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Résumé

Le fer est un élément essentiel pour les bactéries. Puisqu’elles ne peuvent le
synthétiser elles-mémes, elles utilisent un ou plusieurs systémes d’acquisition de fer
afin de se le procurer dans I'environnement, ou chez I'hdéte pour leurs propres
métabolismes. Différentes stratégies coexistent chez les bactéries pathogénes dues
a la faible concentration de cet élément, autant chez I'héte que dans I'environnement.
Salmonella enterica sérovar Typhi (S. Typhi) est une entérobactérie Gram négative
causant une maladie systémique, soit la fiévre typhoide, qui est spécifique a
'homme. Les mécanismes de pathogénese de ce sérovar sont peu connus jusqu’a
ce jour, puisque son tropisme pour 'humain empéche I'utilisation d’'un modéle animal
adéquat. L'objectif de cette recherche est de caractériser le systéeme d’acquisition de
fer chez S. Typhi encodé par le locus iro. Les génes du locus, iroBCDEN ont fait
'objet de plusieurs recherches chez différents pathogénes, notamment E. coli et
Salmonella Typhimurium. Bien qu’un réle dans la virulence ait été établi pour ce locus
chez ces bactéries, trées peu d’'informations sont disponibles quant au réle chez S.

Typhi, qui emprunte plutét la voie systémique d’infection.

Nous avons évalué le rble de la synthese, de I'exportation et de I'importation
du sidérophore salmochéline, codé par les génes iroBCDEN. En inactivant le locus
puis par la suite les génes de fagon indépendante par échange allélique, il a été
possible d’observer leurs implications in vitro lors d’infections de cellules humaines.
Le réle dans I'adhésion et I'invasion des cellules épithéliales ainsi que le réle dans la

phagocytose et la survie dans les macrophages ont donc été déterminés. De plus, le
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mécanisme de sécrétion par lequel la salmochéline peut traverser la membrane
externe est inconnu a ce jour. La pompe a efflux TolC est responsable de la sécrétion
de plusieurs molécules, y compris I'entérobactine, un sidérophore analogue a la
salmochéline. Par mutagénése, nous avons effectué un mutant de délétion to/C afin
de vérifier son implication dans linteraction avec les cellules épithéliales et les
macrophages. Afin de caractériser in vitro les mutants, nous avons effectué des
courbes de croissance dans différents milieux. La sensibilité au peroxyde
d’hydrogéne a été veérifiée par la suite, puis di aux résultats d’infections, la mobilité
de la souche Ato/C a été évaluée. Ces différents tests nous ont permis de mieux
comprendre l'implication du locus iro, de ses composantes et de la pompe a efflux
TolC lors de l'interaction avec les cellules cibles d’'une infection systémique causée

par Salmonella Typhi.

Mots-clés : Salmonella enterica sérovar Typhi, fer, sidérophore, salmochéline
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Abstract

Iron is an essential element for most bacteria. Since they are unable to
synthetize it themselves, bacteria have developed systems to acquire iron from the
environment or from host, for their own metabolic needs. Different strategies coexist
in the same pathogen as a result of the low iron concentration available in the
environment and in their host. Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) is a Gram
negative entericbacteria that causes a systemic disease called typhoid fever, which is
specific to humans. The pathogenic mechanisms of this serovar remain poorly
characterized due to its tropism for humans and the lack of an adequate animal
model. The objective of this project is to characterize the iron uptake system encoded
by the iro locus of S. Typhi. The iroBDCEN genes of this locus are well known in
other pathogens, especially in E. coli and Salmonella Typhimurium. Even if a role in
virulence has been established for this locus in several bacteria, it has not been

verified in S. Typhi, which importantly uses the systemic route of infection.

