30
minutes lorsqu’on regarde la forme libre d’EhxA, mais 'OMV permet de stabiliser la
toxine et elle maintient son activité hémolytique jusqu’a 80 fois plus longtemps que la
forme libre (Aldick et al., 2009).

Les toxines associées aux OMV sont internalisées par endocytose par les
cellules HBMEC et Caco-2, et, une fois dissociée de 'OMV par l'acidification du
lysosome, EhxA s’échappe du lysosome, probablement en formant des pores dans
celui-ci augmentant son pH, et se retrouve dans la mitochondrie grace a un signal de
transport mitochondrial, ou il causera le relachement du cytochrome c et activation de la

caspase-9 qui engendra les mécanismes d’apoptose des cellules (Bielaszewska et al.,

2013). Ce processus est démontré dans la figure 8.
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Figure 7 : Sécrétion et association de EhxA (EHEC-HIyA) avec les OMV. (Bielaszewska et al., 2014)
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Figure 8 : Endocytose de la toxine EhxA et I'induction de I’apoptose par celle-ci. (Bielaszewska et

al., 2013)

3.1.3 Les toxines Rtx de la famille Pasteurellaceae

La plupart des membres de la famille Pasteurellaceae sont des souches
commensales des animaux vertébrées et colonisent les voies respiratoires supérieures,

I'oropharynx, le tractus reproductif et le tractus digestif (Kuhnert et al., 2010). Certaines

especes sont des pathogenes opportunistes causant des infections des voies
respiratoires et génitales et certaines espéces sont des pathogenes tant pour les
humains que les animaux (Frey, 2011). La famille Pasteurellaceae possede plusieurs
especes secretant des toxines RTX tel que les toxines ApxIA, ApxIIA, ApxIlIA, ApxIVA
du genre Actinobacillus, AgxA d’Actinobacillus equuli, ou PaxA de Pasteurella

aerogenes (Frey et Kuhnert, 2002). Des analyses génétiques montrent que les toxines

RTX proviennent originellement de la famille Pasteurellaceae et elles se sont
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répandues vers d’autres bactéries Gram négatif via un transfert de géne horizontal
(Linhartova et al., 2010).

3.1.3.1 Apx

Actinobacillus pleuropneumoniae cause des infections pulmonaires séveres chez
les porcs (Frey, 2011). Quatre toxines RTX ont été retrouvées parmi les différentes
souches d’A. pleuropneumoniae, nommeées Apxl, ApxIl, ApxIll et ApxIV (Erey, 2011).
Apxl est fortement hémolytique et cytotoxique, Apxll est faiblement hémolytique et

cytotoxique, Apxlll est non hémolytique, mais fortement cytotoxique et ApxIV est

faiblement hémolytique (Frey et Kuhnert, 2002; Frey, 2011). La sécrétion des toxines
dépend du sérotypes des souches. Les souches trés pathogénes du sérotype 1, 5, 9 et
11 sécretent Apxl, Apxll et ApxIV, les souches peu pathogénes du sérotype 2, 4, 6, 8 et
15 sécrétent Apxll, Apxlll et ApxIV, et les autres sérotypes sécretent une des trois
premieres Apx en plus d’ApxIV (Erey, 2011). Plus spécifiguement, les sérotypes 1, 5, 9,
10, 11 et 14 expriment Apxl, tous les sérotypes sauf 10 et 14 expriment Apxll et les
sérotypes 2, 3, 4, 6, 8 et 15 expriment Apxlll (Gimenez-Lirola et al., 2014). Toutes les

souches sécrétent ApxIV lors des infections, mais pas in vitro dans n’importe quelles

conditions testées (Deslandes et al., 2010; Frey, 2011). Le locus apxll ne contient que

les génes apxIIC et apxlIA, et c’est le SST1 de Apxl qui est responsable de I'export

d’ApxlIA, tandis que celui d’ApxIll ne peut pas exporter ApxIlIA (Kuhnert et al., 2005;

Kuhnert et al., 2011). L’espéce A. porcitonsillarum posséde I'opéron apxIICABD

complet, avec des génes d’exports fonctionnels, suggérant que I'opéron était autrefois
fonctionnel, et des analyses génétiques suggérent que la version tronquée retrouvée
chez A. pleuropneumoniae proviendrait d’'une recombinaison a l'intérieur de I'espéce,

mais pas d’un transfert horizontal incomplet de 'opéron (Kuhnert et al., 2005). Les

toxines ApxIA et ApxIIA sont aussi retrouveées chez A. rossii et les toxines ApxIIA et
ApxIIIA sont aussi présentes chez A. suis, tandis que la toxine ApxIVA est spécifique a

'espéce A. pleuropneumoniae (Gimenez-Lirola et al., 2014). ApxIIA est nécessaire pour

causer une pleuropneumonie porcine et c’est une combinaison d’ApxIA et d’ApxIIA qui

détermine la sévérité de la maladie et la mort du porc. ApxIlIA et PaxA ne sont pas
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hémolytiques, mais sont positives pour la réaction de CAMP. ApxlIlIA est hautement

cytotoxique envers les macrophages (Frey et Kuhnert, 2002). L’activité cytotoxique de

PaxA n’est pas connue, mais toutes les souches virulentes isolées expriment le géne
paxA, tandis que les souches n’ayant pas paxA sont soit des souches commensales ou

des pathogenes opportunistes (Frey et Kuhnert, 2002).

3.1.3.2 Lkt

Mannheimia haemolytica cause des pneumonies séveres chez le bétail, le
mouton et la chévre et code pour la leucotoxine RTX Lkt (Erey, 2011). Lkt est
faiblement hémolytique et semble étre le facteur de virulence principal de I'espéce, et
cette toxine est seulement toxique envers les leucocytes des ruminants, ce qui
expliquerait la restriction de I'héte que M. haemolytica est capable d’infecter (Frey,

2011). Lkt cause la lyse des leucocytes via la voie d’apoptose dépendante de la

caspase-9 (Atapattu et Czuprynski, 2005).

3.1.3.3 MmxA et MbxA

Morganella morganii produit la RTX MmxA qui démontre une activité cytotoxique

envers les leucocytes humains polymorphonucléaire (Linhartova et al., 2010). MbxA de

Moraxellaceae bovis est un facteur de virulence important des infections de
kératoconjonctivite bovines ou elle endommage les cellules épithéliales cornéennes

(Linhartova et al., 2010). L’'opéron mbxCABD est présent seulement chez les souches

hémolytiques et fait partie d’'un ilot de pathogénicité mobile (Linhartova et al., 2010).
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3.2 Les «leucotoxines »

Les leucotoxines peuvent seulement agir sur des types cellulaires restreints
provenant d’espéces spécifiques. LktA est cytolytique seulement envers les leucocytes
et plaquettes des ruminants, et LtxA se lie seulement aux lymphocytes et granulocytes
d’humains, des hominidés et des cercopithécidés (Linhartova et al., 2010). Toutefois,
LtxA et LktA sont hémolytiques (Linhartova et al., 2010).

3.2.1 LKktA et LtxA

LKtA joue un rdle dans la pneumonie bovine et ovine et LtxA est le facteur de
virulence principal dans la parodontite localisée agressive chez les humains (Fine et al.,

2006; Haubek et al., 2006). Ces deux toxines sont aussi capables d’inhiber la matilité, le

chimiotactisme, la poussée oxydative des neutrophiles, la relache de médiateurs
inflammatoires des granulocytes et des macrophages, d’empécher la phagocytose par
les cellules polymorphonucléaires et de perturber le phagosome, permettant l'invasion
bactérienne du phagocyte. La synergie de ces effets réduit énormément la réponse

immunitaire de I’h6te (Balashova et al., 2007). LtxA est aussi capable de réagir avec la

superoxyde dismutase Cu/Zn et protége ainsi la bactérie elle-méme des réactifs

d’oxygéne produit lors de la réponse inflammatoire de I’héte (Balashova et al., 2007).

LtxA est homologue a 40-50% a HIyA et LktA. ProLtxA et proLktA peuvent lier
une cellule cible, mais ne cause aucune augmentation de calcium et ne sont pas
cytotoxiqgue. ProLktA peut étre acylé par HlyC, CyaC et LtxA (Lally et al., 1994; Westrop
et al., 1997).

Des neutrophiles isolés de bovins souffrant d’'une déficience d’adhésion des
leucocytes étaient résistants a la lyse par LktA. Cette maladie est causée par une
mutation ponctuelle dans la région extracellulaire de la sous-unité CD18, ce qui réduit

I'expression de l'intégrine B2 de LFA (Nagahata, 2004). La lignée cellulaire K562

n’exprimant pas LFA-1 est résistante a LtxA, mais une transfection du gene de ce

récepteur rend cette lignée sensible a I'effet cytotoxique de LtxA (Lally et al., 1997). Une
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expérience similaire avec LktA démontre le méme effet et que le degré de cytotoxicité

correle avec le niveau d’expression de LFA-1 (Leite et al., 2000).

L’effet des leucotoxines est hautement dépendant de la dose a laquelle les
cellules cibles sont soumises. A des concentrations sublytiques, il y a une augmentation
de la concentration de calcium, activation des neutrophiles et des cellules mononuclées
afin de causer une poussée oxydative, une dégranulation et relachement de cytokines
proinflammatoires et production de médiateurs lipidiques par les macrophages (Kelk et
al., 2008; Balashova et al., 2009). Lorsque la concentration de toxine atteint un seuil

critique, les cellules cibles entrent en apoptose (Kelk et al., 2003). En haut de ce seuil,

les mécanismes d’apoptose sont dépassés et I'excés de pores sur la cellule la force a

entrer en nécrose.

La production de leucotoxines est augmentée en condition anaérobique et est
régulée par divers stimuli environnementaux tel que la disponibilité du fer, la
température, le niveau de sucre et la concentration de molécules de signalisation du
systeme de « quorum sensing » (Fong et al., 2001; Inoue et al., 2001; Marciel et
Highlander, 2001; Kolodrubetz et al., 2003; Balashova et al., 2006).

3.2.2 Latoxine CyaA de Bordetella pertussis

La toxine CyaA est unique parmi ce groupe de toxine, car elle posséde aussi, en
extrémité N-terminal, un domaine fonctionnel d’adénylate cyclase (AC) qui permet
l'invasion cellulaire, et ce, en plus de sa capacité a former des pores. Sa fonction plus
typique d’une toxine RTX, exprimée en plus de sa fonction adénylate cyclase, requiert
gue ces cellules cibles expriment le récepteur MAC-1 (CD11b/CD18) et la toxine utilise
son domaine AC, de plus faible efficacité, lorsque la cellule n’exprime pas ce récepteur

(Vojtova et al., 2006). La plupart des AC entrent dans le cytoplasme via 'endosome,

mais CyaA est capable de rentrer en passant directement a travers la membrane
cytoplasmique, sans passer par une endocytose médiée par un récepteur (Vojtova et

al., 2006). Une fois a l'intérieur de la cellule, le domaine AC de CyaA lie la calmoduline

et convertit ’ATP en cAMP, une molécule de signalisation, empéchant ainsi la poussée

oxydative et la phagocytose et induit la sécrétion de cytokines immunomodulatoires,
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abolissant par le fait les fonctions bactéricides des phagocytes (Vojtova et al., 2006). La

reconnaissance du récepteur MAC-1 se fait par les répétitions riches en glycine et
aspartate, mais tout le domaine « RTX » de CyaA semble étre important pour I'insertion
et la translocation de la partie adénylate cyclase. L’énergie pour la translocation est
obtenue par un potentiel négatif de la membrane. CyaA est responsable de I'induction
d’IL-6 par les cellules épithéliales de la trachée. Dans le modéle d’infection pulmonaire
murin, CyaA augmente I'efficacité de la colonisation, induit des lésions
histopathologiques dans les poumons, recrute des leucocytes inflammatoires et cause
la mort des cellules. Il a méme été démontré que de faibles concentrations de CyaA

peuvent inhiber 'opsonophagocytose médié par le complément (Vojtova et al., 2006).

CyaA peut aussi perturber le potentiel membranaire des mitochondries, menant a
'apoptose des macrophages (Vojtova et al., 2006).

3.3 Régulation

RfaH, un régulateur positif de I'opéron rfa, agit comme un facteur
d’antiterminaison pour les génes hlyB et hlyD, et donc la régulation de hlyC et hlyA n’est

pas couplée avec celle des géenes de transport (Thomas et al., 2014). La régulation par

RfaH nécessite un terminateur rho-indépendant qui se positionne dans I'espace

intergénique entre hlyC et hlyB (Thomas et al., 2014). Dans la région en aval du

promoteur de I'opéron hlyCABD, il y a deux séquences appelées JUMPstart (« just
upstream of many polysaccharide-associated starts ») et ops (« operon polarity
suppressor ») qui sont reconnus par RfaH. L’ARN polymérase effectue une pause a la
séquence JUMPstart, permettant d’exposer ops a RfaH, qui va lier cette séquence ainsi
que '’ARN polymeérase et permettre d’établir un complexe stable ayant un taux de
transcription plus rapide et qui est plus processif sur une longue distance, permettant
donc a I'ARN polymérase de continuer la transcription sans arrét supplémentaire

(Thomas et al., 2014). Sans la liaison de RfaH, 'ARN polymérase ne peut rester lier a

I’ADN suite a la transcription du géne hlyA et débarque. La régulation par RfaH fait en
sorte que les génes de transport hlyB et hlyD sont exprimés a un niveau plus faible que
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les genes hlyC et hlyA (Thomas et al., 2014). La figure 9 montre 'organisation

geéneétique de I'opéron hlyCABD (Stanley et al., 1998).

!

RfaH

Figure 9 : Organisation génétique de I'opéron rtxCABD ainsi que le site de liaison de RfaH,
(Thomas et al., 2014)

Il existe une régulation temporelle de I'opéron, ou la sécrétion de toxine a lieu tét
dans la phase exponentielle de croissance et continue jusqu’a la frontiére avec la phase

stationnaire, juste avant I'arrét de croissance (Thomas et al., 2014). Les régulateurs

globaux de l'organisation nucléoide H-NS et Hha régule I'expression de I'opéron
lorsque la température de I'environnement est basse. Il y aurait aussi une boucle de
rétroaction négative pour I'expression du géne hlyC, car en absence des génes
d’export, une surproduction d’HlyA cause une réduction de I'expression du géne hlyC

par trois fois (Thomas et al., 2014).

La régulation de I'opéron hlyCABD fut surtout étudiée in vitro, et il est présumé
que I'expression a seulement lieu lors d’'une infection, ou I'expression est peut-étre
initiée par des signaux de « quorum sensing » qui augmenterait I'expression de RfaH
(Thomas et al., 2014).
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3.4 Les toxines MARTX

Les toxines MARTX différent des autres toxines RTX par leur structure
moléculaire et 'organisation de I'opéron. Ces toxines sont retrouvées chez différentes
especes de Vibrio, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica, Yersinia kristernsenii,
Proteus mirabilis, Photorhabdus luminescens et Photorhabdus asymbiotica (Satchell
2007; Li et al., 2008b). La toxine MARTX de Vibrio cholerae, MARTCyc, est la plus
étudiée (Satchell, 2007). Ces toxines ont une longueur variant entre 3212 et 5206

acides aminés (Satchell, 2007). L’extrémité C-terminal contient une séquence
consensus de 18 acides aminés X(V/NXXGXXNX(V/I)XXGDGXDX et les répétitions de
nonapeptide sont remplacées par un motif central dont la séquence est G-7X-GXXN

(Satchell, 2007). L'extrémité N-terminal contient aussi des répétitions pouvant étre

divisées en deux classes, soit une séquence consensus de 20 résidus
GXXG(N/D)(L/M(T/S)FXGAG(A/G)XNX(L/NX(RH) ou une séquence consensus de 19
résidus T(K/H)VGDGX(S/T)VAVMXGXAN(I/V)X (Satchell, 2007). Au total, les
répétitions riches en glycine représentent 25% de la séquence totale de MARTX\c et

sont responsables de la liaison a la cellule cible et facilite la translocation d’environ

1700 acides aminés centraux au cytoplasme de la cellule cible (Satchell, 2007). La

partie centrale qui est transloquée dans le cytoplasme de la cellule est composée de
différents domaines, selon le type de toxine (Boardman et Satchell, 2004; Satchell,

2007). Cette différence de domaines qui peuvent étre présents dans chaque partie

centrale indique donc que l'activité et le role de chaque toxine différent aussi.

Les genes des MARTX sont codés sur deux opérons, rtxHCA et rtxBDE, ou rtxH

code pour une protéine dont la fonction est inconnue (Boardman et Satchell, 2004). Les

autres génes semblent coder pour des homologues, mais une différence serait le gene
rtxE codant pour une deuxiéeme ATPase nécessaire a la sécrétion, car I'inactivation du
gene empéche la sécrétion de la toxine chez V. vulnificans et V. anguillarum et réduit

leur virulence envers des cellules épithéliales (Boardman et Satchell, 2004; Lee et al.,

2008; Li et al., 2008b). L’'OMP requis pour la sécrétion, généralement TolC, mais peut

étre un homologue de TolC, est codé par un géne se trouvant a I'extérieur du locus rtx

(Boardman et Satchell, 2004). Ce systeme de sécrétion de type 1 atypique a quatre
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composantes semble étre conserveé chez la famille MARTX (Boardman et Satchell,

2004). Le locus de MARTX contient un gene C codant pour une acétyletransférase,
mais celle-ci ne semble pas nécessaire pour I'activité de MARTXvc, quoique la
protoxine démontre une activité réduite, et n’affecte aucunement l'activité de la MARTX

de Vibrio vulnificans (Lee et al., 2007; Liu et al., 2007). Ces résultats démontrent que

I'acylation ne semble pas requise pour la fonction de toutes les MARTX.

Le SST1 de MARTX est régulé par la phase de croissance (Boardman et al.,

2007). Le répresseur de I'opéron rtxBDE se trouve a 'extérieur du locus rtx, ne semble
pas étre relié au quorum sensing, mais V. cholerae régule le locus selon son degré de

stress (Boardman et al., 2007).

MARTXvc se retrouve chez des isolats cliniques et environnementaux de V.
cholerae, a I'exception du biotype O1, et contient 4545 résidus pour un poids

moléculaire d’environ 485 kDa (Chow et al., 2001). Contrairement aux toxines RTX

formant des pores mentionnés plus tét, MARTXvc n’interrompt pas l'intégrité
membranaire et ne lie pas les cellules cibles, mais contribue plutét a la réponse
inflammatoire aigué causée lors du choléra en modifiant la perméabilité des jonctions

serrées (Cordero et al., 2006). Ceci cause un arrondissement des cellules cibles et la

dépolymérisation du cytosquelette d’actine, mais n’induit pas I'apoptose ou la nécrose

(Cordero et al., 2006). Les monoméres d’actines sont habituellement lié par des liens

covalents grace a un « actin cross-linking domain » (ACD) qui nécessite la G-actine

comme substrat et une molécule d’ATP (Kudryashov et al., 2008). La toxine MART Xvc

contient un ACD entre les résidus 1963 et 2375 qui catalysera un lien isopeptide

(Kudryashov et al., 2008). La délétion du domaine ACD n’empéche toutefois pas

'arrondissement des cellules, car la toxine a un deuxieme mécanisme qui s’attaque a la
régulation des GTPase Rho, Rac et Cdc42, soit un domaine d’inactivation Rho (RID)
gui inactive par un mécanisme distinct des autres toxines bactériennes ayant le méme

réle (Sheahan et Satchell, 2007). Une fois la région centrale de la toxine a l'intérieur du

cytoplasme, 'ACD est relaché du reste par I'autocatalyse via un domaine cystéine
protéase (CPD) conservé qui est activée par la liaison de I'acide phytique (InsPs) qui se

retrouve en grande concentration en périphérie de la membrane interne, concentration
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supérieure a 10uM, et qui est unique aux cellules eucaryotes. Ce mécanisme qui

assure que I’ACD sera seulement relaché une fois rendu au cytoplasme de la cellule

héte (Lupardus et al., 2008). Le CPD clive aussi le domaine RID, permettant a plusieurs

domaines d’étre relaché a l'intérieur de la cellule cible (Lupardus et al., 2008).

MARTXw de V. vulnificans a 80-90% d’identité a MARTXvc, mais ne possede
pas de ACD, et, conséquemment, est incapable de causer une dépolymérisation du
réseau d’actine, mais posséde le domaine RID et CPD. MARTXvwv est toutefois
cytolytique et tres important pour la virulence de la souche (Lee et al., 2007; Liu et al.,
2007).

Vibrio anguillarum posséde une MARTX importante pour sa virulence et une

hémolysine, Vah1l, est aussi présente chez la souche M93Sm (Li et al., 2008b). Vah1l

cause la vacuolisation cellulaire tandis que MART Xva cause I'arrondissement cellulaire
par son domaine RID seulement, puisque le domaine ACD est absent. Un simple
mutant vahl ou rtxA est atténué et le double mutant n’est pas cytotoxique (Li et al.,
2008b).

Photorhabdus luminescens possede des MARTX se trouvant sur deux régions
éloignées du chromosome ou il y a quatre loci intacts des genes rtxA et quatre loci
interrompus par des mutations du cadre de lecture ou insertion de séquence (Duchaud
et al., 2003). L’organisation des génes est identique a celle de V. cholerae, mais RtxA
ne possede aucun domaine ACD, suggérant que la toxine est incapable de causer la

dépolymérisation du réseau d’actine de la cellule cible (Duchaud et al., 2003).
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3.5 Les RTX adomaine cadhérine

Deux nouvelles toxines RTX, RtxL1 et RtxL2, ont été identifiées chez Vibrio
cholerae N16961, mais sont aussi présentes chez toutes les souches O1, 0139, et les
souches non-01-non-0139 VCE232 et VCE309, et jouent un réle dans la virulence

dans un modele murin (Chatterjee et al., 2008). Ces deux toxines sont caractérisées

par la présence de plusieurs domaines cadhérines permettant I'adhérence et la
formation de biofilms, mais elles sont toutefois classées dans la famille RTX des
hémolysines et leucotoxines puisqu’elles ont un effet hémolytique sur les érythrocytes

humains (Chatterjee et al., 2008). Une autre toxine RTX, avec plusieurs domaines

cadhérines, FrhA, fat retrouvée chez la souche O1 classique 0395 et chez les souches
O1 El Tor A1552 et P27459, et elle est considérée comme une hémagglutinine « RTX-

like » (Syed et al., 2009). L’expression de FrhA est régulée positivement par le méme

mécanisme de régulation flagellaire (Syed et al., 2009). FrhA est responsable de

'adhérence aux cellules épithéliales et a la chitine, augmente la formation de biofilm et

est impliqué dans la colonisation intestinale des jeunes souris (Syed et al., 2009).

3.6 Les protéases RTX

Les protéases RTX sont des métalloprotéases microbiennes dépendantes du
zinc appartenant au sous-groupe metzincin métalloendopeptidases, et leur taille

moyenne est de 50 kDa avec un point isoélectrique de 4.0-4.6 (Miyoshi et Shinoda,

2000). Le domaine protéolytique se trouve a I'extrémité N-terminal et les domaines de

liaison au calcium se trouvent a I'extrémité C-terminal (Miyoshi et Shinoda, 2000). Ces

protéases sont sécrétées sous forme de proenzyme nécessitant une activation par
protéolyse post sécrétion. Ce sous-groupe contient trois histidines nécessaires a la
liaison d’un ion de zinc et un acide glutamique important pour I'activité catalytique

(Miyoshi et Shinoda, 2000). De plus, ce groupe contient une méthionine conservée a un

point proche du site catalytique, 40 a 60 résidus de I'extrémité C-terminal (Miyoshi et

Shinoda, 2000). Sous forme proenzyme, le site catalytique est caché et empéche la

liaison a un ion de zinc, et différentes protéases se retrouvant dans le milieu
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extracellulaire peuvent rendre le site de liaison au zinc disponible. Les protéases RTX,
tout comme les autres métalloprotéases dépendante du zinc, sont inhibées par 'EDTA,
un inhibiteur général de métalloportéases, et par o-phenanthroline, un inhibiteur
spécifique de métalloprotéases dépendante du zinc (Zhang et al., 1999).

Le locus de la protéase RTX de P. aeruginosa est composé de cing génes, aprD,
aprE et aprF codant pour le systeme de sécrétion de type 1, aprA codant la protéase, et

aprl codant pour un inhibiteur de protéase (inh) (Duong et al., 1992). L’organisation de

ces génes dans I'opéron est variable — une représentation se trouve dans la figure 10—
et 'organisation génétique semble dépendre du nombre de protéases sécrétées.
Erwinia amylovora sécrete une seule protéase RTX, P. mirabilis en sécrete deux, ZapA
et ZapE, et E. chrysanthemi sécrete quatre protéases RTX, soit prtG, prtC, prtB et prtA.
Certaines espéces bactériennes combinent 'opéron des protéases RTX a celui des
lipases RTX (Bowen et al., 2003).

aprX apr aprE aprF aprA aprl
P. aeruginosa - - >
priA inh priB priC prtD
Photorhabdus E B3 > o =
prtA frih mo HE hF A
P. fluorescens SIK W1 - - > >
aprX  inh aprD aprE aprF priA prt8 lipA
P. fluorescens B52 E s bl be
aprA  inh aprD aprE
P brassicacearum - el H
priA priD priE prtF
E. amylovora —__{ > H >
) prtG  inh prtD priE prtF prtB priC priA
E. chrysanthemi - p3 | >
zapE zapA zapB zapC zapD
P mirabilis —EEG_D—E byl A >
| | - [ ez
RTX protease RTX protease Transport RTX lipase Non-RTX protease
inhibitor

Figure 10 : Organisation génétique des protéases de la famille des protéines RTX (Linhartova et
al., 2010).

L’inhibiteur de protéases d’E. chrysanthemi, Inh, est synthétisé sous forme d’'un
polypeptide de 12 kDa ayant un peptide signal de 19 acides aminés qui est clivé lors de

'export au périplasme par un systéme Sec-dépendant (Dahler et al., 1990; Ghigo et
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Wandersman, 1992). Inh est capable d’interagir avec des protéases RTX d’autres

especes, tandis que certains sont trés spécifiques, et a comme réle la protection des
protéines du périplasme dans I'éventualité ou les protéases RTX sécrétées se

retrouvent au périplasme au lieu du milieu extracellulaire (Dahler et al., 1990; Ghigo et

Wandersman, 1992). L'inhibiteur de protéases a une forte affinité envers la protéase et

se lie a celle-ci par un lien covalent irréversible, empéchant les protéases d’interagir et

de cliver les protéines bactériennes (Baumann et al., 1995; Valens et al., 2002).

ArpA de P. aeruginosa hydrolyse la fibrine, le fibrinogene et la laminine et agit

comme anticoagulant (Shibuya et al., 1991). Son habilité de dégrader la laminine

montre un réle direct avec l'invasion de tissue et la nécrose tissulaire hémorragique qui

survient lors d’'une infection par P. aeruginosa (Shibuya et al., 1991). ArpA est aussi

capable de dégrader C1q et C3, des composantes du complément, ce qui permettrait a

la bactérie de survivre et de proliférer dans le sang (Hong et Ghebrehiwet, 1992). ArpA

dégrade aussi le protéoglycane de la matrice extracellulaire, une structure majeure de

la cornée, et jouerait aussi un réle dans la nécrose colliquative de la cornée (Kreger et
Gray, 1978).
ZapA est capable de cliver 'immunoglobuline G et 'immunoglobuline A1 et A2,

conférant a P. mirabilis une résistance a I'opsonisation lors des infections du tractus

urinaire (Loomes et al., 1993; Wassif et al., 1995).

L’extrémité N-terminale de la toxine Sap de Caulobacter crescentus est une
protéase RTX tandis que I'extrémité C-terminale de Sap est une protéine RTX de la

couche S, un groupe de protéine RTX qui sera décrit dans la section 3.9 (Umelo-Njaka

et al., 2002). Ceci démontre I'évolution des toxines RTX et leur capacité d’avoir des

caractéristiques de plusieurs toxines différentes. Malgré le fait que Sap ne possede pas
de signal peptide de sécrétion, la toxine est quand méme sécrétée par un systeme de

sécrétion de type 1 (Ford et al., 2007).
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3.7 Lipases RTX

Les genres Pseudomonas et Serratia produisent des lipases RTX de la sous-
famille 1.3 qui ne possédent pas de résidus cystéine, ne requiert aucun gene

supplémentaire pour leur activité et qui sont sécrétées par SST1 (Ahn et al., 1999). La

production de ce type de lipase par P. fluorescens B52 est réprimée par le fer et est
régulée par la température, ou la production de lipase atteint son maximum a une

température inférieure a la température optimale de croissance (Woods et al., 2001). La

production est aussi régulée par le systeme osmorégulatoire a deux composantes

homologue d’E.coli EnvZ-OmpR et elle est réduite par le NaCl (McCarthy et al., 2004).

La production de lipase par P. brassicacearum est régulée par les changements de
phase (McCarthy et al., 2004).

Un schéma de I'arrangement génétique des diverses lipases RTX se trouve a la
figure 11. Chez S. marcescens, le gene de lipase RTX lipA ne se trouve pas avec les
genes lipB, lipC et lipD codant pour I'exporteur ABC, la MFP et TOMP du SST1
respectivement. Ce SST1 exporte, en plus de LipA, la métalloprotéase PrtA et SlaA,

une protéine de la couche S (Nakahama et al., 1986; Kawai et al., 1998). Le gene de la

lipase TilA de la souche SIK W1 de P. fluorescens se retrouve en aval du systéme de
sécrétion de type 1 qui est lui en aval de la protéase PrtA et I'inhibiteur de protéase Inh

(Ahn et al., 1999). Quant a elle, la souche 33 de P. fluorescens regroupe le gene de la

lipase avec les génes d’'une protéase alcaline, I'inhibiteur de la protéase et le SST1,
prtA, inh et aprADEF respectivement, ainsi qu’avec deux homologues d’une sérine

protéase de Serratia, pspA et pspB (Kawai et al., 1999).
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Figure 11 : Arrangement génétique des lipases RTX (Linhartova et al., 2010).
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3.8 Bactériocines

Les bactériocines sont de petits peptides ou protéines thermostables
synthétisées par des bactéries qui tuent ou inhibent la croissance d’autres bactéries

(Abrudan et al., 2012). Les bactériocines ont un spectre étroit et la bactérie productrice

est résistante a la bactériocine produite (Abrudan et al., 2012). Des bactériocines de la

famille RTX sont retrouvées sur des plasmides chez des bactéries Gram négatifs
pathogenes des plantes ou en relation d’endosymbiose avec les plantes (Linhartova et

al., 2010). Le tableau 2 montre les bactéries exprimant les bactériocines RTX.

Tableau 2 : Différentes bactériocines de la famille RTX. Modifié de (Linhartova et al., 2010)

Protéine Bactérie Masse moléculaire Nombre de répétitions
(kDa) RTX
ORF Rhizobium leguminosarum souche 248 102 18
RzcA Rhizobium leguminosarum bv. viciae 439 18
souche 306
RtxA Bradyrhizobium elkanii 88 NA
XF2407 Xylella fastidosa 219 NA
XF2759 Xylella fastidosa 139 NA
RtxA Xanthomonas oryzae pv. oryzae 48 NA
RzcA Agrobacterium tumefaciens souche C58 204 54

3.9 Protéines RTX de la couche S (« S-layer »)

Les protéines de la couche S forment un assemblage cristallin deux
dimensionnel couvrant la surface extérieure de plusieurs bactéries archées, capable de
s’auto assembler sur la couche de support de I'enveloppe. Les couches S sont
composeées d'une seule protéine ou glycoprotéine ayant une taille variable entre 40 et
200 kDa (Sleytr et al., 2007). Des protéines de la couche S furent identifiées chez des

bactéries pathogénes et non pathogénes ainsi que chez les cyanobactéries. Ces
protéines ont un pH acide, ne contiennent pas de cystéines et sont produites en grande

guantité et peuvent composer 10 a 12% des protéines de la cellule (Sleytr et al., 2007).
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Ces protéines de la famille RTX possedent généralement deux domaines, soit un
domaine typique des protéines de la couche S dans la partie N-terminal et des sites de
liaison de calcium et un signal peptide non clivable pour le SST1, plus typique de la
famille RTX, dans la partie C-terminal (Sleytr et al., 2007). La liaison du calcium aux

répétitions permet une meilleure cristallisation a la surface de la cellule.

La protéine RTX de la couche S la mieux caractérisée est RsaA de Caulobacter

crescentus, ayant un poids moléculaire de 98 kDa (Smit et al., 1992). Une sous-unité

est formée par la liaison de six monoméres RsaA qui pourront lier d’autres sous-unités,
ainsi formant une matrice bidimensionnelle d’environ 40 000 RsaA dont la porosité

exclurait les molécules d’'un poids moléculaire supérieur a 17 kDa (Smit et al., 1992).

Certains monomeéres RsaA s’attachent a la surface bactérienne en formant des
interactions avec le LPS lisse tandis que d’autres monomeéres s’unissent avec des

monomeres déja attachés a la surface bactérienne (Ford et al., 2007). La liaison d’ions

de calcium permet la bonne cristallisation de RsaA, et des perturbations aux répétitions

RTX, ou méme proches de celles-ci, résultent en la séparation de RsaA (Ford et al.

2007). Le réle de la porosité de la couche formée serait la protection contre les

différents dangers de I'environnement (Ford et al., 2007).

RsaA est synthétisé de facon constitutive, sans induction et de facon continue a
travers le cycle cellulaire, par le géne rsaA qui se trouve en amont des genes rsaD et
rsak, codant la protéine ABC et MFP du SST1 respectivement. Le gene rsaF,, se
trouvant a plusieurs kilobases en aval de rsaA, code pour une des deux OMP que RsaA
peut utiliser pour sa sécrétion. Méme si une seule OMP est utilisée pour 'assemblage
d’'un SST1, les deux OMP sont nécessaires pour maintenir une sécrétion de RsaA
équivalente a la souche sauvage (Toporowski et al., 2004).

Trois protéines de la couche S, Crs, CsxA et CsxB, sont présentent chez
Campylobacter rectus, une bactérie Gram négatif associée a une parodontite humaine
et elles sont des facteurs de virulence permettant I'évasion des défenses de I'héte tels
gue la phagocytose et la lyse par le complément (Thompson, 2002; LaGier et
Threadqill, 2008).
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3.10 RTX chez les cyanobactéries

Les protéines RTX sont communes chez les cyanobactéries, et certaines jouent
un réle dans la motilité, tel que SwmA de la souche WH8102 de Synechococcus sp,
l'oscillin de Phormidium uncinatum ou la protéine « hemolysin-like » SII1951 de la
souche PCC 6803 de Synechocystis sp. (McCarren et al., 2005).

SwmA est une protéine glycosylée de 130 kDa qui contient plusieurs répétitions
riches en glycine et aspartate servant a la liaison a la membrane externe, formant ainsi

une couche S (Brahamsha, 1996; McCarren et al., 2005). SwmA, en plus de permettre

la formation de la couche S, est requise pour la motilité de la souche WH8102, car un
mutant swmA est incapable de former la couche S, mais est aussi incapable de se
déplacer. Cependant, la rotation suite a I'attachement n’est pas affectée, ce qui indique

gue SwWmA est requise pour la poussée, mais pas pour le torque (Brahamsha, 1996;

McCarren et al., 2005). La chélation par 'TEDTA empéche la formation de la couche S
en solubilisant SwmA (Brahamsha, 1996; McCarren et al., 2005).

L’oscilline est une protéine RTX en forme de batonnet se trouvant a la surface de
la couche S de P. unicatum composée de 646 acides aminés et 46 répétitions (Hoiczyk,
2000). La surface hautement glycosylée de l'oscilline permettrait a P. unicatum de
s’adhérer temporairement avant de générer une poussée et glisser dans la direction
désirée (Hoiczyk, 2000).
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3.11 Nodulation

Une protéine RTX de 30 kDa, NodO, trouvée chez R. leguminosarum, joue un

réle dans la nodulation des pois et des vesces (Sutton et al., 1994). NodO est capable

de former des canaux sélectifs aux ions dans des bicouches lipidiques planaires qui

sont larges et reste ouvert de facon stable (Sutton et al., 1994). Le mécanisme d’action

de NodO est inconnu, mais deux hypothéses furent émises. La premiéere hypothése est
gue NodO formerait des pores dans les cellules de la racine, facilitant le passage de

facteurs de nodulation de lipooligosaccharides (Sutton et al., 1994). La deuxiéme

hypothése est que le flux de cation a l'intérieur des cellules amplifie le signal des

facteurs de nodulation (Sutton et al., 1994). Les genes prsDE codants pour le SST1 de

NodO semblent étre conservés chez Rhixobiaceae, méme lorsque la souche ne

contient pas le gene nodO (Finnie et al., 1998). Ce SST1 est nécessaire pour la

sécrétion de plusieurs protéines liant le calcium utilisé lors de la formation des nodules
et pour les mécanismes de fixation d’azote des nodules, en plus de permettre la
sécrétion de PIlyA et PlyB, des glycanases ne faisant pas partie de la famille RTX
utilisées pour le métabolisme des exopolysaccharides par Rhizobium (Einnie et al.
1998).
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4 Systeme de sécrétion de type 1

L’enveloppe des bactéries Gram négatifs est composée de deux membranes

séparées par I'espace périplasmique (Buchanan, 2001). Les deux c6tés de la

membrane interne sont identiques et composés majoritairement de trois
phospholipides, soit phosphatidyléthanolamine, phosphatidylglycérole et la cardiolipine

(Buchanan, 2001). Les protéines transmembranaires de la membrane interne, qui sont

généralement hydrophobiques, permettent le transport de nutriments, la translocation
de protéines et fournissent I'énergie a la bactérie par la phosphorylation oxydative

(Buchanan, 2001). Contrairement a la membrane interne, la bicouche lipidique de la

membrane externe est asymeétrique ou la composition de la couche interne de celle-ci

est identique a la couche de la membrane interne (Buchanan, 2001). La couche

externe, quant a elle, est composée de lipopolysaccharides reliés par du
peptidoglycane contenant des transporteurs permettant I'entrée de nutriment ou I'export

de toxines et de déchets (Buchanan, 2001). La membrane externe est imperméable aux

molécules dont la taille est supérieure a 600 Da, protégeant ainsi la bactérie de

molécules nocives se retrouvant dans I'environnement (Buchanan, 2001).