We evaluated the role of synthesis, export and import of the salmochelin
siderophores coded by the iroBCDEN genes. Inactivating the whole locus and each
individual gene by allelic exchange, provided a means to observe their effects in vitro
by infecting human cells. The role in adhesion and invasion of epithelial cells and their
role in phagocytosis and survival in macrophages were determined. Moreover, the
secretion mechanism by which salmochelin siderophores are able to pass through the
external membrane is unknown to date. The TolC efflux pump is responsible for

secretion of several molecules, including enterobactin, a siderophore related to
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salmochelins. By mutagenesis, we created a fo/lC deletion mutant to verify its
implication in interactions with epithelial cells and macrophages. To characterize the
mutants in vitro, we tested their ability to grow in different media. Sensitivity to
hydrogen peroxide was verified for all mutants and due to the infection results for
AtolC, we tested the motility of this mutant. These experiments allowed a better
understanding of the implication of the iro locus, its components and the efflux pump
TolC with human host cells that are targeted during systemic infection caused by

Salmonella Typhi.

Keywords : Salmonella enterica serovar Typhi, iron, siderophore, salmochelin
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“People often say that humans have always
eaten animals, as if this is a justification for
continuing the practice. According to this
logic, we should not try to prevent people
from murdering other people, since this has
also been done since the earliest of times.”

— Isaac Bashevis Singer
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Introduction

1. Salmonella

1.1 Généralités sur Salmonella

Le genre Salmonella a été découvert en 1884 apres avoir été isolé d'un intestin
de porc par le bactériologiste américain Daniel Elmer Salmon (1, 2). Quelques
années plus tard, dans les années 1890, le nom Salmonella fut attribué au
microorganisme en I'honneur du chercheur. Ce bacille a paroi Gram négatif fait partie
de la famille des Enterobacteriacea (3). On retrouve la plupart des salmonelles dans
le tractus intestinal des animaux qu'elles infectent. Le genre Salmonella partage un
bon nombre de caractéristiques communes avec l'entérobactérie la plus étudiée et la
plus connue, soit Escherichia coli (4). Salmonella aurait évolué en tant que
pathogéne intracellulaire aprés s'étre éloignée de I'ancétre commun qu'elle partageait
avec E. coli il y a de cela environ 100 a 150 millions d'années (5). L'ADN génomique
de ces deux entérobactéries partage environ 80% d'homologie, représentant un

certain avantage en recherche.

1.2. Nomenclature

La nomenclature des salmonelles a beaucoup changé et évolué depuis le

début de sa classification. Ce fut tout d'abord a I'aide des symptébmes rencontrés



chez I'néte lors d'une infection puis par la suite par I'endroit ou les souches ont été
découvertes que la classification se basait. Suite a de longues années ou un
consensus ne pouvait se faire, la classification « Kauffman and White » a été établie.
Ce systéme classe le genre Salmonella en plus de 2 600 différents sérovars en se
basant sur les antigénes exprimés a la surface de la bactérie (3). Trois antigénes
divisent les sérovars, soit I'antigéne O, H et Vi, qui représentent respectivement les
structures de lipopolysaccharides (LPS), les flagelles et |Ila capsule
d'exopolysaccharides (6). Bien que la classification se base sur le sérotypage des
souches, les termes «sérotype » et « sérovar » étaient tous deux utilisés selon le
code de la Nomenclature Bactérienne établie par le « Judicial Commision of the
International Committee on the Systematics of Prokaryotes » (1). A ce jour,

seulement le terme « sérovar » est utilisé.

Le genre Salmonella se divise en deux espéces bien distinctes, soit S. bongori
et S. enterica. C'est surtout I'llot de pathogénicité 2 (SPI-2) qui sépare ces deux
espéces et les rend si divergentes. Lors de cette divergence, une grande quantité
d'ADN a été acquise par des transferts de génes horizontaux par des plasmides ou
des phages (7). Ces transferts de génes ont un rdle important dans la diversité des
salmonelles (8). Une des deux especes, Salmonella bongori, regroupe 22 sérovars
(1) étant typiquement des bactéries commensales des invertébrés au sang-froid (9),
alors que S. enterica est divisée en 6 sous-espéces qui représentent plus de 2520
sérovars (1). L'une de ses sous-espéces, Salmonella enterica enterica, est la plus
fréquente et rassemble la majorité des souches qui causent des infections chez

'"homme.



1.3. Caractéristiques

Les salmonelles sont des bactéries principalement prototrophes car elles
peuvent synthétiser la majorité des composés organiques nécessaires a leur
croissance (3). Elles doivent donc se procurer des nutriments du milieu environnant.
Ses besoins nutritifs sont assez simples (10). Les métaux requis chez Salmonella
sont le zinc, un élément important pour la formation de cofacteurs, le fer afin de
supporter la croissance et la survie, ainsi que le manganése, nécessaire pour les
mécanismes de virulence de la bactérie (11). Le genre Salmonella est un anaérobie
facultatif possédant la capacité de fermenter le glucose, mais est incapable de
fermenter le sucrose ou le lactose. Ce sont des bactéries considérées neutrophiles
puisqu'elles poussent a un pH optimal entre 6 et 7, mais elles ont la capacité de
croitre entre des pH allant de 4 a 9 (12). Elles sont aussi mésophiles, car la
température de croissance optimale est a 37°C, mais elles tolérent des variations de

température allant de 7 a 48°C (12).

S. enterica se divise en trois catégories selon I'héte chez lequel la maladie est
causée. La bactérie peut infecter un héte spécifique, elle peut étre adaptée a un héte,
mais étre en mesure d'infecter d'autres types d'organismes ou alors elle peut tout
simplement infecter de fagon générale plusieurs hoétes. Dans le dernier cas, la
maladie causée par le pathogéne varie énormément d'un héte a l'autre (12). La sous-
espece S. enterica enterica est responsable de 99% des maladies a salmonelles,
nommeées salmonelloses, chez les animaux a sang chaud (5). Les salmonelloses

sont des infections qui excluent les sérovars Typhi et Paratyphi qui causent la fiévre



typhoide, une infection systémique létale. Selon le sérovar, deux types de maladies
sont causées; une maladie localisée résultant en une gastroentérite ou une maladie

systémique connue sous le nom de fiévre typhoide.

1.4. Infection localisée : Salmonella Typhimurium

L'étendue de la distribution du sérovar S. Typhimurium est au niveau mondial.
Bien qu'il cause une gastroentérite, ce n'est pas une maladie de type voyageur. C'est
plutét en Amérique du Nord et en Europe que les cas sont plus courants (3). Au
Canada, S. Typhimurium est le sérovar le plus fréquemment rencontré dans les cas
de salmonelloses et a chaque année aux Etats-Unis, 2 & 3 millions de cas
surviennent (3). Ce type de salmonellose infecte surtout les jeunes enfants et les
nourrissons. Ce sérovar infecte les humains, mais les animaux servent de réservoir,

ce qui multiplie les fagons de contracter cette maladie.

On retrouve trois modes de transmissions. Tout d'abord, un contact direct avec
I'animal infecté, par exemple un animal de compagnie, induit la maladie. Il est aussi
possible de contracter la maladie par un contact indirect, par exemple l'ingestion de
nourriture qui a été contaminée, ou alors par l'intermédiaire d'un vecteur (3).
L'incubation dure environ de 12 a 36 heures, mais peut varier de 6 a 72 heures selon
I'note (1). Des signes de la maladie apparaissent, tels des douleurs abdominales, des
vomissements, de la fievre, de la diarrhée et parfois méme du sang dans les selles
(13). Ces symptomes persistent de 3 a 5 jours puis la bactérie est normalement

éliminée par le systéme immunitaire sans prise d'antibiotiques. Néanmoins, bien que



la bactérie ne puisse normalement pénétrer I'épithélium intestinal, des hétes affaiblis
ou immunosupprimés permettent ce passage (14). Ces bactéries sont alors en
mesure de produire une maladie systémique similaire a la fievre typhoide. Lorsque

des complications surviennent, la prise d'antibiotiques est nécessaire.



2. Infection systémique : Salmonella Typhi

2.1. Distribution et infectiosité de Salmonella Typhi

Contrairement aux salmonelloses, ce sérovar se retrouve majoritairement dans
les pays en voie de développement. On le retrouve en grande partie dans le sous-
continent Indien, en Asie du Sud Est et en Afrique (3) (Figure 1). Salmonella Typhi se
différencie aussi par rapport aux salmonelloses du fait que c’est plutdét une infection
contractée lors de voyages dans ces pays endémiques. En effet, cette maladie est
assez sporadique dans les pays développés, puisque la source provient des
voyageurs qui sont revenus de leur périple. Sur 100 000 voyageurs, on retrouve de 3
a 30 cas de fievre typhoide (15). Mondialement, 22 millions de nouveaux cas de

fievre typhoide émergent par année avec environ 200 000 morts (16).