La présence de deux membranes rend le transport chez les bactéries Gram
négatifs plus difficile que chez les Gram positifs, puisque les protéines amphiphiles ou

hydrophiles doivent passer a travers deux barrieres hydrophobiques (Thomas et al.,

2014). Les systemes de sécrétion de type 1 a 6 ont permis de remédier a la situation
(Thomas et al., 2014). Ces systémes sont classés en deux types, sec-dépendant ou la

translocation se fait en deux étapes, d’abord du cytoplasme au périplasme et ensuite
l'intermédiaire périplasmique sera transloqué a I'extérieur, et sec-indépendant ou le
transport se fait directement du cytoplasme au milieu extracellulaire, et ce, en I'absence

d’intermédiaire périplasmique stable (Thomas et al., 2014). Les systémes de sécrétion

de type 1 et 3 sont sec-indépendant, les systemes 2 et 5 sont sec-dépendant, tandis
gue le systeme de type 4 peut étre classé dans les deux puisque le mécanisme de

sécrétion varie selon le substrat (Thomas et al., 2014). Le systeme de sécrétion de type

6 fut découvert récemment et n’est pas encore classé (Thomas et al., 2014). Etant

donné que le SST1 requiert la protéine TolC pour I'export, il est indirectement sec-
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dépendant, car les précurseurs de TolC sont exportés au périplasme par un systeme de

sécrétion sec-dépendant (Werner et al., 2003).

Le systéeme de sécrétion de type 1, le systeme de sécrétion le plus simple chez
les bactéries Gram négatifs et aussi appelé systeme ABC-dépendant, consiste
généralement en trois protéines, soit une protéine canal de la membrane externe, un
transporteur ATP-binding cassette (ABC) de la membrane interne et une protéine de
fusion membranaire périplasmique liée a la protéine de la membrane interne par une

ancre lipidique ou une hélice alpha transmembranaire (Buchanan, 2001; Holland et al.,

2005). La protéine de la membrane interne et la protéine périplasmique sont substrat-
spécifiqgue, mais pas la protéine de la membrane externe, souvent un membre de la

famille TolC, qui est responsable de la sécrétion de plusieurs substrats (Buchanan

2001). Deux modes d’énergies sont requis. La force proton motrice est nécessaire pour
la formation du complexe et I'hydrolyse de 'ATP permet la sécrétion du substrat. Ce
systeme transporte des protéines de taille variante, aussi petit que la bactériocine
collicine V de 5.5 kDa, des protéines d’une taille de 20 kDa comme le chélateur de fer
HasA de Serratia marcescens et des systemes de plus de 900 kDa comme I'adhésine
protéique LapA de Pseudomonas fluorescens ou les MARTX (Gilson et al., 1990;
Satchell, 2011; Thomas et al., 2014).

Le peptide signal de certaines toxines RTX, dont HIyA, peuvent subir
guelques mutations sans affecter le niveau de sécrétion de la toxine, tant et aussi
longtemps que la premiere partie du signal peptide est une hélice alpha amphiphile

(Delepelaire, 2004). Le peptide signal des protéases et lipases RTX ainsi que de HasA

est beaucoup plus conservé et plus sensible a des mutations, ou certaines mutations
ponctuelles peuvent réduire, voir abolir, la sécrétion des protéines, comme par exemple
I'ajout d’un tryptophane aprés le dernier résidu de la métalloprotéase PrtG qui réduit sa

sécrétion de 50% (Delepelaire, 2004). S. marcescens possedent deux systémes de

sécrétion de type 1, pour HasA et pour la lipase LipA qui requiére les genes lipB, lipC et

lipD pour sa sécrétion (Delepelaire, 2004). Ce dernier systéeme peut sécréter, en plus de

LipA, la métalloprotéase Prt de cette espece, mais le SST1 ne reconnait pas HasA.

Chez P. aeruginosa et P. fluorescens, le systeme LipBCD est capable de sécréter la
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protéine HasA de ces deux espéces (HasAPa et HasAPf). Etant donné que le signal de
sécrétion se retrouve au niveau C-terminal, ceci veut donc dire que la sécrétion ne peut
avoir lieu que suite a la traduction complete de la protéine et que cette derniére a le

temps d’adopter au moins sa structure secondaire (Delepelaire, 2004). Dans le cas

d’HIyA, le signal peptide se retrouve dans les derniers 60 acides aminés en C-terminal

(Kanonenberg et al., 2013). Des études avec des mutants capables d’adopter une

conformation active au niveau du cytoplasme avant I'export, ce qui est possible en
induisant les génes d’export tardivement, montrent que des protéines repliées ne
peuvent étre sécréetées par le SST1. Toutefois, il y a reconnaissance de la protéine

repliée par le transporteur ABC, mais il n’y a aucune sécrétion (Delepelaire, 2004).

HasA, qui n’est pas une protéine RTX mais utilise le SST1 et ayant servi a étudier ce
systeme, nécessite la protéine SecB pour sa sécrétion, malgré le fait que le SST1 est

sec-indépendant (Delepelaire, 2004). HasA se replie tres rapidement une fois

synthétisé pour adopter sa structure tertiaire, et la liaison par SecB ralentit de beaucoup
ce repliement, ce qui permet son export puisqu’une fois repliée HasA ne peut étre

exportée (Delepelaire, 2004; Kanonenberg et al., 2013). Le signal peptide des

bactériocines et colicines se retrouvent a I'extrémité N-terminal (Kanonenberg et al.,
2013).

4.1 Transporteurs ABC

Tous les transporteurs ABC possedent une architecture canonique, composés
de deux domaines transmembranaires hydrophobes (TMD) formant un canal et deux
domaines de liaisons aux nucléotides hydrophiles (NBD) responsables de I'hydrolyse
de 'ATP avec l'aide du cofacteur Mg?* (Schmitt et Tampe, 2002; Oswald et al., 2006;

Davidson et al., 2008; Jones et al., 2009). Une liaison entre un domaine TMD et un

domaine NBD forme un polypeptide de HlyB, et deux monomeres de HlyB formeront un
dimeére fonctionnel d’environ 66 kDa (Schmitt et al., 2003; Thomas et al., 2014). HlyB

contient, en plus de ces domaines, une extension N-terminal de 130 acides aminés qui
est une peptidase C39 tronquée, lui manquant le domaine de clivage. Le rble de cette

peptidase C39 dégénérée est la liaison a HIyA pour empécher la dégradation de la
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toxine par des protéases ou encore I'agrégation de plusieurs HlyA ensemble pendant

gue la toxine attend dans le cytoplasme pour se faire sécréter (Lecher et al., 2012).

Cependant, le domaine C39 ne reconnait pas la séquence GG habituelle, mais
reconnait un motif apres le signal de sécrétion contenant trois répétitions RTX (Lecher
et al., 2012). Le domaine NBD est tres conservé contrairement au domaine TMD,
indiquant donc que c’est le domaine TMD qui détermine la spécificité du substrat a

transporter (Delepelaire, 2004). Les transporteurs ABC impliqués dans la sécrétion des

produits toxiques pour la bactérie possedent un domaine RND (resistance-nodulation-

cell division) (Delepelaire, 2004; Kanonenberg et al., 2013).

42 TolC

La protéine TolC de 55 kDa est aussi impliquée dans I'export de molécules

nuisibles tels les antibiotiques, des solvants organiques et des détergents, et elle est

connue comme une pompe d’efflux multidrogue (Buchanan, 2001). Elle forme un
homotrimere dont les monomeres sont composeés de deux moitiés identiques,
probablement le résultat d’'une duplication, et les monoméres sont constitués de quatre
feuillets béta composant la partie insérée dans la membrane externe et quatre hélices

alpha comprennent la partie périplasmique (Delepelaire, 2004; Thomas et al., 2014). Le

canal formé par TolC est rempli d’eau, et il est presque complétement fermé a
'extrémité cytoplasmique grace a un pont de sel, mais grand ouvert a I'extrémité

extracellulaire (Delepelaire, 2004). La partie se retrouvant dans le périplasme est trop

petite pour permettre le passage d’ions et donc encore moins celle des protéines, et
requiert donc un réarrangement des hélices alpha lors de I'export des protéines sous
forme de structure secondaire, et le repliement final a lieu dans le milieu extracellulaire

(Thomas et al., 2014). Etant donné que la concentration de calcium est supérieure dans

le milieu extracellulaire, soit des concentrations pouvant atteindre 10 mM au lieu de 300
a 500 nM dans le cytoplasme, le repliement ne peut avoir lieu qu’une fois la toxine

sécrétée (Jones et al., 1999; Kanonenberg et al., 2013). Ceci est un bon mécanisme

pour s’assurer que le repliement n’ait pas lieu dans le cytoplasme (Kanonenberg et al.,

2013). TolC peut aussi aider a maintenir 'intégrité de la membrane externe, importer
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certaines colicines, ainsi que de servir d’'un récepteur pour certains phages

(Delepelaire, 2004). Mise a part la sécrétion, TolC semble jouer un réle au niveau du

repliement de la toxine HIyA. En effet, des mutants de TolC dont la sécrétion n’est pas
affectée ne peuvent exporter des toxines actives et HIlyA forme des agrégats entre eux
(Delepelaire, 2004). Des étapes de dénaturation et de renaturation in vitro permettent

de récupérer des toxines actives, montrant donc que I'absence de certains résidus dans
le canal TolC empéche le bon repliement de la toxine, probablement a cause de
mangue de certaines interactions entre les deux protéines (Delepelaire, 2004).

4.3 Assemblage

Le modéle accepté de I'assemblage du SST1 est qu’une liaison entre HlyD et
HIlyB permet a cette derniere de reconnaitre HIyA, et la reconnaissance du substrat
cause un changement de conformation d’HIlyD qui pourra recruter et lier TolC (Letoffe et

al., 1996; Thanabalu et al., 1998). Une extension a I'extrémité N-terminale

cytoplasmique d’HlyD est essentielle a la reconnaissance du substrat HIyA
(Balakrishnan et al., 2001). Il est intéressant a noter qu’en absence d’HlyB, la protéine
HlyD de 53 kDa est déstabilisée et dégradée (Landraud et al., 2003).
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5 Formation de pores

La toxine HIyA, comme décrite auparavant, est toxique pour les érythrocytes, les
monocytes, les lymphocytes, les neutrophiles, les cellules épithéliales rénales, les
cellules endothéliales et les fibroblastes (Thomas et al., 2014). |l existe trois

mécanismes de formation de pores, soit la formation de pore de maniere récepteur-
indépendant, la formation de pore de facon récepteur-dépendant et la formation de pore

par I'association entre HIyA et des vésicules de la membrane externe.

5.1 Formation de pores récepteur-indépendant

L’idée que l'effet de HIyA est indépendant de la présence de récepteurs a la
surface cellulaire est due a la liaison de la toxine a des membranes planaires et des

vésicules unilamellaires (Ostolaza et al., 1993; Menestrina et al., 1994). Des études sur

des érythrocytes de lapin montrent une adhésion non saturable de la toxine, ce qui

signifie que la liaison ne se fait pas via un récepteur spécifique (Valeva et al., 2005). La
liaison semble toutefois étre faite par une adsorption réversible et une insertion

irréversible (Bakas et al., 1996).

5.2 Formation de pores récepteur-dépendant

L’idée derriére cette hypothése est que certaines toxines RTX ont besoin d’'un

récepteur, expliqguant donc la spécificité trés étroite de certaines toxines (Thomas et al.,

2014). De plus, des anticorps ciblés a certains récepteurs, telle que la 32 intégrine,

empéchent la lyse des cellules cibles par HIyA (Lally et al., 1997). L’absence de lyse de

certaines lignées cellulaires, entre autres K562, s’explique donc par I'absence de

récepteurs (32 intégrine a la surface cellulaire (Morova et al., 2008). Les érythrocytes ne

possedent pas de récepteurs B2 intégrine, mais étant donné que les toxines
reconnaissent la partie glycosylée des récepteurs, la lyse des globules rouges est
toujours possible puisque ces cellules possédent des récepteurs glycosylés, tels que la

glycophorine nécessaire pour la liaison par HIyA et les gangliosides pour la liaison par

CyaA (Cortajarena et al., 2001; Morova et al., 2008). La reconnaissance de sucre a la
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surface des érythrocytes expliquerait donc le manque de spécificité de la
reconnaissance des érythrocytes provenant de différentes espéces (Thomas et al.,
2014).

5.3 Formation de pore par I’association de la toxine avec des vésicules de la
membrane externe

Les bactéries Gram négatifs forment beaucoup de vésicules de la membrane
externe (OMV), une conséquence du métabolisme et de la croissance normale

bactérienne (Balsalobre et al., 2006). Les OMV sont essentielles pour 'activation de la

cytolysine ClyA, et environ le deux tiers des toxines HIyA produites par une bactérie
sont associées avec les OMV (Balsalobre et al., 2006). De plus, la toxine EhxA de la

souche d’E. coli 0157 :H7 peut étre retrouvé sous forme libre ou en association avec

les OMV, et ce, de fagon indépendante de I'acylation de la toxine (Aldick et al., 2009).

La forme la plus souvent retrouvée de EhxA est celle en association avec les

OMV (Aldick et al., 2009). Il est intéressant a noter que la toxine EhxA associée aux
OMV est 80 fois plus stable, et sa demi-vie augmente de 15 minutes a 20 heures

(Aldick et al., 2009). Aucune perte d’activité des toxines associées aux vésicules n’a été

observée, et méme que la présence des vésicules permet aux toxines d’étre trés

résistantes aux traitements d’'urée (Balsalobre et al., 2006). Le mécanisme de

cytotoxicité de la toxine EhxA différe selon la forme dans laquelle elle se retrouve. EhxA
en forme libre lyse les cellules cibles en formant un pore dans la membrane
cytoplasmique, tandis que la forme d’EhxA associée aux OMV ne lyse pas les cellules

cibles (Bielaszewska et al., 2014). La toxine est internalisée et endommage la

mitochondrie, ce qui induit 'apoptose médiée par la caspase-9 (Bielaszewska et al.,

2014). L’'avantage de I'induction de I'apoptose au lieu de lyser les cellules est que
'apoptose n’induit pas la sécrétion d’IL-13 des macrophages, ce qui empéche le
déclenchement de l'inflammation et de la réponse immunitaire et contribue a la

virulence des EHEC (Bielaszewska et al., 2014). La toxine semble se retrouver dans

des OMV suite a la formation des vésicules a I'endroit de la machinerie de sécrétion de

type 1 de facon aléatoire puisque TolC, une composante du SST1, se retrouve dans la
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vésicule (Balsalobre et al., 2006). Des études ont démontré qu’EhxA s’associe a la

membrane externe aux OMV suite a la sécrétion de la toxine dans le milieu

extracellulaire a cause de la forte affinité de la toxine pour les OMV (Bielaszewska et

al., 2014). L’association d’EhxA aux OMV est présentée dans la figure 7 a la section
3.1.2. Le mécanisme susceptible d’étre en jeu pour 'acheminement de la toxine a la

cellule eucaryote est 'endocytose (Kesty et al., 2004).
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6 Oligomérisation

Il existe deux hypothéses concernant I'oligomérisation de la toxine, avec des
expériences soutenant I'idée qu’une oligomérisation n’est pas requise par la toxine afin
de causer la lyse cellulaire et d’autres expériences qui démontrent que I'oligomérisation

est nécessaire pour avoir un effet toxique.

Il a déja été démontré qu’une seule molécule d’HIyA est suffisante pour causer la

lyse d’'une cellule (Benz et al., 1992). De plus, 'absence d’isolation de polyméres d’HIlyA

suggeére qu’il n’y a pas d’oligomérisation de la toxine, mais d’autres études comme
I'effet de la concentration de toxine qui, en augmentant, a un grand effet sur la
conductance membranaire indiquent plutot que I'oligomérisation est requise (Benz et
al., 1992). Le temps, la température et la concentration de toxine ont chacun un réle

important dans la formation de pores (Moayeri et Welch, 1994). L’augmentation de la

taille du pore crée par HlyA avec le temps montre que, tout comme le complément,
HIlyA a une fonction semblable a un détergent, c’est-a-dire, qu’elle cause la
déstabilisation de la membrane, la perte de I'effet de barriére de la membrane,
dissipation du gradient électrochimique transmembranaire et perte des constituants
cytoplasmique (Ostolaza et al., 1993; Bechinger et Lohner, 2006). Des études plus

récentes montrent que la toxine est capable d’oligomérisation, un procédé dynamique
fonction du temps, de la concentration de toxines et de la fluidité membranaire (Wiles et

Mulvey, 2013). En fait, il semble que I'acylation des résidus lysines est requise pour

I'oligomérisation puisque I'ajout des résidus acyles cause un changement de
conformation qui expose des régions désordonnées dans la structure tertiaire protéique
gui permettent des interactions protéines-protéines et la formation de pores (Wiles et
Mulvey, 2013).

La formation de pore commence par I'attachement d’'un monomére d’HlyA avec
la membrane de la cellule cible via des interactions électrostatiques suivies par un
rapprochement causé par un changement de conformation médié par sa forme

globulaire suite a I'attachement (Wiles et Mulvey, 2013). Un ancrage irréversible des

hélices alpha de la toxine avec la membrane cellulaire expose des régions
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désordonnées ce qui permet des interactions protéines-protéines (Wiles et Mulvey,

2013). Finalement, des monomeres sont concentrés et une oligomérisation dynamique
peut avoir lieu pour former un pore, étape dépendante de la localisation des

microdomaines et des radeaux lipidiques (Wiles et Mulvey, 2013).
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7 Effet cytotoxique

Une faible concentration d’HlyA promeut une réponse inflammatoire, mais il a
récemment été remarqué que selon le type cellulaire et le temps d’expression de la
toxine, HIyA est capable de supprimer la réponse immunitaire de I’héte contre
I'infection, principalement en empéchant la production de cytokines (Wiles et Mulvey,
2013).

Chez les cellules épithéliales de vessie, HIyA cause aussi I'inactivation de la
sérine-thréonine kinase Akt qui est importante pour la survie cellulaire, les voies de
signalisations métaboliques et immunitaires ainsi que la régulation du cytosquelette

(Wiles et Mulvey, 2013). Le mécanisme d’inactivation d’Akt et si celle-ci est une cible

primaire ou secondaire de la toxine reste a étre élucidée. HlyA stimule la dégradation
rapide de RelA, sous-unité du régulateur NF-kB, et de plusieurs régulateurs des
protéines du cytosquelette, dont la paxilline, HDAC-6 et PAK-1 chez les cellules
épithéliales de la vessie et les macrophages, résultant en I'activation des sérines

protéases de I'héte (Wiles et Mulvey, 2013).

La formation de pores par des toxines, de la famille RTX ou autre, active des
mécanismes de survie chez la cellule eucaryote, grace a I'activation de la MAPK p38
(Kloft et al., 2009). La liaison de I'alpha hémolysine de S. aureus cause un efflux de K*

qui est capable d’activer la caspase-1, une sérine protéase de 45 kDa qui nécessite une

activation par autoprotéolyse (Olson et Gouaux, 2005; Gurcel et al., 2006). L’incubation

de cellules eucaryotes en présence de K* dans le milieu inhibe I'efflux de K* et
I'activation de p38 et permet aux cellules de survivre a la lyse par I'alpha hémolysine de

S. aureus (Kloft et al., 2009). Le méme phénoméne a lieu avec la cytolysine de Vibrio

cholerae (VCC), HIyA d’E. coli et la streptolysine O (Kloft et al., 2009). La présence

d’'une forte concentration de K* n’inhibe pas I'activation de p38 d’une fagon non

spécifique puisque I'ajout de peroxyde est capable d’activer p38 (Kloft et al., 2009).

Etant donné que la toxine HIyA est complexée avec le LPS et que celui-ci pourrait
activer la p38, un test fut effectué avec la ligne cellulaire A498 déficiente pour le

récepteur CD14 et donc insensible au LPS. L’activation de p38 dans ces conditions
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démontre que cette activation est bien due a la formation de pore par la toxine (Kloft et
al., 2009).

L’autoprotéolyse de la procaspase-1, nom donné a la caspase non activée, est
dépendante de la formation du complexe de I'inflammasome qui permet d’apporter les

procaspase-1 a proximité 'une de 'autre (Gurcel et al., 2006). Il y a deux types

d’'inflammasomes qui varient selon les récepteurs intracellulaires de reconnaissance de
motifs moléculaires de la famille des NLR (NACHT-LRR; « NOD-Like Receptor »)

(Gurcel et al., 2006). Les NLR reconnaissent des motifs moléculaires associés aux

pathogénes (PAMP- « pathogen associated molecular pattern »), faisant donc des

inflammasomes des détecteurs intracellulaires de signaux de danger (Gurcel et al.
2006). Les récepteurs NLR sont composés de trois domaines, un domaine riche en
répétitions de leucine (LRR) responsable de la reconnaissance du ligand, un domaine
d’oligomérisation NACHT et un domaine d’interaction protéine-protéine qui peut soit
étre un domaine de recrutement de caspase (CARD) ou un domaine pyrine (Gurcel et
al., 2006). NALP et IPAF, en particulier NALP-1 et NALP-3, sont deux NLR capables

d’induire I'activation de la caspase-1, ou NALP nécessite une protéine adaptatrice ASC,
qui elle posséde un domaine CARD, pour interagir avec la caspase-1 tandis que IPAF
peut interagir directement avec la caspase-1 via son domaine CARD (Matrtinon et

Tschopp, 2005). L’aérolysine augmente I'expression des protéines SREBP-1 et

SREBP-2 (« sterol regulatory element binding protein »). SREBP est un facteur de
transcription membranaire qui régule I'expression de génes ayant, au niveau de leur
promoteur, un élément répondant au stérol (SRE) et qui sont impliqués dans la

biosynthése du cholestérol et des acides gras (Goldstein et al., 2006). Il existe trois

types de SREBP. SREBP-1a et SREBP-1c sont codés pas un seul géne et sont
impliqués principalement dans le métabolisme des acides gras, tandis que SREBP-2
est codé par un gene distinct et contrdle la biosynthese du cholestérol et des acides

gras (Goldstein et al., 2006). Les SREBP peuvent étre activés par déplétion de

cholestérol et la déplétion de calcium du réticulum endoplasmique (Goldstein et al.,

2006; Gurcel et al., 2006). La HMGCoA réductase et I'acide gras synthase sont activés
par SREBP-2 et SREBP-1 respectivement et leur niveau d’expression augmente suite a

la liaison par la toxine, causant aussi 'augmentation de la quantité de cholestérol
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cellulaire de 25% a 30% dans les heures suivant I'infection (Gurcel et al., 2006).

L’activation des SREBP nécessite la formation de pores (Gurcel et al., 2006). La

chélation du calcium extracellulaire ou intracellulaire n’empéche pas l'activation de
SREBP-2, donc ni l'influx de calcium ni I'élévation de la concentration intracellulaire de

calcium ne sont la cause de l'activation de SREBP-2 (Gurcel et al., 2006). Toutefois,

I'efflux de potassium des cellules cause 'activation de SREBP-2, et ce facteur de

transcription n’est pas exprimé lorsqu’il y a inhibition de I'efflux de K* (Gurcel et al.

2006). L’aérolysine finit par activer la caspase-1 via les inflammasomes IPAF et NALP3
(Gurcel et al., 2006). L’efflux de potassium active la caspase-1, et I'activation de celle-ci
est nécessaire pour qu’il y ait activation de SREBP-1 et SREBP-2 (Gurcel et al., 2006).

L’activation des génes reliés aux gras permet de réparer la membrane cytoplasmique
endommagée par les pores et donne une chance a la cellule de survivre. La figure 12

montre I'activation des SREBP.

En résumé, une baisse de la concentration du potassium cytoplasmique suite a
la formation d’'un pore par une toxine méne a 'activation de I'inflammasome et donc de

la caspase-1 (Gurcel et al., 2006). Celle-ci finit par causer I'activation des SREBP qui

vont augmenter I'expression des genes lipogéniques, ce qui va promouvoir la survie
cellulaire. La caspase-1 est connue pour étre responsable dans 'activation de

I'apoptose, mais elle semble aussi jouer un réle dans la survie cellulaire (Gurcel et al.

2006). Le mécanisme entrepris semble dépendre du type cellulaire. En effet, chez les
cellules non immunitaires, un mécanisme de survie semble étre favorisé tandis que
chez les cellules immunitaires, les mécanismes d’apoptose sont activés (Huffman et al.,
2004; Gurcel et al., 2006).
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Figure 12 : Activation des SREBP suite a I'efflux de K* (Gurcel et al., 2006)

A des concentrations sublytiques, les cellules eucaryotes utilisent les protéines
MAPK p38 et JNK, des protéines kinases activées par le stress, pour essayer de

survivre a la lyse (Cancino-Rodezno et al., 2010). Les membres de la famille MAPK

sont des sérines/thréonines kinases importantes dans la régulation intracellulaire en
réponse a des signaux extracellulaires et du stress, tels que la radiation, un choc
osmotique et une lésion ischémique, et permettent d’activer les défenses de I'hbte

nécessaire pour la survie et 'adaptation (Porta et al., 2011). Une cascade de

signalisation finit par mener a la phosphorylation des cibles de la MAPK, qui peuvent
étre des facteurs de transcription, des coactivateurs ou des corépresseurs. Les

différentes réponses engagees dépendent des motifs de liaison et des protéines

d’échafaudage (Porta et al., 2011). p38 est activée par I'efflux de potassium et I'influx

de calcium causé par la toxine (Porta et al., 2011). Les protéines MAPK p38 et JNK

seraient responsables de I'activation des caspases apoptotiques 3, 6 et 9 qui résulte en

la fragmentation de 'ADN et la condensation de la chromatine (Porta et al., 2011).
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A de faibles concentrations d’HIyA, il a été remarqué que les pores s’ouvrent et
se referment tres rapidement, soit scellés ou enlevés de la membrane par des

mécanismes cellulaires (Koschinski et al., 2006). Il a aussi été démontré que l'influx de

calcium se fait seulement a travers le pore créé par HIyA, et il n’y a aucune activation

de canaux de calcium (Koschinski et al., 2006). L’entrée de calcium se fait en plusieurs
pic au fur et a mesure qu’HIyA forme un pore puis se referme, et ces pics de calcium
sont fonction de la concentration de toxines et aucune périodicité n’est observable

(Koschinski et al., 2006). Encore en utilisant de faibles concentrations de toxines, les

cellules commencent a stocker le calcium intracellulaire et activent les pompes d’efflux

de calcium afin de rétablir 'homéostasie du calcium (Koschinski et al., 2006).

HIyA est capable de causer la mort des cellules NK (natural killer cells) et ces

cellules immunitaires sont recrutées au site de l'infection urinaire (Gur et al., 2013). En

'absence de HIyA, le compte bactérien diminue trés rapidement suite a la migration des
cellules NK, et 'importance de ces cellules pour le contréle d’'une infection urinaire
démontre le rdle important de HIyA dans la survie bactérienne et prolongation de
l'infection (Gur et al., 2013).

Il est important a noter que les mécanismes concernant la toxine sont toujours
controversés. Par exemple, certaines études ont démontré que I'acylation est
importante pour la liaison tandis que d’autres ont démontré qu’HIyA, acylé ou non, est
capable de lier la cellule cible. La méme problématique existe aussi pour I'importance
du calcium, ou certaines études montrent que cet ion est important pour la
reconnaissance cellulaire, mais pas pour la formation de pore, alors qu’une autre étude
montre qu’en absence de calcium, HIyA est capable de lier des bicouches lipidiques et

des liposomes.
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PROBLEMATIQUE

Le génome d’'une souche d’E. coli APEC O1, isolé d’'un cas de colibacillose de
dinde en France durant 'année 1982, fut séquencé par notre laboratoire et elle
possédait un plasmide de virulence de type ColV d’une taille de 218 kbp, environ deux
fois la taille moyenne des plasmides ColV. Cette souche fut nommée QT598 et son
plasmide de virulence, pEC598, est présenté dans la figure 13. Une région unique de
20 kbp, généralement absente de ce type de plasmide, fut découverte. Cette région
encode plusieurs nouveaux facteurs de virulence putatifs, soit des genes
correspondants a un systéme de fimbriae, un autotransporteur et une toxine RTX. Le
nom donné a la toxine RTX est « plasmid-encoded RTX toxin » (prt). L’'opéron de la
toxine Prt, présenté dans la figure 14, code pour quatre genes, soit le gene prtC (produit
de 169 aa), prtA (produit de 866 aa), prtB (produit de 703 aa) et prtD (produit de 472

aa).
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Figure 13 : Le plasmide ColV pEC598 d’une taille de 218 kbp provenant de la souche QT598
séguencée par notre laboratoire. Il encode plusieurs facteurs de virulence, tels que les
salmochélines, ’lhémolysine HIyF, la colicine V, Tsh et Sit. Le plasmide contient aussi des geénes
de synthése de I’aérobactine, mais celle-ci est tronquée a cause de la présence d’un codon

« stop » prématuré qui inactive le géne iucD. Ce plasmide contient aussi une région unique,
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généralement absente des plasmides ColV, encodant un nouvel autotransporteur, un nouveau

fimbriae et une nouvelle toxine RTX.
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Figure 14 : Région unique retrouvée sur le plasmide ColV pEC598 encodant un fimbriae, un
autotransporteur et une toxine RTX. L’opéron de la toxine RTX contient quatre génes, soit prtC,
prtA, prtB et prtD.

L’hypothése de ce projet est que le systéeme Prt code pour une toxine de type
RTX et les génes nécessaires pour une activité cytotoxique et/ou I'export de la toxine.
De plus, cette toxine jouera un réle dans la virulence de la souche dans le modéle
aviaire ou urinaire. Le modéle urinaire fut aussi choisi, car les souches d’E. coli du
serogroupe O1 se retrouvent souvent chez les APEC et les UPEC et peuvent appartenir
a des groupes clonaux associés également aux infections extra-intestinales chez la
volaille et les humains. De plus, cette souche encode des facteurs de virulence plus
souvent retrouvés chez les UPEC. Les toxines RTX se retrouvent trés rarement chez
les souches APEC, tandis que 50% des souches UPEC encodent la toxine RTX HIyA.
Etant donné la possibilité que la souche QT598 puisse causer une infection urinaire

chez le modéle murin, la décision fut donc prise de tester ce modele.
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Les buts de ce projet sont de :
1) Caractériser globalement la toxine Prt de la souche QT598
2) Déterminer les cellules cibles de la toxine
3) Elucider la régulation potentielle de 'opéron prt.

Pour ce faire, il fallait commencer par établir ’homologie du systéme Prt avec
d’autres systemes RTX chez les génomes bactériens en effectuant des alignements de
séquences et la construction d’arbres phylogénétiques. Ensuite, il fut nécessaire de
cloner I'opéron prt dans un plasmide transformé dans une souche d’E. coli K-12 non
pathogene et de tester I'effet de la toxine sur différent type de cellules eucaryotes,
incluant les macrophages humains THP1, les fibroblastes aviaires CEC-32, les cellules
urothéliales humaines 5637, les cellules rénales humaines HEK-293 et les érythrocytes
ovins, humains et aviaires. La mutation de chaque géne de I'opéron permit de

déterminer le réle de chacun des genes.
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MATERIELS ET METHODES

Les souches utilisées lors des expériences sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Liste des souches utilisées ainsi que leurs résistances aux antibiotiques.

Code inventaire Caractéristique Résistance antibiotiques (concentration utilisée)
plJ479 DH5-a prtCABD Ampicilline (100ug/ml)
plJ489 DH5-a AprtC Ampicilline (100ug/ml)
pl1J490 DH5-a AprtA Ampicilline (100ug/ml)
plJ491 DH5-a AprtB Ampicilline (100ug/ml)
plJ492 DH5-a AprtD Ampicilline (100ug/ml)
plJ515 QT598 WT prt-luxCDABE Chloramphénicol (30ug/ml)
QT3576 DH5-a pUCm-T vide Ampicilline (100ug/ml)
QT3696 QT598 WT N/A
QT4421 QT3696 Alac Kanamycine (50ug/ml)
QT4430 DH5-a hlyCABD Chloramphénicol (30ug/ml)
QT4450 JW5503-1 AtolC Kanamycine (50ug/ml)
QT4451 QT3698 AprtCABD Chloramphénicol (30ug/ml)
QT4680 BW25113 Ahns prtCABD  Kanamycine (50ug/ml); Gentamicine (15ug/ml)
QT4685 BW25113 WT prtCABD Gentamicine (15ug/ml)
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Les amorces utilisées lors des clonages, les sites de restriction présents et la

séquence des amorces se trouvent au tableau 4.

Tableau 4 : Liste des amorces utilisées.

Amorce Caractéristique Site de Séquence 5 >3’
restriction
CMD1789 prtA criblage sens N/A AGG GCAGCATCACTCTGAAC
CMD1790 prtA criblage anti- N/A GAA TGT GGT CGT GTC CAT CG
sens
CMD1802 prtCABD clonage BamHI ACA AGG ATC CAG GTATTG TCG GTATTC
sens GAT ATG AG
CMD1803 prtCABD clonage Xbal GAC CTC TAG ATG TTG GCT ACT CCC GAC
anti-sens ATA
CMD1903 AprtC sens Spel ACA AGA CTA GTC ACA GAATTT CAT GCA
GGT AAG GTC G
CMD1904 AprtC anti-sens Spel TGA AGA CTA GTA CAT CCC CAA AGC CAG
GCG G
CMD1905 AprtA sens Spel GCT TCACTA GTT CCG AAG TCG ACA AGC
CCC AG
CMD1906 AprtA anti-sens Spel CCC AGA CTA GTC GCT GCG AGC GCC AAA
TCTTTC
CMD1907 AprtB sens Spel ATC GGA CTA GTA CCG TGA GGA TGG CTG
ACCG
CMD1908 AprtB anti-sens Spel ATA CTA CTA CTG CAT GAC CAG CGC AGA
AAG TGC
CMD1909 AprtD sens Spel TAA GGA CTAGTG CTT TGT TTC GCC CGG
ACA GG
CMD1910 AprtD anti-sens Spel AAT CAACTAGTT CCC GTAGCC GTT TGG
GAG C
CMD1911 AprtCABD sens Spel AGGCCTGGCTGCATGTTGAAAAATAAAACTAT
TTAAATTTTACGTATATGGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC
CMD1912 AprtCABD anti- Spel TTTGTTGGCTACTCCCGACATAGCAAGAATTA

sens

ACGTTCAGTCATGCTCTCATGGGAATTAGCCA
TGGTCC
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CMD1941 AprtC criblage N/A GCG CCT TGC CAT CCT GTC AC

CMD1942 AprtD criblage N/A CGA TAC CAT GCA AGT AAC CGT GAC GAG
CMD2049 Promoteur prt sens Xmal AGC TCA CTA GTG GAT CCC CCG GGA GGT
ATT GTC GGT ATT CGA TAT GAG
CMD2050 Promoteur prt anti- Xhol ATG GGG CCC ACC TCC TCG AGA CAT cccC
sens CAA AGC CAG GCG G

8.1 Similarité des protéines

La comparaison des séquences protéiques des produits prédits des genes
prtCABD fut accomplie grace a BLASTp sur le serveur de NCBI (Altschul et al., 1990).

L’arbre phylogénétique utilisa le programme MEGA 6 en faisant un alignement de
séquences par ClustalW et le type d’arbre choisi fut le « Neighbor-Joining Tree »
(Tamura et al., 2013).

8.2 Clonage avec vecteur-T

L’amplification de I'opéron prt fut effectuée avec les amorces CMD1802 et
CMD1803 en utilisant 'enzyme fidéle Q5 (NEB) avec une température d’hybridation de
60°C. Suite a la purification du fragment d’ADN amplifié, il y eut une incubation avec la
TAQ polymérase (Bio Basic Inc) afin d’ajouter des adénines aux extrémités du fragment
d’ADN. Par la suite, on incuba le fragment avec le plasmide linéaire (Bio Basic Inc)
ayant des thymines aux extrémités avec une ligase (Fermentas) afin d’avoir une ligation
entre les adénines et thymines avant de transformer dans la souche Escherichia coli K-
12 DH5-a. L’insertion du géne cible se fait dans le géne codant pour la béta-
galactosidase, permettant d’effectuer un premier criblage blanc/bleu, ou les bactéries
ayant incorporées les genes prtCABD formeront, sur milieu solide avec IPTG (Bio Basic
Inc) et X-gal (Bio Basic Inc), des colonies blanches, tandis que celles n’ayant pas
incorporé un fragment d’ADN formeront des colonies bleues puisque le gene de la béta-
galactosidase ne sera pas interrompu. La ligation fut ensuite transformée dans la
souche DH5-a et I'étalement se fit sur milieu solide LB avec 100 pg/ml d’ampicilline,

0.08 mM d’IPTG et 0.1 mg/ml de X-gal. La figure 15 montre I'organisation du vecteur
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pUCM-T et la figure 16 montre la sélection de colonies. Les colonies blanches furent
ensuite criblées par PCR pour la détection du gene prtA avec les amorces CMD1789 et
CMD1790. Le vecteur pUCm-T-prtCABD porte donc le nom plJ479 et la souche DH5-a

avec ce plasmide porta le code plJ479.
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Figure 15: Organisation génomique du vecteur linéaire pUCm-T vide ou le site de multiclonages

est localisé dans le géne lacZ (Bio Basic Inc)
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Figure 16 : Sélection des colonies suite au clonage d’un fragment d’ADN dans le vecteur pUCm-T.
a : Lorsqu’aucun fragment d’ADN n’est inséré, le géne lacZ se referme et la protéine compléte
peut étre synthétisée en présence de lactose ou d’'IPTG, et la métabolisation du X-Gal par celle-ci
formera un composé bleu, résultant par ’apparence de colonies bleues sur milieu solide. b :
L’insertion d’ADN interrompe le géne lacZ et une protéine fonctionnelle ne peut étre synthétisée,

et ces colonies auront donc une allure blanche.