Figure 1 : Distribution géographique mondiale des cas de fiévre typhoide en

2009. Les zones bleues sont des zones endémiques de la maladie. (2009, WHO)

Comme la plupart des maladies rencontrées dans les pays en voie de
développement, la fievre typhoide est associée a une pauvre hygiéne et un manque
d’installations sanitaires importants (3). Dans les régions endémiques, la bactérie se
contracte par I'eau et la nourriture contaminée (17). Cette contamination provient
d’'une transmission orale fécale (18), donc a partir de I'eau et des aliments qui ont été
souillés par les selles d’'une personne infectée. La propagation orale fécale de la
bactérie est un probleme important, car la contamination se fait aussi par des
porteurs asymptomatiques et de patients qui ont survécu a la fiévre typhoide, mais

qui sécretent encore le pathogéne dans leurs selles (18).

Bien que la propagation soit une complication importante, la bactérie ne

posséde aucun réservoir animal. Ce sérovar n’infecte que les humains et ne colonise



pas les animaux, donc c'est seulement une transmission d’humain a humain (3).
Cette incapacité de zoonose est un grand avantage pour I'humain, mais un obstacle
redoutable pour la recherche. Cette adaptation stricte a 'humain comme seul héte
limite énormément I'étude de la bactérie, car aucun modéle animal n’est capable de
reproduire la maladie systémique induite par Salmonella Typhi. Notre savoir sur la
virulence de ce sérovar provient en grande partie des études faites avec S.
Typhimurium chez la souris (19). Les génomes des deux sérovars, S. Typhi et S.
Typhimurium, possédent plus de 90% d’homologie (20, 21). De ce fait, S.
Typhimurium a été longtemps utilisé afin de reproduire une infection systémique dans
un modéle de souris possédant une mutation dans la protéine Nramp1, rendant la
souris tres susceptible (21). C’est grace a ce modéle murin que la pathogenése de
Salmonella Typhi a pu étre en grande partie élucidée. Néanmoins, l'interaction entre
le pathogéne et son propre héte est critique afin de bien comprendre cette maladie
infectieuse. C’est pourquoi les recherches se consacrent encore a trouver un modéle
approprié pour procéder a des infections in vivo (22). Le séquengage du génome
complet de Salmonella Typhi CT18 a été terminé en 2011 et est disponible sur
Internet (http://www.sanger.ac.uk/Projetcs/S_Typhi/). Cette réalisation a été bien utile

a 'avancement de la recherche sur ce pathogéne.



2.2. Infection par S. Typhi

2.2.1. Ingestion

Tel que mentionné précédemment, la maladie est acquise par une
transmission orale fécale. C’est donc par I'ingestion d’eau ou de nourriture souillée
par des selles contaminées que S. Typhi infecte son seul héte, 'humain (Figure 2).
Afin d’initier une infection, il est nécessaire que I'héte ingere une quantité de
bactéries allant de 10° a 10" (23). Le systéme digestif est en soi une défense non
spécifique contre les pathogénes, car son acidité peut éliminer une bonne partie
d’entre eux. Néanmoins, S. Typhi posséde des systémes de tolérance a I'acidité, lui
permettant de résister au pH acide de I'estomac (24). La quantité de pathogenes est
toutefois réduite lors de son passage dans le systéme digestif, mais les bactéries
sont tout de méme en mesure d’atteindre les muqueuses intestinales de leur hote

(25).
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Figure 2 : Route d’infection de S. Typhi. Le pathogéne survit au pH acide de
I'estomac et se retrouve dans l'intestin de son héte. La bactérie traverse la barriere
épithéliale préférentiellement par les cellules M afin de se retrouver dans la lamina
propria. La phagocytose par les macrophages puis la survie intracellulaire dans ceux-
ci permettent a la bactérie pathogéne de disséminer et de causer une maladie

systémique. Avec permission (19).