8.3 Obtention des mutants

8.3.1 Mutants des génes individuels de 'opéron prtCABD

Les mutants des génes individuels de I'opéron prtCABD furent obtenus par PCR
inverse. A partir du plasmide pUCm-T, des amorces avec des sites de restriction
reconnaissant les extrémités du géne qu’il faut enlever servirent pour une amplification
PCR en utilisant la polymérase fidéle Q5, suivit d’'une digestion, ligation et
transformation, permettant d’enlever le géne et de garder le reste du systeme. Un
criblage par PCR en observant un changement de taille entre le plasmide encodant les
guatre genes du systeme et celui ayant une délétion pour un des quatre genes servit de
confirmation de la délétion du géne. Les amorces CMD1903 a CMD1910 présentés
dans le tableau 4 servirent a faire les PCR inverses pour enlever chaque gene du

systeme prtCABD.
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8.3.2 Mutation de I'opéron prtCABD

La méthode de Datsenko et Wanner, basée sur le remplacement du géne, ou
des génes dans ce cas-ci, par une cassette de résistance a un antibiotique, permit la

mutation de 'opéron dans la souche sauvage QT598 (Datsenko et Wanner, 2000). Le

plasmide pKD3, codant une cassette de résistance au chloramphénicol, servit de
matrice pour I'amplification PCR avec des amorces dont les extrémités 3’ sont
homologues aux séquences retrouvées a cété des génes cibles, et les recombinases A
Red produites par le plasmide pKD46 permirent de faire la recombinaison homologue.
La sélection se fit sur milieu LB avec 30 pug/ml de chloramphénicol a 37°C afin de
perdre le plasmide pKD46 qui est thermosensible. Les amorces CMD1911 et CMD1912
servirent a 'amplification de la cassette de résistance au chloramphénicol du plasmide
pKD3.

8.3.3 Complémentation de la souche AprtCABD

La complémentation de la souche QT598 AprtCABD fut effectuée par
l'intégration simple copie au site attTn7 du chromosome suite a une conjugaison. Cette
méthode de complémentation simple copie fut développée par notre laboratoire (Crepin
et al., 2012a). Le systeme prtCABD fut cloné dans le vecteur suicide pGp-Tn7-Gm
(transposon Tn7) et transformé dans la souche donneuse MGN617 auxotrophe pour
'acide mesodiaminopimélique (DAP). Le fragment prtCABD est cloné a proximité de la
cassette de résistance a la gentamicine, et ces deux systemes se retrouvent entre deux
sites Tn7. La souche donneuse MGN617 put ensuite transférer le plasmide par
conjugaison a la souche receveuse QT598 AprtCABD ayant un plasmide
thermosensible codant les transposases (pSTNSK-Tp). Les transposases integrent le
fragment d’ADN prtCABD dans le site attTn7 du chromosome de la souche receveuse.
Suite a la conjugaison, les bactéries sont sélectionnées sur un milieu ne contenant pas
de DAP, prévenant la souche donneuse MGN617 de pousser, ainsi qu’en présence de
gentamicine (15 pg/ml) pour sélectionner le systeme prtCABD. Le plasmide pGp-Tn7-

Gm contient la résistance a la gentamicine et a 'ampicilline, mais lors de I'intégration du
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fragment dans le chromosome, la résistance a I'ampicilline est perdue. Une incubation a
37°C permet de perdre le plasmide des transposases, et ceci est aussi confirmé par la
sensibilité de la bactérie a la triméthoprime. Le vecteur suicide pGp-Tn7-Gm contient
une origine de réplication pir dépendante et seule une souche codant la protéine Pi peut
répliquer et maintenir le plasmide. La souche QT598 ne possede pas la protéine Pi et
doit intégrer le fragment prtCABD avec la cassette de résistance a la gentamicine afin
de survivre sur un milieu contenant cet antibiotique. Toutefois, il arrive que le plasmide
au complet soit intégré, mais ces clones sont éliminés lors de la sélection des clones

sensible a 'ampicilline.

8.3.4 Fusion promoteur prt avec les génes luxCDABE

Les amorces CMD2049 et CMD2050 servirent a I'amplification du promoteur prt
et celui-ci fut cloné dans le vecteur pGp-Tn7-Cm et transformé dans la souche DH5-
alpha lambda pir. Ce plasmide fut ensuite transféré a la souche donneuse MGN617
auxotrophe pour DAP afin de faire une conjugaison avec la souche QT598 sauvage et
intégrer la fusion entre le promoteur prt et les génes luxCDABE au site attTn7 du
chromosome de la souche receveuse QT598 sauvage. Le méme protocole de

conjugaison décrit plus haut fur suivit.

8.4 Précipitation au TCA et migration sur gel

8.4.1 Surnageant

Pour visualiser les protéines du surnageant, un millilitre d’'une culture de 18
heures fut centrifugé et 900 pl de surnageant fut ajouté a 100 pl de TCA 100% et
incubé sur glace pendant 30 minutes, suivi d’'une centrifugation a vitesse maximale
pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant fut jetée et le culot lavé deux fois, d’abord
avec 500 ul de TE pH 12 et ensuite avec 500 pl de TE pH 8. Le culot fut suspendu dans
200 pl de TE pH 8 et 100 ul de tampon de chargement 3X, et le tout chauffé pendant 5
minutes dans de I'eau a 100°C, derniére étape de préparation de I'échantillon pour la

migration sur gel de polyacrylamide et coloration au bleu de Coomassie. Le
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séquencgage de la bande protéique fut effectué par le service d’analyse de protéines par

spectrométrie de masse.

8.4.2 Culot

Le culot d’'un millilitre d’'une culture O/N centrifugé regut un volume de la solution
Bugbuster déterminé suite a la lecture de la densité optique de la culture O/N et
comparaison avec une courbe standard. Ceci fut suivi par une incubation de 15 minutes
a température piéce et d’'une centrifugation a température piéce a vitesse maximale
pendant 5 minutes. On ajouta un volume de tampon de chargement 3X équivalent a la
moitié du volume de Bugbuster ajouté précédemment au surnageant récupéré suite a la
centrifugation. Cet échantillon fut ensuite chauffé et migré sur gel comme indiqué

précédemment.

8.5 Test d’hémolyse sur gélose sang

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

heures.

Les géloses de sang d’humains furent préparées en ajoutant 5% de sang humain
et 10 mM de calcium a du milieu agar TSA. Une fois solidifiées, les antibiotiques
appropriés furent rajoutés et les géloses inoculées avec les souches a tester a partir
d’'une colonie se trouvant sur gélose LB avec antibiotique. Les géloses sang furent

incubées a 37°C pendant 18 heures. Le sang d’humain provint de I'INRS-IAF.

8.6 Test d’hémolyse en liquide

Le sang de poulet et d’humain utilisé pour ces tests provint de I'INRS-IAF. La
solution de sang dut d’abord étre ajustée a 1%. Cette étape consista a ajouter 0.5 ml de
sang a 3.5 ml d’eau, suivit d’'une centrifugation de 10 minutes a 1000 RPM et de la
lecture de la densité optigue du surnageant a 545 nm. La valeur obtenue doit se situer a
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0.30 £ 0.02. Si la densité optique ne se situe pas dans cette zone, il est nécessaire

d’ajuster en conséquence.

Il faut ensuite ajuster la quantité de bactéries d’'une culture O/N afin d’avoir une
concentration de 5x10° bactéries par ml. A cette solution, 0.5 ml de PBS + 10 mM de
Ca?* et 1 ml de la solution sanguine de 1% furent ajoutées, et le tout incubé dans un
bain-marie a 37°C pour une heure, a la fin de laquelle il fallut ajouter 2 ml de saline
froide. Le surnageant fut récolté aprées une centrifugation de 10 minutes a 1000 RPM et
sa densité optiqgue mesurée a 545 nm. Ce protocole fut modifié de celui retrouvé dans

'ouvrage de Harshman (Harshman, 1988).

8.7 Infection des cellules hétes in vitro

Les fibroblastes aviaires CEC-32 furent cultivés en flasque dans du milieu DMEM
(Wisent Inc) avec 10% de SVF (HyClone) et les cellules furent mises en plague 96 puits
(Sarstedt) la journée avant I'infection a une quantité de 5x10* cellules par puits. Les
monocytes THP1 (provenant du laboratoire du Dr France Daigle) et les cellules
urothéliales 5637 (ATCC HTB-9™) furent cultivés dans du milieu RPMI supplémenté
(25 mM HEPES, 4mM L-glutamine, 10% SVF, 0.1 mM acides aminés non-essentiels,
1mM sodium pyruvate) (Wisent Inc). Les cellules urothéliales furent mises en plaque 96
puits la veille de I'infection a une quantité de 5x10* cellules par puits et les monocytes
furent mis en plaque 48 heures avant l'infection a une concentration de 8x10* cellules
par puits en présence de PMA pour favoriser leur différenciation en macrophages et
'adhérence. Toutes les cellules furent incubées a 37°C et 5% de COa. Les cellules
rénales HEK-293 (ATCC CRL-1573™) furent cultivées dans du milieu DMEM
supplémenté avec 10% de SVF, 10 mM d’'HEPES, 1% d’acides aminés non-essentiels

et 1 mM de pyruvate de sodium.

Une culture de 5 ml de LB avec antibiotiques fut inoculée avec une colonie
provenant d’une gélose LB avec antibiotique fraiche, ou l'isolement datait d’au plus une
semaine et incubée a 37°C avec agitation pour 18-24 heures. Le matin, la densité
optique a 600 nm fut mesurée et la concentration bactérienne déterminée grace a une

courbe de croissance préétablie, représentée dans la figure 17. Un millilitre de culture
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fut centrifugé dans une centrifugeuse de microtube a 1.5 RCF pendant 6 minutes, le
surnageant décanté et le culot repris dans un volume équivalent de milieu de culture
cellulaire (DMEM ou RPMI). Reprendre le culot dans le méme volume permet de
maintenir la méme concentration de bactéries par ml. Il est dorénavant possible de
diluer cette solution bactérienne afin d’obtenir une MOI de 10 :1, soit 10 bactéries par

cellule eucaryote.

Ensuite, le milieu de culture fut enlevé de la plaque 96 puits et les cellules lavées
avec du HBSS (Wisent Inc), une solution de sel, et la plaque fut inoculée avec 200 pl de
bactéries. Suite a une centrifugation de la plague a 200 RCF pendant 5 minutes, elle fut
incubée a 37°C et 5% de CO:2 pour 3 heures. Les cellules furent ensuite lavées trois fois
au PBS et colorées au Giemsa en suivant le protocole du manufacturier (Fisher

Scientific) et visualisées au microscope.

Relation entre Ja D.O. & 600 nm et le nombre de bactéries par mL d'une culture d'E. coli DH5a non-
diluée (incubée a 37 C avec agitation).
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Figure 17 : Courbe de croissance utilisée lors des infections in vitro
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8.8 Infection urinaire chez la souris

Le protocole animal utilisé fut approuvé par le comité éthique de I'INRS-IAF et se

base sur le protocole animal décrit par Hagberg et al en 1983 (Hagberg et al., 1983;

Crepin et al., 2012b). L’infection du tractus urinaire des souris CBA/J de 5-6 semaines

fut effectuée en coinfection entre la souche QT598 sauvage et la souche QT598
AprtCABD a un ratio de 1 :1. Une préculture O/N de 5 ml de LB avec antibiotiques a
37°C inoculée a partir d’'une colonie sur gélose fraiche servit a partir une deuxieme
préculture la veille de l'infection, et ce dans les mémes conditions, a I'exception du
temps, ou cette deuxieme préculture fut incubée pour environ 6 heures. Un volume de
100ul de la deuxieme préculture fut ajouté & 55 ml de LB sans antibiotiques pour partir
la culture O/N qui servit a I'infection. Le jour de I'infection, les deux souches furent
mélangées ensemble, concentrées par centrifugation et maintenues sur glace jusqu’a
l'infection. Un échantillon fut prélevé et des dilutions furent étalées sur gélose
MacConkey afin d’effectuer un décompte bactérien pour s’assurer qu’un ratio de 1 :1 fut
bien obtenu, puisqu’une différence dans la quantité de chacune des souches lors de
'inoculum peut causer une variation des résultats. Les souris, anesthésiées avec de
I'isofluorane, regurent I'inoculum de 20 ul, I'équivalent de 5x10° bactéries, directement
dans la vessie par le biais d’un cathéter. L’infection dura 48 heures. Les souris furent
euthanasiées par CO: suivit d’'un pneumothorax double. La vessie et les deux reins
furent récupérés et broyés dans un tampon de BSG (1.5 M de NaCl, 20 mM de
KH2PO4, 50 mM de Na2HPOa4 et 0.1% de gélatine) d’'un volume équivalent a 4 fois la
masse de I'organe. Les organes broyés furent ensuite dilués et étalés sur gélose
MacConkey. Les géloses furent incubées a 37°C pour la nuit afin d’effectuer un
décompte bactérien le lendemain. Un test t de Wilcoxon servit de tests statistiques pour
'analyse des résultats des infections chez les souris (test statistique effectué a partir du

logiciel GraphPad Prism version 4.02 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla

California USA, www.graphpad.com). Le méme protocole fut utilisé pour la coinfection
entre la souche QT598 sauvage Alac et la souche QT598 AprtCABD complémentée
avec le systéme prtCABD.
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Les monoinfections du tractus urinaire de souris suivit le méme protocole que la
coinfection, a I'exception que les deux souches utilisées, soit la souche QT598 sauvage
et la souche QT598 AprtCABD lui manquant le systeme prtCABD ne furent pas
mélangées avant 'infection. La moitié des souris regut I'inoculum ayant la souche
QT598 sauvage et I'autre moitié des souris regurent I'inoculum ayant la souche QT598
AprtCABD.

8.9 Reégulation

8.9.1 Réqulation par HN-S

Les souches BW25112 sauvage et BW25113 Ahns furent inoculées sur une
gélose de sang humain supplémentée avec 10 mM de calcium et incubée a 37°C

pendant la nuit.

8.9.2 Expression du systeme par la fusion lux

L’expérience fut effectuée dans une plaque 96 puits. Une culture de 18 heures a
37°C fut diluée 1 :100 dans un volume total de 200ul avec le milieu approprié, soit LB,
LB avec 10 uM de fer ou LB avec 100uM de dipyridyl, un chélateur de fer. La plaque 96
puits fut ensuite incubée dans un lecteur de plaque a luminescence a différentes
températures, 30°C, 37°C ou 42°C pour une période de 24 heures, avec une mesure

s’effectuant toutes les 15 minutes.
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RESULTATS

9.1 Phylogénie

Nous avons d’abord déterminé I'identité en acides aminés entre les protéines
codées par les génes prtCABD de la souche QT598 et d’autres protéines RTX
identifiées par des comparaisons BLASTp. La séquence nucléotidique des génes fut
traduite en séquence protéique et soumit dans le logiciel BLAST de NCBI afin
d’identifier des protéines similaires et potentiellement identifier I'origine du systéme
et/ou sa distribution chez d’autres souches d’E. coli et d’autres espéces bactériennes
(Altschul et al., 1990).

Tableau 5 : Identité de la protéine PrtC avec d’autres protéines RTX par BLASTp

Protéine Souche % de % #qi
homologue couverture d’identité
RtxC E. coli (UMEA 3489-1) 100 100 545242882
RtxC E. coli (UMEA 3585-1) 100 99 545289535
RtxC E. coli (UMEA 3703-1) 100 98 545295781
LtxC Aggregatibacter 95 58 491745679

actinomycetemcomitans

RtxC Cronobacter malonaticus 94 84 696398515
ApxlliC Actinobacillus pleuropneumoniae 93 54 696127255
LktC Mannheimia haemolytica 92 49 757540641
EhxC E. coli O157:H7 (EDL933) 91 60 3822161
HlyC E. coli CFT073 91 57 26109812
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ApxIC Actinobacillus pleuropneumoniae 91 56 1477456

ApxlIC Actinobacillus pleuropneumoniae 91 48 746706112

Au niveau de la protéine PrtC, codant pour I'acyltransférase nécessaire a
I'activation de la toxine, des protéines RtxC prédites de trois souches UPEC (3489-1,
3585-1 et 3703-1) qui possedent tres peu de variations avec PrtC furent identifiées. Les
protéines ayant une similarité avec PrtC sont présentées dans le tableau 5. Sur 100%
de couverture de la séquence de 169 acides aminés, la souche UMEA 3489-1 est
identique a la protéine de la souche APEC QT598, et les souches UMEA 3585-1 et
3703-1 suivent de trés pres a 99% et 98% d’identité, respectivement. Ces analyses
indiquent que le systeme RTX Prt est présent dans les génomes de certaines souches
d’E. coli pathogénes causant des infections urinaires chez les humains. Le pourcentage
d’identité de PrtC avec d’autres membres de la famille indique que la protéine partage
plus d’identité avec des protéines des systemes RTX d’autres espéces qu’avec les
systemes déja caractérisés chez des E. coli pathogenes (les systémes Hly et Ehx). Par
exemple, un orthologue chez C. malonaticus partage 84% d’identité sur 94% de la
séquence. Les orthologues de PrtC des autres souches d’E. coli pathogenes, soit la
souche EHEC 0157 :H7 qui code pour EhxC et la souche UPEC CFTO073 qui code pour
HlyC, démontre 60% et 57% d’identité sur 91% de la séquence. D’autres protéines RTX
démontrant des identités a PrtC inclus les toxines Apx et Ltk provenant des membres

de la famille des Pasteurellaceae (A. pleuropneumoniae et M. haemolytica).

Les résultats du logiciel BLAST servirent a produire un arbre phylogénétique
dans le logiciel MEGA 6 afin de mieux observer les liens phylogénétiques des
protéines. La figure 18 montre I'arbre phylogénétique des protéines démontrant une

homologie avec PrtC.
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PrC QT598

r’fscherichia coli UMEA 3489-1 gi545242882

_|

Escherichia coli UMEA 3585-1 gi545289535
Escherichia coli UMEA 3703-1 gi545295781
Cronobacter malonaticus gi696398515
Escherichia coli EDL 933 ¢i735962 ]E. coli
Aggregatibacter actinomycetemcomitans gi491745679
Actinobacillus pleuropneumoniae apxIC gi505569

Escherichia coli CFT073 gi26109812 ]E. coli

E. coli

|Actinobacillus pleuropneumoniae apxIIC gi491797169

—
0.05

Figure 18 : Arbre phylogénétique des protéines démontrant une homologie avec PrtC.

L Actinobacillus pleuropneumoniae apxIIIC gi696127280

Tableau 6 : Identité de la protéine PrtA avec d’autres protéines RTX par BLASTp

Protéine Souche % de % #qi
homologue couverture d’identité

RtxA E. coli (UMEA 3489-1) 100 99 566140648
RtxA E. coli (UMEA 3585-1) 100 99 545289536
RtxA E. coli (UMEA 3703-1) 100 99 545289536
RtxA Cronobacter malonaticus 100 91 696398517
ApxIIA Actinobacillus pleuropneumoniae 96 41 255959000
LktA Mannheimia haemolytica 93 41 11762044
RtxA Kingella kingae 93 40 740495296
EhxA E. coli O157:H7 (EDL933) 93 37 3822162
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HIyA E. coli CFTO73 93 36 26109813
LtxA _ Aggregatibactef 93 36 38645
actinomycetemcomitans
ApxIlA Actinobacillus pleuropneumoniae 90 36 302648069
ApxIA Actinobacillus pleuropneumoniae 87 38 18026877

Les protéines RTX des trois souches UMEA se retrouvent encore dans le haut

du tableau 6, avec 99% de similarité a la protéine PrtA, qui est la toxine elle-méme. De

plus, la protéine RtxA de Cronobacter malonaticus démontre une identité élevée de
91% sur 100% de la séquence. Par contre, EhxA d’E. coli 0157 :H7 et HIyA de CFT073

démontrent seulement 37% et 36% d’identité, respectivement, sur 93% de la séquence.

D’autres protéines provenant de différentes espéces partagent de 36% a 41% d’identité

avec 87% a 93% de couverture de la séquence compléete de PrtA. La figure 19 montre

I'arbre phylogénétique des protéines démontrant une homologie avec PrtA.
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Escherichia coli CFT073 hlyA gi26109813

Escherichia coli

Escherichia coli 0157:H7 str. EDL933 EHEC-hlyA gi3822162

Actinobacillus pleuropneumoniae apxIA gi18026877

Actinobacillus pleuropneumoniae apxIllA gi13937109

Aggregatibacter actinomycetemcomitans gi141834

Aggregatibacter actinomycetemcomitans gi491745681

Actinobacillus pleuropneumoniae apxIIA gi255959000

Mannheimia haemolytica IktA gi11762044

Cronobacter malonaticus gi696398517

Escherichia coli UMEA 3489-1 gi566140648

PrtA QT598

Escherichia coli

Escherichia coli UMEA 3585-1 gi545289536

Escherichia coli UMEA 3703-1 gi545289536

0.05

Figure 19 : Arbre phylogénétique des protéines démontrant une homologie avec PrtA.
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Tableau 7 : Identité de la protéine PrtB avec d’autres protéines RTX par BLASTp

Protéine Souche % de % #qi
homologue couverture d’identité
RtxB E. coli (UMEA 3489-1) 100 99 565520811
RtxB E. coli (UMEA 3585-1) 100 99 535795391
RtxB E. coli (UMEA 3703-1) 100 99 535851956
RtxB Cronobacter malonaticus 100 96 696398520
LtxB Aggregatibacter 99 71 644292092
actinomycetemcomitans
ApxIB Actinobacillus pleuropneumoniae 99 70 696127229
ApxIlIiB Actinobacillus pleuropneumoniae 99 69 696127331
HlyB E. coli CFTO73 99 68 26109816
LktB Mannheimia haemolytica 99 68 15987896
EhxB E. coli O157:H7 (EDL933) 99 66 3822163

Les protéines ayant une similarité avec PrtB sont présentées dans le tableau 7.

Les trois souches UMEA maintiennent un pourcentage d’identité de 99% pour la

protéine PrtB nécessaire a la sécrétion suivi de 96% par Cronobacter malonaticus. Les

autres especes ont toutes un niveau de similarité élevée sur 99% de la séquence, et la
protéine HlyB de CFT073 et EhxB d’E. coli 0157 :H7 démontre 68% et 66% d’identité

respectivement. La figure 20 montre I'arbre phylogénétique des protéines démontrant

une homologie avec PrtB.
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Escherichia coli UMEA 3489-1 gi565520811
Escherichia coli UMEA 3703-1 gi535851956
PrtB QT598

Escherichia coli UMEA 3585-1 gi535795391

E. coli

Cronobacter malonaticus gi696398520
Escherichia coli 0157:H7 str. EDL933 EHEC-hlyB gi3822163 ]E. coli

Actinobacillus pleuropneumoniae apxIB gi696127229
Escherichia coli CFT073 hlyB gi26109816 ]E. coli

Actinobacillus pleuropneumoniae apxIliB gi696127331
Mannheimia haemolytica IktB gi15987896

0.05

Figure 20 : Arbre phylogénétique des protéines démontrant une homologie avec PrtB.

Tableau 8 : Identité de la protéine PrtD avec d’autres protéines RTX par BLASTp

Protéine Souche % de % #gi
homologue couverture d’identité
RtxD E. coli (UMEA 3703-1) 99 99 535851955
RtxD Cronobacter malonaticus 99 86 696398523
LtxD Aggregatibacter 99 47 491745685

actinomycetemcomitans

HlyD E. coli CFT073 99 46 26109817
RtxD E. coli (UMEA 3585-1) 99 46 535795392
ApxIlID Actinobacillus pleuropneumoniae 99 46 165876852
ApxID Actinobacillus pleuropneumoniae 99 44 696127207
LktD Mannheimia haemolytica 99 44 150515
EhxD E. coli O157:H7 (EDL933) 99 39 3822164
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RtxD E. coli (UMEA 3489-1) 75 99 565520394

Les protéines similaires a la protéine PrtD sont présentées dans le tableau 8.
Seule la souche UMEA 3703-1 possede une protéine identique a PrtD, I'autre protéine
nécessaire a la sécrétion de la toxine, et Cronobacter malonaticus est homologue avec
86% d’identité. D’autres protéines provenant des bactéries telles qu’Aggregatibacter
actinomycetemcomitans , A. pleuropneumoniae et M. haemolytica démontrent de 44%
a 47% d’identité. HIlyD de CFT073 ainsi que la protéine d’E. coli UMEA 3585-1
démontrent 46% d’identité et la protéine EhxD d’E. coli O157 :H7 partage 39%
d’identité. La souche UMEA 3489-1 a une protéine avec une identité de 99%, mais
seulement sur 75% de la séquence de PrtD. La figure 21 montre I'arbre phylogénétique

des protéines démontrant une homologie avec PrtD.

Actinobacillus pleuropneumoniae apxID gi696127207

Actinobacillus pleuropneumoniae apxIliD gi165876852

Actinobacillus porcitonsillarum apxIID gi60476779

Mannheimia haemolytica gi150515

Aggregatibacter actinomycetemcomitans gi491745685
Escherichia coli CFT073 hlyD ¢i26109817 ]E. coli
Escherichia coli 0157:H7 str. EDL933 EHEC-hlyD ¢i3822164 |E. coli

Cronobacter malonaticus gi696398523
Escherichia coli UMEA 3489-1 gi565520394
PrtD QT598
Escherichia coli UMEA 3585-1 gi535795392
Escherichia coli UMEA 3703-1 gi535851955

E. coli

0.05

Figure 21 : Arbre phylogénétique des protéines démontrant une homologie avec PrtD.
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9.2 Visualisation sur gel et séquencage

Une fois le systeme cloné dans le plasmide pUCmT, la souche contenant le
plasmide plJ479 fut inoculée, a partir d’'une colonie sur gélose LB et 100 pug/ml
d’ampicilline, dans 5 ml de LB avec 100 pg/ml d’ampicilline et incubée a 37°C pour la
nuit. Un millilitre de cette culture fut centrifugé, le surnageant filtré et 900 ul du
surnageant filtré fut précipité au TCA et concentré dans un volume final de 300 pl. Le
tout fut migré sur gel SDS PAGE afin de visualiser la toxine PrtA, dont la masse

moléculaire théorique est de 91.73 kDa.

Vecteur Vide prtCABD

100 kDa
85 kDa

30 kDa

Figure 22 : Visualisation de la protéine PrtA sur gel SDS-PAGE avec coloration au bleu de
Coomassie suite a une précipitation au TCA. Le surnageant d’une souche d’E. coli contenant le
méme plasmide, mais sans insertion fut aussi précipité et migré.
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La figure 22 montre le gel SDS-PAGE de la protéine colorée au bleu de
Coomassie. Nous observons une bande entre 85 et 100 kDa, ce qui semble
correspondre a la protéine recherchée. La bande fut ensuite découpée et séquencée
afin de s’assurer de I'identité de la protéine. Une deuxiéme bande est observable a 30
kDa et celle-ci correspond a la protéine conférant la résistance a I'ampicilline, marqueur
de sélection du plasmide dans lequel le systeme prtCABD est cloné. Cette bande est
aussi présente dans un extrait du surnageant provenant d’'une souche d’E. coli ayant le
méme plasmide, mais sans insertion. De plus, 'analyse de la séquence du marqueur de
résistance indique que la protéine de résistance devrait avoir une masse moléculaire de

31.6 kDa, ce qui correspond a ce qui est observable sur le gel de la figure 22 (Altschul

et al., 1990) La figure 23 montre le résultat du séquencage. Les peptides en rouges

possédent une identité a 100% avec la séquence de PrtA, tandis que les peptides en
noires ont quelques différences avec la séquence de PrtA. Avec la similarité élevée des

peptides, il est possible de conclure que la protéine isolée correspond a la toxine PrtA.

gi|545289536 Mass: 91567 Score: 972 Matches: 24(10) Sequences: 16(2) emPAI: @.46
hypothetical protein [Escherichia coli]

Check to include this hit in error tolerant search

Query  Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Miss Score Expect Rank Unique Peptide
b4 68 482.9019 963.7893 963.4695 @.3198 a 33 1.1e+92 1 u K. AAAGVEMTSK. I
Bl 533.2859 1064.5573 1@64.5536 8.0037 a (43) 11 7 u K.MAVSSVGSISK.F

L4 B2 533.6708 1©65.3270 1864.5536 0.7734 @ (52) 1.3 1 u K.MAVSSVGSISK.F
b4 B3 533.7279 1065.4413 1964.5536 @.8878 a 62 8.15 1 u K.MAVSSVGSISK.F

125 637.3340 1272.6535 1271.5856 1.8679 a 18 3.8e+023 5 u R.YAAFMEENLGK.L
| 147 695.9593 1389.886@ 1389.6987 @.1873 @ 76 0.0047 1 u R.LDDVEGSITLNSK.5

145 696.0889 1390.1633 1389.6987 0.4646 © (24) 8.4e+02 6 u R.LDDVEGSITLNSK.S

isa 696.3896 1390.7647 1389.6987 1.0660 a (36) 53 2 u R.LDDVEGSITLNSK.S
#| 151 7901.3969 1400.7792 1400.7875 -0.0083 a (61) 8.18 1 u K.DATAVAGGVLTVTSK.G
# 152 701.4430 1400.8714 1400.7875 0.0839 @ (68) @.032 1 u K.DATAVAGGVLTVTSK.G
#| 153 791.5129 1401.0113 14084.7875 @.2238 a 80 8.0019 1 u K.DATAVAGGVLTVTSK.G
| 14 740.0150 1478.@154 1477.8028 @.2126 @ 72 9.912 1 u K.GVAISAEYLDSLLK.K
| 166 759.4398 1516.8651 1516.8348 0.0303 a 65 9.856 1 u K.VESIITGDGLVISSK.K
# 176 795.8518 1589.6899 1589.7362 -0.8472 a 192 1.1e-85 1 u K.YGYSGDELLANFNK . E
| 181 536.7114 1607.1122 1605.8977 1.2145 1 46 4.4 1 u K.GVAISAEYLDSLLKK.H
| 182 804.9591 16607.9037 1607.7904 8.1133 a 83 ©.00086 1 u K.GNTSTIADFSNVVQR.I
# 193 563.0298 1686.0676 1685.7897 0.2779 @ 74 0.0067 1 u K.SVIEGGEGFDTVSYAR.S

194 844.2696 1686.5247 1685.7897 @.7358 a (29) 2.3e+02 2 u K.SVIEGGEGFDTVSYAR.S
#| 195 844.3783 1686.7421 1685.7897 ©.9524 a (72) 8.91 1 u K.SVIEGGEGFDTVSYAR.S
# 283 592.6581 1774.9525 1773.91e8 1.0416 1 34 72 1 u K.EVRLDDVEGSITLNSK.S
# 204 608.4559 1798.3459 1797.9360 2. 4099 a 53 Q.88 1 u K.VSEVDKPQIIEEDIGK.F
#| 285 990.5348 1799.@534 1799.0153 0.0382 @ 168 1.6e-@5 1 u K. LQGV5SGLOSVSSVLQGIK.G
¥ 238 1@82.9910 2163.9674 2163.0882 @.8792 a 34 54 1 u K.SPSQALTFLTPLMTPTSESR.I
# 263 1315.6039 2629.1932 2629.1873 0.0a59 a 48 1.8 1 u K. ITEWQEVHPGONYFEYGYDSR.Y

Figure 23 : Peptides obtenus lors du séquencage protéique de la bande obtenue suite a la
précipitation au TCA d’un surnageant de la culture de la souche DH5-a contenant le plasmide
plJ479.
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Pour vérifier le réle de chacun des genes, des surnageants et les culots de
cultures O/N des mutants de chaque gene furent précipités au TCA et Bugbuster,

respectivement, et migré sur gel SDS-PAGE. Le résultat est présenté dans la figure 24.

Légende:

: Echelle moléculaire
: Surnageant AprtC
: Surnageant AprtA
: Surnageant AprtB
: Culot AprtB

: Surnageant AprtD
: Culot AprtD

: Surnageant Ato/C
: Culot AtolC

: ptCABD

O©CoO~NOOADWN=T

Figure 24 : Gel de polyacrylamide des surnageants et/ou culots (lysats de cellules entiéres de
bactéries) des différents mutants manquant un des genes prt.

La bande qui correspond a la toxine est présente dans le surnageant du mutant
AprtC lui manquant I'acyletransférase PrtC et elle est absente dans le surnageant du

mutant AprtA lui manquant la toxine PrtA.

Les mutants qui ne possédent pas les genes de transport prtB et prtD n’ont
aucun produit correspondant a la bande de PrtA dans leurs surnageants, mais cette
bande est visible dans les culots des lysats de cellules bactériennes. Le plasmide
plJ479 fut également cloné dans une souche d’E. coli K-12 AtolC, une protéine
reconnue d’étre essentiel a la sécrétion des toxines RTX comme HIyA. Tout comme les
mutants manquant prtB ou prtD, aucun produit correspondant a PrtA ne se retrouve
dans le surnageant de la souche AtolC, mais cette bande est présente dans le culot du

lysat bactérien. Le surnageant de la souche ayant le plasmide plJ479 est aussi mis sur
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gel afin de servir de contréle positif et aider a identifier la bande recherchée dans les

autres puits.

9.3 Heémolyse sur gélose sang

Afin de déterminer si le systeme Prt est capable de lyser des érythrocytes, il fallait
inoculer une gélose sang avec le clone d’E. coli K-12 contenant le plasmide plJ479.
L’inoculation des souches contenants des dérivés manquant des génes prt ou la
souche K-12 AtolC avec le plasmide plJ479 sur gélose sang permet de vérifier I'effet de
chacune des mutations et sert a concorder les résultats obtenus sur gel SDS-PAGE
présenté a la figure 24. Les clones prtCABD et hlyCABD et les mutants AprtC, AprtA,
AprtB, AprtD et AtolC furent inoculés sur gélose de sang de mouton 5% et incubée a
37°C pour la nuit. Les clones prtCABD et hlyCABD causent la lyse des érythrocytes,
visible par la formation d’un halo pale autour de la strie de bactéries, tandis que les
mutants sont incapables de causer la lyse des érythrocytes et ne causent aucune plage
pale autour des bactéries. De plus, la souche d’E. coli K-12 avec le vecteur vide
(« empty vector »), soit le méme vecteur dans lequel les genes prtCABD furent clonés,

mais sans insertion, ne causa pas de lyse sur gélose sang.
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Figure 25 : Hémolyse sur gélose sang de moutons de la souche d’E. coli K-12 contenant le
plasmide plJ479, des mutants manquant un des génes prt, de la souche AtolC avec plJ479 ainsi
que la souche d’E. coli K-12 ayant le systéme de la toxine HIyA. La gélose est supplémentée avec
10 mM de calcium.

Puisqu’une lyse des globules rouges de moutons est observable, nous avons
décidé d’évaluer la capacité de la toxine de lyser des érythrocytes humains sur gélose.
Une gélose de sang d’humain 5% fut préparée en ajoutant du sang d’humain a une
gélose TSA ainsi que 10 mM de calcium. Une strie de chacun des clones et mutants de
'opéron prtCABD ainsi que la souche K-12 AtolC avec le plasmide plJ479 furent
inoculées sur la gélose sang d’humain 5% et incubée a 37°C pour la nuit. Seul le clone
prtCABD causa la lyse des érythrocytes humains, confirmée par le halo pale autour de

la strie bactérienne, observable seulement pour ce clone dans la figure 26.
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Figure 26 : Hémolyse sur gélose sang humain de la souche d’E. coli K-12 contenant le plasmide
plJ479, des mutants manquant un des génes prt et de la souche AtolC avec plJ479.
La gélose est supplémentée avec 10 mM de calcium.

9.4 Hémolyse en sang liquide

Le test d’hémolyse sur gélose sang est effectué sur une longue période de temps
et le résultat positif peut étre due a la forte concentration de toxine relachée durant la
période d’incubation. Il fut donc décidé d’effectuer le test de lyse en milieu liquide en
utilisant du sang d’humain 1%. L’incubation a 37°C fut pour une période d’'une heure et
la souche d’E. coli K-12 ayant le systeme hlyCABD servi de contrdle positif et la saline

de contrble négatif. Seul le contréle positif causa la lyse des érythrocytes humains.
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Etant donné que nous avions du sang de groupe A et de groupe O sous la main,
la décision fut de tester les deux groupes sanguins. Le test ne fut effectué qu’une seule

fois et c’est pour cela qu’il n’y a pas de barres d’erreurs dans le graphique présenté a la

figure 27.

9.4.1 Sang humain
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Figure 27: Graphique de la lyse des érythrocytes humains du groupe A et du groupe O apres 1
heure d’incubation a 37°C.

Le résultat négatif pour le test en sang liquide nous amena a penser que ce
résultat était un faux négatif causé par la courte période d’incubation. Aprés tout, EhxA
d’E. coli O157 :H7 nécessite une plus longue période d’incubation que la toxine HIyA

avant d’observer une lyse des globules rouges (Bielaszewska et al., 2014). Le temps

d’incubation fut donc augmenté a 4 heures afin d’avoir une période d’incubation assez
longue pour permettre a la toxine PrtA de faire son effet. Encore une fois, la souche d’E.
coli K-12 codant pour le systeme hlyCABD servit de contrOle positif, et la saline servit
de contréle négatif. La figure 28 montre le résultat de cette expérience, ou les souches
d’E. coli K-12 codant pour le systeme prtCABD ou hlyCABD causent la lyse des

erythrocytes. Le vecteur vide causa une légere hémolyse, mais trés peu comparé a la
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lyse des érythrocytes causée par les clones prtCABD et hlyCABD. Le méme résultat
que pour la souche avec le vecteur vide est observable pour la souche d’E. coli K-12
AprtC et la saline. Un test t de Student fut utilisé pour I'analyse statistique (test
statistique effectué a partir du logiciel GraphPad Prism version 4.02 pour Windows,

GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).
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Figure 28: Graphique de la lyse des érythrocytes humains aprés une incubation de 4 heures a
37°C.

9.4.2 Sang aviaire

Etant donné la lyse des érythrocytes de moutons sur gélose sang, nous avons
décidé de tester la lyse des érythrocytes aviaires en milieu liquide, puisqu’apres tout, la
souche QT598 fut isolée suite & une infection de dinde. Etant donné que du sang de
dinde ne pouvait étre obtenu, nous nous sommes contentés du sang de poulet. A la
figure 29, il est possible d’observer que seul le clone hlyCABD causa la lyse des
globules rouges, les autres souches utilisées ayant une lyse équivalente a la saline,
servant de contrble négatif. Ce test fut effectué une seule fois et il n’y a donc pas de
barres d’erreurs. Nous n’avions pas réussi a obtenir du sang de poulet pour faire le test

de nouveau, mais il sera important de I'effectuer en triplicata afin de pouvoir effectuer
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des tests statistiques. Le paramétre qu’il faudrait aussi changer est le temps
d’incubation, et 'augmenter a 4 heures, tout comme le test avec le sang humain.
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Figure 29: Graphique de la lyse des érythrocytes aviaires.
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9.5 Infection de cellules hétes in vitro

9.5.1 Fibroblastes aviaires et surnageant

Puisque la toxine est sécrétée dans le surnageant, celui d’une culture de 18
heures fut filtré, dilué a 50% dans du PBS avec 10 mM de calcium et ajouté a des
fibroblastes aviaires en plaque 96 puits, avec la souche d’E. coli K-12 ayant le systeme
hlyCABD servant de contrdle positif. Le test fut effectué sur une période de trois heures.
Des fibroblastes aviaires furent choisis puisque la toxine provient d’'une souche APEC

et il est connu que HIyA est capable de lyser des fibroblastes (Thomas et al., 2014).

Aucune lyse de cellules n’est observable, et ce, méme pour le témoin positif, tel que
démontré dans la figure 30. Les toxines RTX sont connues pour étre dépendantes du
calcium et celui-ci est important afin que la toxine adopte sa conformation active, alors
une concentration finale de 10 mM de calcium fut rajouté au milieu de culture durant
l'incubation ainsi qu’apres filtration du surnageant, en espérant de stabiliser la toxine.
Ceci fut en vain puisque les fibroblastes n’ont toujours pas été lysés (résultat non
montré). Dans toutes les conditions, le temps d’incubation était d’abord de trois heures
avec une vérification aux heures. Le temps fut ensuite augmenté a six heures et ensuite
pour toute la nuit. Une incubation pour la nuit cause la lyse des fibroblastes dans toutes
les conditions, méme lorsque du LB stérile, dilué a 50% avec du PBS-calcium, est
utilisé au lieu d’'un surnageant, puisque ce milieu n’est pas idéal pour la culture de

cellules eucaryotes.
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Figure 30 : Interaction entre les fibroblastes aviaires et des surnageants pendant une durée de 3
heures. a: cellules seules; b : plasmide vide; ¢ : prtCABD; d : hlyCABD

9.5.2 |Interactions bactéries-cellules

Le manque de succés avec I'obtention d’'un surnageant contenant une toxine
fonctionnelle a poussé les expériences vers l'interaction directe entre les bactéries
produisant des protéines RTX et les cellules cibles, puisque l'interaction directe
permettrait 'adhérence des bactéries aux cellules hbtes et la possibilité d’'une

interaction de la toxine suite a sa sécrétion dans le milieu de culture.
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9.5.2.1 Fibroblastes aviaires
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Infections pendant 3 heures des fibroblastes aviaires en plaque 96 puits avec une MOI
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La figure 31c et la figure 31d montrent que les fibroblastes sont lys

I'incubation de trois heures des cellules avec les souches d’E. coli codant la nouvelle

toxine PrtA ou la toxine HIyA, respectivement. Les cellules incubées avec E. coli n’ayant
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gu’un plasmide vide ne lysent aucunement et leur forme est identique a celle des

cellules seules, tel que démontré a la figure 31b et & la figure 31a. Une souche AprtC

qui ne code pas pour l'acyltransférase est incapable de causer la lyse des fibroblastes,

résultat démontré par 'abondance des cellules dans la figure 31e.

La souche sauvage QT598 fut aussi testée afin de voir si la toxine sera produite

et si celle-ci causera la lyse des fibroblastes. Aucune lyse n’est observable tant pour

une MOI de 10 :1 qu’une MOI de 100 :1, soit 10 bactéries pour une cellule et 100

bactéries pour une cellule, respectivement. Les images de ce test sont présentées a la

figure 32.
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Figure 32 : Infections pendant 3 heures des fibroblastes aviaires avec la souche QT598 WT. a :

MOI 10 :1; b : MOI 100 :1

9.5.2.2 Macrophages

Les toxines RTX sont avant tout des leucotoxines et les macrophages devraient

étre des cellules cibles de celles-ci, alors une étude de I'interaction bactérie-

macrophage fut effectuée et PrtA est capable de lyser les macrophages humains THP1

en trois heures, tel que vu dans la figure 33. Les macrophages ne sont pas lysés

lorsqu’ils sont seuls, en présence d’une souche d’E. coli ayant seulement un plasmide

vide ainsi qu’en présence de la souche mutante AprtC qui ne posséde pas

I'acyltransférase nécessaire a I'activation de la toxine. Ces trois résultats sont montrés

dans les figures 33a, 33b et 33e respectivement. Les figures 33c et 33d montrent la




lyse des macrophages par la souche d’E. coli ayant le systéme prtCABD ou hlyCABD,

respectivement.

Figure 33 : Infections pendant 3 heures des macrophages humains THP1 en plaque 96 puits avec

une MOl de 10 :1. a: cellules seules; b : plasmide vide; ¢ : prtCABD; d : hlyCABD,; e : AprtC
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9.5.2.3 Cellules urothéliales

Des expériences effectuées par une collegue (Julie Buron, résultats non publiés)
ont démontré la capacité de la souche sauvage de causer une infection du tractus
urinaire dans notre modele murin. Ceci nous poussa donc a tester I'effet de PrtA chez
les cellules urothéliales humaines 5637, et PrtA démontre une activité lytique sur des
cellules épithéliales de la vessie aprés une incubation de quatre heures. Ce résultat est

observable a la figure 34.

Figure 34 : Infections pendant 4 heures des cellules urothéliales en plague 96 puits avec une MOI

de 10:1. a: cellules seules; b : plasmide vide; c : prtCABD; d : hlyCABD
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9.5.2.4 Cellules rénales

Etant donné I'effet contre les cellules urothéliales, une infection des cellules
rénales humaines HEK 293 fut effectuée, puisque I'infection du tractus urinaire
commence par une infection de la vessie, mais peut se propager jusqu’aux reins. Une
lyse des cellules rénales montrerait un role potentiel de la toxine PrtA dans la
propagation de l'infection. Les résultats de cette infection sont présentés a la figure 35.
La figure 35b montre que les cellules rénales en présence de la souche d’E. coli K-12
avec le plasmide vide ne lysent pas et les cellules rénales sont semblables au contréle

négatif, soit les cellules seules, présenté a la figure 35a. La figure 35c et la figure 35d

montrent que la nouvelle toxine PrtA et la toxine HIyA causent la lyse des cellules

rénales.

Figure 35 : Infection pendant 4h des cellules rénales humaines en plaque 96 puits avec une MOI

de 10:1. a: cellules seules; b : plasmide vide; ¢ : prtCABD; d : hlyCABD
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9.6 Infection du tractus urinaire chez la souris

9.6.1 Coinfection du tractus urinaire chez la souris entre la souche QT598 sauvage
Alac et la souche QT598 AprtCABD

Une coinfection du tractus urinaire murin fut effectuée afin d’identifier s'il y aurait
un avantage de compétition pour la souche QT598 sauvage Alac comparé a une
souche mutante ne possédant pas le systeme prtCABD. La figure 37 montre le résultat
de l'infection, ou la survie du mutant AprtCABD est significativement plus faible dans la

vessie et les reins comparativement a la survie de la souche sauvage.
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Figure 36 : Graphique des infections du modéle urinaire murin entre la souche QT598 sauvage
Alac et la souche QT598 AprtCABD ou un décompte bactérien fut effectué dans la vessie et les
deux reins.

124



9.6.2 Coinfection du tractus urinaire chez la souris entre la souche QT598 sauvage
Alac et la souche QT598 AprtCABD complémentée avec le systeme prtCABD

Une coinfection du tractus urinaire murin fut effectuée entre la souche d’E. coli
QT598 sauvage Alac et la souche QT598 AprtCABD complémentée avec les quatre
genes prtCABD au site attTn7 en simple copie. Afin de s’assurer que la survie plus
faible de la souche QT598 AprtCABD lui manquant le systéme prtCABD était di a son
absence, les quatre genes furent réintroduits dans la souche a un endroit autre dans le
génome sans affecter les autres genes de la souche. L'introduction des génes prtCABD
permet a la souche QT598 AprtCABD complémentée de compétitionner au méme
niveau gque la souche QT598 sauvage Alac, démontré dans la figure 37. Les différences
dans les comptes observées ne sont pas significativement différentes tant dans la

vessie que dans les reins.
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Figure 37 : Graphique des infections du modéle urinaire murin entre la souche QT598 sauvage
Alac et la souche QT598 AprtCABD complémenté avec I’'opéron prtCABD au site attTn7 ou un
décompte bactérien fut effectué dans la vessie et les deux reins.
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9.6.3 Monoinfection du tractus urinaire de la souris

Une monoinfection du tractus urinaire de la souris fut effectuée en infectant la
moitié des souris avec la souche d’E. coli QT598 sauvage et 'autre moitié avec la
souche QT598 AprtCABD lui manquant les quatre génes prtCABD. La figure 38 montre
qu’au niveau de la vessie en monoinfection, le systéme prtCABD n’est pas important
pour la colonisation de la vessie puisqu’il n’y a pas de différence significative entre les
comptes bactériens obtenus a la fin de I'expérience. Cependant, la différence est
significative au niveau des reins, ce qui indique que le systeme prtCABD permet une

meilleure survie de la souche a l'intérieur des reins.
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Figure 38 : Graphique de I'infection du tractus urinaire murin avec les souches d’E. coli QT598
sauvage et QT598 AprtCABD lui manquant les quatre génes prtCABD ou un décompte bactérien
fut effectué dans la vessie et les deux reins.
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9.7 Régulation

9.7.1 H-NS

La régulation de certaines toxines RTX, dont HIyA, est dépendante de la protéine

H-NS, ou en son absence I'expression de la toxine HIyA est augmentée (Rimsky, 2004).

H-NS est nécessaire pour compacter ’ADN a l'intérieur de la cellule, mais il possede
aussi un réle de répresseur global des génes, avec une affinité plus élevée lorsque la
température de I'environnement est faible, soit autour de 25°C (Tendeng et Bertin,
2003; Rimsky, 2004). A des faibles températures, H-NS lie TADN et empéche ainsi la

transcription des génes. Lorsque la température est supérieure a 30°C et surtout autour
de 37°C, H-NS ne peut lier TADN, ce qui permet I'expression des génes (Tendeng et

Bertin, 2003; Rimsky, 2004). La protéine H-NS est connue comme un répresseur des

genes de virulence bactériens puisque cette régulation permet a la bactérie de
seulement exprimer ces génes de virulence lorsqu’elle se retrouve a I'intérieur de I'héte

ou la température est généralement plus élevée que I'environnement (Rimsky, 2004).

Les quatre genes de I'opéron prtCABD furent introduits au site attTn7 en une
seule copie dans la souche dE. coli K-12 non pathogéne BW25113 sauvage et la
souche BW25113 Ahns Iui manquant la protéine H-NS. Tel que démontré a la figure 39,
la souche BW25113 sauvage avec les quatre génes de I'opéron prtCABD est incapable
de causer une zone d’hémolyse sur gélose sang d’humain, tandis que la souche
BW25113 Ahns est capable de causer une zone d’hémolyse sur la gélose sang. La
souche BW25113 Ahns sans le systeme prtCABD fut aussi inoculée sur la gélose sang,
et celle-ci n’est pas hémolytique. Ceci indique que la protéine H-NS a un réle a jouer

dans la répression de I'opéron prtCABD.
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Figure 39 : Hémolyse sur gélose sang d’humains par la souche d’E. coli K-12 BW25113 sauvage et
la souche BW25113 AH-NS lui manquant la protéine H-NS. La gélose sang est supplémentée avec
10mM de calcium.
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9.7.2 Fusion du promoteur prt avec les genes luxCDABE

La figure 40 montre la luminescence captée pendant une période d’incubation de
24 heures de la souche d’E. coli QT598 sauvage avec le promoteur prt fusionné avec
les genes lucCDABE a 30°C, 37°C et 42°C. L’expression est plus élevée a 30°C, ou la
luminescence captée est 2 fois plus élevée que lorsque les bactéries sont incubées a
37°C et 32 fois plus élevée que lorsque les bactéries sont incubées a 42°C. De plus,
I'expression est plus élevée en présence de fer, puisqu’il y a expression dans le milieu
riche LB et le milieu LB supplémenté en fer et il n’y a pas d’expression lorsque le fer est

chélaté du milieu.
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Figure 40 : Luminescence captée pendant 24 heures a 30°C, 37°C et 42 °C lors de I'incubation de
la souche QT598 sauvage ayant le promoteur prt fusioné avec les genes luxCDABE dans du
milieu LB, LB avec fer et LB avec un chélateur de fer.
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DISCUSSION

10.1 Comparaisons phylogénétiques des protéines RTX

Tel que vu dans les tableaux 5, 6 et 7, les produits des genes prtCAB sont aussi
retrouvés chez trois souches UPEC, soit UMEA 3489-1, UMEA 3585-1 et UMEA 3703-
1, et ils sont tres semblables aux génes présents chez la souche QT598. Le produit du
géne prtD est une exception, ou ce gene est conservé seulement chez la souche UMEA
3703-1 et il est tres différent chez UMEA 3489-1. Les produits des génes prtCA sont
différents des produits des genes hlyCA et ehxCA provenant des souches UPEC
CFTO073 et EHEC 0157 :H7, respectivement. HlyBD et EhxBD, cependant, démontrent
une identité plus élevée avec PrtBD et les protéines de transport semblent étre plus
conservées parmi ces trois systemes RTX identifiés chez des souches d’E. coli
pathogénes, soit HIyA, EhxA et PrtA. Les quatre produits des genes de systeme RTX
identifiés chez Cronobacter malonaticus et Actinobacillus pleuropneumoniae sont

également trés semblables a ceux du systeme Prt.

La présence des toxines RTX chez Escherichia coli est habituellement associée
avec un transfert génétique des especes de la famille Pasteurellaceae et ce ne serait
point surprenant que cette nouvelle toxine RTX ne soit pas une exception. La présence
des protéines PrtC, PrtA et PrtB de QT598 chez les trois souches UMEA, et ce, avec
une tres forte homologie, suggere un transfert de ce systeme entre ces souches, mais
avec aucune autre souche d’E. coli. La protéine RtxC peut provenir d’A.
actinomycetemcomitans ou de C. malonaticus, mais la forte homologie avec RtxA de
cette derniére espéce suggererait une provenance des genes prtCA de C. malonaticus,
puisque le géne prtA ne semble pas étre similaire a A. actinomycetemcomitans . De
plus, la similarité entre les deux genes de transport prtBD avec C. malonaticus renforce
cette suggestion, quoi que A. actinomycetemcomitans suit trés proche derriere pour
ces deux génes. Ceci n’est pas trop surprenant puisque les protéines de transport sont
composées de domaines tres conservés puisque ces parties ne sont pas exposées au
systeme immunitaire et ne sont donc point sous une pression sélective. La portion qui
doit changer est la partie de PrtB et PrtD reconnaissant le substrat, et ceci explique les
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guelques différences retrouvées dans les séquences des protéines PrtB et PrtD, en
particulier lorsqu’on regarde les souches CFT073 et O157 :H7 d’E. coli, dont leurs
toxines et acyletransférases ne sont pas trés proches phylogénétiquement. Etant donné
gue les génes de transport sont généralement conserveés, il est trés surprenant de
remarquer que le géne rtxD d’'UMEA 3585-1 contient plusieurs différences, et encore
plus celui ’UMEA 3489-1, qui est loin d’étre similaire a celui de QT598. Des mutations
dans le gene rtxD d’UMEA 3585-1 pourraient expliquer les différences, tandis que la
provenance du gene rtxD d’'UMEA 3489-1 d’une autre espéce, soit lors de I'acquisition
du systeme rtxCABD ou suite a une recombinaison avec un autre géne codant une
protéine transmembranaire, est '’hypothése prédominante pour expliquer cette
différence majeure. L’homologie avec le systeme apxlll d’A. pleuropneumoniae, laisse
penser que PrtA de QT598 pouvait aussi provenir d’A. pleuropneumoiae, puisque
chacun des génes de 'opéron semble étre rapproché de notre toxine. Malgré la forte
homologie des génes de transport avec ceux de C. malonaticus et A.
pleuropneumoniae, il est toujours possible que ce systéme soit acquis par blocs, les
genes rtxCA provenant de C. malonaticus ou A. pleuropneumoniae et prtBD des
souches E. coli 0157 :H7 ou CFTO073.

Finalement, le contenu en G+C, soit la quantité de guanine et cytosine dans
I’ADN, est spécifique a chaque espéce, pouvant aller de 13% a 75%, et varie a

l'intérieur d’'un méme génome a cause de transfert de génes (Lassalle et al., 2015). Des

variations de la concentration de G+C dans un géene suggérent souvent que ce systeme

fut acquis par transfert horizontal avec une autre espéece (Hildebrand et al., 2010;

Lassalle et al., 2015). Le contenu en G+C d’Escherichia coli est généralement de 50%,

avec une moyenne de 52.5% (Muto et Osawa, 1987). L’opéron PrtCABD a un faible

contenu en G+C, soit de 45% pour I'opéron au complet et 47% pour le géne prtA, et il
est considéré A-T riche. Le contenu en G+C du génome de Cronobacter se tient autour
de 57-58%, ce qui diminue la probabilité de transfert de 'opéron de Cronobacter a E.

coli (Joseph et al., 2012; Yan et al., 2013). Toutefois, le contenu en G+C de la famille

Pasteurellaceae se retrouve dans la plage de 37 a 45% (Kuhnert et Christensen, 2008).

Plus spécifiquement, celui d’A. pleuropneumoniae et M. haemolytica est de 41%, tandis

que le contenu G+C d’A. actinomycetemcomitans se tient a 44% (Foote et al., 2008;
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Kuhnert et Christensen, 2008). En tenant en compte le contenu en G+C, il semblerait

plutét que 'opéron provient d’'un membre de la famille Pasteurellaceae, probablement
du systéme apxlll d’A. pleuropneumoniae ou Itx d’A. actinomyecetemcomitans, puisque
les génes de 'opéron des toxines RTX de ces especes sont les plus rapprochés de
notre toxine. Les génes cbd d’A. actinomycetecomitans sont plus proches que ceux d’A.

pleuropneumoniae, mais le gene A de ce dernier est plus similaire.

En tenant en compte de chacun des éléments mentionnés, le systéme prtCABD
proviendrait originellement d’'un membre de la famille Pasteurellaceae, soit A.
pleuropneumoniae ou A. actinomyecetemcomitans. Il fut ensuite transféré a C.
malonaticus et ce dernier le transféra a E. coli. Le plasmide pEC598 contient le systeme
codant le sidérophore aérobactine, mais I'aérobactine n’est pas fonctionnelle a cause
de la présence d’un codon d’arrét qui empéche la production d’'une molécule
d’aérobactine compléte. Le plasmide chez les trois souches UMEA (3703-1, 3585-1 et
3489-1) ne contient pas le systéme d’aérobactine. L’hypothése est donc que la souche
d’E. coli QT598 fut la premiére a acquérir le plasmide pEC598, et que ce dernier se
transféra plus tard aux trois souches UMEA. Puisque le systéme codant I'aérobactine
ne résulte pas en une protéine fonctionnelle, celui-ci subit une délétion du plasmide au

fil du temps.

10.2 Visualisation sur gel et séquencage protéique

Le clonage du systéeme prtCABD chez E. coli K-12 fut vérifié par PCR en criblant
pour la présence du gene prtA ainsi qu’en observant un phénoméne d’hémolyse sur
gélose sang de mouton. La littérature suggeére que la toxine devrait étre sécrétée dans
le surnageant, et ceci est confirmé par la précipitation des protéines du surnageant
d’une culture O/N et la migration sur gel SDS-PAGE. La masse moléculaire théorique
de la toxine est de 91.73 kDa, et cette bande devrait donc se trouver entre les bandes
de 85 kDa et 100 kDa de I'’échelle moléculaire, et ceci est ce qu'on observe a la figure
22. Cette taille théorique ne tient cependant pas en compte le poids supplémentaire des
lysines acylées, et ceci est la raison pour laguelle la bande de la toxine semble étre plus

élevée. Le méme phénomene est observable tant pour HIyA que pour EhxA, ou
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I'acylation augmente la taille de la protéine d’environ une dizaine de Da (Bauer et
Welch, 1996b; Fiser et Konopasek, 2009).

Toutefois, afin de s’assurer de partir du bon pied et d’avoir en possession la
bonne toxine, le séquencage de la bande fut effectué. La comparaison des peptides
obtenus par digestion protéique avec une banque de données qui inclue la nouvelle
toxine RTX démontre que c’est bien la nouvelle toxine RTX qu’on avait visualisée sur
gel de polyacrylamide. Les peptides en rouges de la figure 23 représentent les peptides
ayant 100% de similarité avec notre toxine et, malgré le fait que les peptides en noirs ne
font pas partie de notre toxine, la similarité avec PrtA était trés élevée, et des
différences peuvent étre dues a une erreur de séquencage. C’est donc bien la protéine
PrtA.

10.3 Hémolyse sur gélose sang et effets des mutants

L’absence de l'acylateur PrtC ne devrait aucunement empécher la sortie de la
toxine, quoique celle-ci ne devrait pas étre active. La figure 24 montre que la toxine est
sécrétée dans le surnageant et les figures 25, 26, 28, 31 et 33 démontrent le manque
d’activité cytotoxique de la protoxine chez le mutant AprtC. La toxine est absente du
surnageant du mutant AprtA et celui-ci ne cause aucune lyse des globules rouges sur
gélose sang de mouton et sang humain, tel que vue dans la figure 25 et dans la figure
26, ce qui n’est pas surprenant étant donné que la toxine est absente de I'opéron.
Quant aux trois génes d’exports, soit prtB, prtD et tolC, une mutation d’un de ceux-la
empéche la sortie de la toxine et celle-ci se trouve seulement dans le culot des

souches, et aucun de ces mutants n’est hémolytique sur gélose sang (figure 25 et figure

26). La présence d’une zone hémolytique sur gélose sang avec le clone prtCABD et
hlyCABD, aux figures 25 et 26, montrent bien que les érythrocytes de moutons et
d’humains des géloses sont sensibles a la lyse et que celle-ci est visible lorsqu’elle a

lieu. Le role de chacun des genes concorde avec les toxines RTX déja caractérisees.

Il est intéressant a noter que la nouvelle toxine RTX semble étre beaucoup plus
dépendante du calcium que HIyA, voire méme plus fragile. En absence de calcium sur

la gélose sang, la zone d’hémolyse causée par HIyA est plus grande que celle causée
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par PrtA (résultat non montré). La zone d’hémolyse de PrtA augmente de taille et
devient plus évidente a observer lorsque la gélose sang est supplémentée avec une

concentration de 10 mM de calcium.

10.4 Hémolyse en liquide

La figure 27 montre I'absence de lyse des érythrocytes humains par PrtA et la
figure 29 montre I'absence de lyse des érythrocytes aviaires par PrtA. Tout d’abord, la
présence de lyse des érythrocytes humains et aviaires par le contréle positif HlyA
montre que la méthode utilisée est bien fonctionnelle, et 'absence de lyse par la
nouvelle toxine RTX, dont la densité optique du surnageant est égale a celle des
contrdles négatifs, est évidemment due a un manque de reconnaissance des globules
rouges provenant des espéces choisies. L’absence de lyse des érythrocytes aviaires
reste toutefois intrigante, puisque la toxine provient d’'une souche aviaire et la lyse des
érythrocytes aviaires permettraient I'acquisition du fer de 'héme. La souche QT598 fut
guand méme isolée d’'une dinde, et du sang de cet animal ménerait peut-étre a un
résultat positif pour le test d’hémolyse. La présence de lyse sur gélose sang de mouton,
mais I'absence de lyse des globules rouges humains et aviaires en milieu liquide
pourrait étre due a un effet de concentration. En effet, I'incubation sur gélose sang de
mouton se fait sur toute la nuit, tandis que le test en milieu liquide se fait sur une heure.
Il est donc possible que la toxine ne soit pas spécifique pour les érythrocytes de
moutons, mais la concentration élevée de toxines relachées sur une longue période finit
par causer la lyse des érythrocytes ovins. Cette pensée nous a menés a tester la lyse
des érythrocytes humains en gélose, tel que présenté a la figure 28, afin de voir s'il y
aurait une lyse sur une période de 24 heures, et la réponse était positive. Ce résultat
nous a donc incités a tester la lyse des érythrocytes humains liquides sur une plus
longue période de temps, et une période de 4 heures fut choisie. Tel que présenté a la
figure 28, une période de 4 heures était suffisante pour permettre a la toxine RTX de
causer la lyse des érythrocytes humains. Cette longue période d’incubation n’est pas la
cause de la lyse puisque les globules rouges incubés avec des bactéries ne produisant

pas de toxines ou incubés avec de la saline présentérent un tres faible niveau de lyse.
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Nous n’avions pas réussi a acquérir du sang de poulet pour tester la lyse en milieu
liquide des érythrocytes aviaires sur une période plus longue, mais ce test serait
important a faire afin de déterminer si les érythrocytes aviaires sont une cible de la
toxine. La nécessité d’'une plus longue période de temps n’est pas trés surprenante,
puisque méme EhxA de la souche d’E. coli 0157 :H7 nécessite une longue incubation
sur gélose sang de mouton avant d’observer une zone d’hémolyse, soit 16 heures au
lieu de 4 heures, temps nécessité par HIyA de la souche d’E. coli CFT073
(Bielaszewska et al., 2014). Ceci est d0 a une faible affinité par EhxA d’E. coli 0157 :H7

envers les érythrocytes (Bielaszewska et al., 2014).

10.5 Infections in vitro

Les fibroblastes aviaires, les macrophages humains, les cellules urothéliales
humaines et les cellules rénales humaines sont lysés plus rapidement par le contréle
positif HIyA, mais PrtA lyse trés bien ces cellules malgré le fait qu’elle semble agir d’'une
facon plus lente. L’absence de lyse avec les surnageants des souches, méme pour
HIyA, nous forca & utiliser une interaction bactérie-cellule, et, comme vue par le controle
négatif DH5-a plasmide vide, les cellules ne lysent pas par la simple présence des
bactéries ni par la présence de LPS comme peut le confirmer la figure 32 ou la
présence de la souche sauvage exprimant le LPS ne tue aucunement les cellules
méme a une MOI de 100 :1.

L’absence de lyse par la souche sauvage peut étre due a une répression du
systéme dans les conditions utilisées. Certaines études ont démontré que I'expression
de la toxine HIyA est augmentée dans un milieu faible en fer, tandis que le milieu utilisé
dans ces expériences est un milieu riche en nutriment (Wiles et Mulvey, 2013). De plus,

en utilisant des cultures O/N, on ne donne peut-étre pas assez de temps a la souche
sauvage de produire la toxine, puisque les toxines RTX ont tendance a étre produite en
milieu de la phase exponentielle et arréte en phase stationnaire. Les clones utilisés
dans ces expériences posseédent le promoteur natif, mais manquent plusieurs
régulateurs que seules les souches sauvages cliniques possedent, faisant en sorte que

'opéron est exprimé de fagon constitutive. De plus, il est possible que la toxine PrtA soit
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exprimée par la souche sauvage seulement in vivo et jamais in vitro, tout comme la

toxine ApxIV (Gimenez-Lirola et al., 2014). Une analyse de I'expression de la toxine

pourrait donner les informations manquantes pour ajuster le protocole. La toxine PrtA,

tout comme HIyA, semble avoir un spectre étroit au niveau de ces cellules cibles.

10.6 Infection in vivo

En regardant les résultats de la coinfection entre la souche QT598 sauvage Alac
et la souche QT598 AprtCABD, la toxine semble étre importante pour I'étape primaire et
secondaire de I'infection, soit I'infection de la vessie et 'infection des reins
respectivement, car en son absence le mutant survit avec plus de difficulté que la
souche sauvage dans les deux organes. Une analyse de ’'ARN récolté des vessies et
reins permettrait de savoir le niveau d’expression des génes de I'opéron prtCABD et si
la toxine semble étre plus importante lors de l'infection d’un des deux organes.
Cependant, en monoinfection, la différence observée dans la survie de la souche
QT598 AprtCABD n’est pas significativement différente de la survie de la souche
QT598 sauvage, ce qui peut indiquer que lorsque la bactérie n’est pas en compétition,
la toxine est moins importante pour établir I'infection de la vessie. La différence dans la
survie de la souche QT598 AprtCABD dans les reins est significativement différente
comparée a la survie de la souche QT598 sauvage, ce qui indique que sans

compétition, la toxine est importante pour I'infection des reins.

La complémentation de la souche QT598 AprtCABD avec les génes prtCABD
intégrés dans le site att Tn7 permet de rétablir le phénotype de la souche QT598
sauvage, indiquant que la différence observée dans la survie de la souche QT598

AprtCABD était bien due a I'absence de la toxine.
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10.7 Régulation

La souche d’E. coli K-12 BW25113 sauvage avec les genes prtCABD n’est pas
hémolytique sur gélose sang, mais la souche BW25113 Ahns avec le systeme prtCABD
est hémolytique. H-NS (« Histone-like nucleoid structuring protein ») est une petite
protéine retrouvée chez plusieurs bactéries Gram négatif capables de lier ’TADN de
facon séquence indépendant, avec une grande affinité pour ’ADN courbé, et joue deux

réles (Rimsky, 2004). Premiérement, il permet de compacter 'ADN et deuxiémement, il

est un régulateur global de la transcription de plus de 200 génes (Tendeng et Bertin,

2003). Il est déja connu que la régulation de la toxine HIyA d’E. coli est affectée par la
protéine H-NS, ou I'élévation de la température diminue la courbature de 'ADN et donc
I'affinité de H-NS pour I’ADN, ce qui résulte en une augmentation de I'expression de la

toxine puisque H-NS ne lie plus ’'ADN (Rimsky, 2004). Une souche qui ne possede pas

H-NS est plus hémolytique sur gélose sang, ce qui concorde avec nos observations. Il
est a noter qu’en absence de la protéine H-NS, I'expression des génes hlyC et hlyBD
est augmentée, mais celle du gene hlyA n’est pas affectée. Cette hausse dans l'activité
hémolytique résulte d’une sécrétion de plus de toxines et/ou d’'une augmentation de la
guantité de toxines acylées, et donc actives, par la présence d’une plus grande quantité

de HlyC (Muller et al., 2006). Il est donc possible que la zone d’hémolyse causée par

PrtA observée chez le clone Ahns soit due a 'augmentation de I'expression des génes
prtC et/ou prtBD, et non pas de celui de prtA. Une analyse de 'ARN permettrait de
mieux comprendre I'effet de H-NS dans la régulation du systéme prtCABD.

La répression de la production de toxine dans un milieu faible en fer est similaire
a ce que certaines études ont démontré avec la toxine HIyA, méme si c’est contre-
intuitif puisqu’une toxine capable de lyser des érythrocytes pourrait aider a la capture du

fer (Robertson et al., 2006). Ceci est cependant en désaccord avec les études ayant

montré une augmentation de la production de la toxine HIyA lorsque la concentration de
fer dans le milieu est faible, tel que mentionné plus haut. Une collegue du laboratoire
(Gaélle Porcheron, résultat non publi€é) a montré que I'expression de la toxine HIyA est
réprimée chez une souche Afur et la souche n’est pas hémolytique sur gélose sang.

Dans un milieu riche en fer, les protéines nécessaires pour capter le fer, des cibles de
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Fur, sont réprimées. Une fois que la concentration de fer est faible, Fur n’est plus actif
et ces protéines peuvent étre exprimees. Une souche Afur ne posséde pas ce
régulateur et I'expression génétique mimique un milieu faible en fer. L’absence
d’hémolyse chez une souche qui ne possede pas Fur indique que la toxine HIyA n’est
pas exprimée dans un milieu faible en fer, et ceci correspond avec les résultats obtenus

avec la fusion du promoteur prt avec les genes luxCDABE.

Il est connu que I'affinité de la protéine H-NS pour 'ADN est plus élevée a 25°C
qu’'a 30°C et 37°C, donc il n’est pas surprenant de remarquer que I'expression est

élevée a 30°C (Rimsky, 2004). Il est néanmoins surprenant que le niveau d’expression

diminue lorsque la température d’incubation augmente a 37°C et que I'expression
diminue encore plus a une température de 42°C. Généralement, 'augmentation de la
température diminue la courbature de 'ADN, ce qui a pour effet de diminuer I'affinité
entre H-NS et 'ADN et le résultat attendu serait une augmentation de I'expression des
genes réprimés par H-NS. La présence d’un autre régulateur température-dépendant
qui n’a pas encore été identifié pourrait étre responsable de la diminution de
I'expression avec 'augmentation de la température. Des cibles potentielles a regarder
seraient Hha, RfaH et des régulateurs de quorum sensing tel que des systemes a deux

composantes (Thomas et al., 2014).

L’expression de la toxine PrtA de la souche APEC QT598 est tres faible a une

température de 42°C, soit la température corporelle normale du poulet (Stathopoulos et

al., 1999). Cet effet peut signifier que la toxine n’est pas importante pour établir une

infection chez le poulet et c’est pour cela que I'expression est réduite. D’un autre point
de vue, I'expression est réduite a une température de 42°C pour éviter une
surproduction de la toxine et une exfoliation accrue des cellules du poulet, ce qui

pourrait finir par expulser les bactéries et réduire la virulence de la souche, tel

qu’'observeé avec une surexpression de la toxine HlyA (Nagamatsu et al., 2015).

La production de la toxine augmente avec le temps et elle est plus élevée au
milieu et vers la fin de la phase exponentielle, et diminue lorsque les bactéries entrent
en phase stationnaire, ce qui est en lien avec ce qui fut observé chez la toxine HIyA
(Thomas et al., 2014).

139



CONCLUSION

Le séquencage de la souche APEC O1 QT598 par notre laboratoire révéla la
présence d’une région unique sur le plasmide de virulence ColV pEC598 codant pour
plusieurs facteurs de virulence, soit un fimbriae, autotransporteur et toxine RTX, et cette
derniere fit nommée « plasmid-encoded RTX toxin » (prt). L'opéron de la toxine RTX
est composé de quatre genes, prtCABD, ou la toxine, codée par le géne prtA, nécessite
'acylateur PrtC afin d’adopter sa conformation active. Toutefois, tout comme pour les
autres toxines RTX, I'absence de I'acylateur n'empéche point la sortie de la toxine et
celle-ci se retrouve dans le surnageant. Les genes prtBD ainsi que tolC, codant pour
une protéine de la membrane externe nécessaire pour la sécrétion de divers composes,
sont nécessaires pour la sécrétion de la toxine. En 'absence d’un de ces géenes, la

toxine reste dans le cytoplasme et aucune lyse n’est observée sur gélose sang.

La toxine est capable de lyser les érythrocytes de moutons et d’humains sur
milieu solide suite a une incubation de 18 heures. En sang liquide cependant, une seule
heure n’est pas suffisante pour lyser les globules rouges humains et aviaires, mais les
érythrocytes humains lysent lorsque le temps d’incubation est augmenté a 4 heures.
Malheureusement, il ne restait plus de sang aviaire liquide et nous n’avions pas réussi a
obtenir plus de sang aviaire afin d’effectuer le test sur une plus longue période
d’incubation et ainsi déterminer s’il y aura une lyse sur une longue période. Il serait
aussi important d’effectuer le test de lyse des érythrocytes aviaires sur gélose. |l serait
aussi important de tester du sang de mouton liquide, et méme du sang de divers
animaux, afin de déterminer les érythrocytes cibles de la toxine PrtA. Le sang d’un des

animaux a tester serait la dinde puisque cette souche fut isolée a partir d’'une dinde.

Les macrophages humains, les fibroblastes aviaires, les cellules urothéliales et
les cellules rénales sont lysés par la toxine lors des interactions bactéries-cellules. La
lyse des cellules urothéliales et rénales indique I'importance potentielle de ce facteur de

virulence lors de l'infection du tractus urinaire.
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Dans le modéle urinaire murin, la toxine PrtA est nécessaire pour permettre la
compétition par la souche QT598 dans la vessie et dans les reins, mais la toxine
semble étre importante dans I'établissement de l'infection au niveau des reins, mais
n’affecte pas l'infection de la vessie lorsque la bactérie n'est pas en compétition avec

d’autres bactéries.

L’intégration du systéme prtCABD dans une souche d’E. coli K-12 Ahns montre
gue le systeme est sous la régulation de HN-S ou est régulé par une molécule qui est
dépendante de HN-S. Une mutation de HN-S dans la souche QT598 sauvage

permettrait peut-étre d’observer une zone d’hémolyse sur gélose sang.

La fusion du promoteur prt avec les génes luxCDABE permit de déterminer que
la toxine est exprimée seulement lorsque le milieu contient du fer et 'expression est 2
fois plus élevée a 30°C que 37°C et 32 fois plus élevée a 30°C qu’a 42°C. Il faudrait
tester une température d’incubation de 25°C puisque l'affinité de la protéine H-NS est
plus élevée a 25°C, ce qui causerait une répression du systéme prtCABD. Il serait
important de regarder le réle des régulateurs qui sont connus d’étre exprimé ou réprimé
selon la température. Des études préliminaires effectuées lors de cette maitrise ont déja
montré que I'expression de la toxine est trés faible dans le milieu minimal M9 faible en
fer et que I'expression augmente lorsque le milieu M9 est supplémenté avec 10 uM de
fer (résultats non montrés). L’expérience reste a étre répétée afin de valider les
résultats obtenus avec le milieu M9. De plus, tester le niveau d’expression suite a
l'intégration de la fusion du promoteur prt avec les genes luxCDABE dans les mutants
fur, ryhB et doubles mutants fur/ryhB de la souche QT598 permettraient de voir un effet
des systémes de régulation du fer sur I'expression de la toxine. L’intégration de cette
fusion chez un mutant hns de la souche QT598 permettrait aussi de voir les
changements d’expression lorsque le régulateur global H-NS n’est pas présent. Une
PCR quantitative serait intéressante a effectuer afin de déterminer si la régulation
affecte seulement la transcription des genes prtC, prtB et prtD, ou si la transcription du
gene prtA est aussi affectée.
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