2.2.2. Attachement et invasion

L’adhésion de S. Typhi aux cellules épithéliales de l'intestin de I'hote est

I'événement initial pour I'établissement de l'infection. Différentes situations peuvent
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se produire a cette étape selon le tropisme du tissu lors de la colonisation (3). De
facon préférentielle, S. Typhi interagit avec les cellules M des plaques de Peyer de
I'intestin. Cette porte d’entrée permet aux bactéries de traverser la barriére épithéliale
par la pinocytose, un processus similaire a la phagocytose (26). Cette interaction
avec les cellules M permet cependant aux bactéries d’étre transportées aux cellules

lymphoides T et B (19).

Certaines études supportent la théorie selon laquelle les bactéries pourraient
étre phagocytées par des cellules CD-18 positives (27). Quelques-unes de ces
cellules immunitaires (monocytes, macrophages, cellules dendritiques et
neutrophiles) infectées contiennent des Salmonella et les transportent vers différents
sites systémiques via le sang et la lymphe (28). Contrairement a I'entrée par les
cellules M, cette voie permet a S. Typhi de ne pas se faire repérer par le systeme
immunitaire. Ainsi, les bactéries peuvent se disséminer sans induire de réponse

inflammatoire importante.

La bactérie S. Typhi peut aussi provoquer son entrée dans les cellules
épithéliales de l'intestin. Elle facilite son entrée en injectant des effecteurs a l'intérieur
de la cellule a l'aide de son systéme de sécrétion de type 3 nommé SST3-1. Parmi
ces effecteurs, SopE, SopE2, SopB, SipA et SipC sont critiques et permettent de
manipuler le cytosquelette de la cellule héte. Le systeme de sécrétion de type 3
consiste en une aiguille moléculaire dont ses effecteurs injectés vont interagir avec
'actine du cytosquelette de la membrane de la cellule épithéliale de I'héte (29). La
membrane de la cellule épithéliale de I'hbte subit alors une ondulation, ce qui permet

a la bactérie d’étre englobée et internalisée dans la cellule. Ces différentes fagons
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d'entrée permettent a S. Typhi d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales de
l'intestin afin de se retrouver dans la lamina propria. Ce passage a travers la barriére
épithéliale de l'intestin est une étape essentielle a l'infection, puisque S. Typhi doit se

disséminer dans le corps de I'hGte pour créer une maladie systémique.

La bactérie posséde la capacité d’évader le systéme immunitaire afin de ne
pas générer une réponse inflammatoire qui serait en mesure de I'éliminer. Lorsque
l'invasion se produit par les cellules M des plaques de Peyer ou par endocytose
forcée, les LPS et la flagelline, normalement trés antigéniques, sont dissimulés par la
production de la capsule (27). Ainsi, les Toll-like receptors (TLRs) de I'héte
responsables de la production de cytokines ne reconnaissent pas la présence de
cette bactérie. A ce stade, cette tactique procure des avantages a S. Typhi pour
traverser vers la lamina propria de facon inapercue et de ne pas déclencher de

diarrhée chez I'héte. Cette évasion permet alors en partie a la bactérie de disséminer.

2.2.3. Dissémination et survie

Lorsque les bactéries ont traversé I'épithélium intestinal, une quantité énorme
de phagocytes les engouffrent. Ceux-ci transportent les bactéries dans le sang et la
lymphe vers les sites majeurs de colonisation systémique, soit la rate et le foie (22). A
cette étape, des bactéries sont présentes dans le sang de I'héte, déclenchant une

bactériémie (23). Ceci créé un influx de cellules de 'immunité innée vers la rate et le

foie pour générer une réaction inflammatoire.
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Afin de se disséminer vers les sites majeurs de colonisation systémique, les
bactéries doivent se multiplier dans les macrophages. Tel que mentionné
précédemment, S. Typhi est une bactérie intracellulaire facultative. C’est donc a son
avantage d’étre phagocytée par les macrophages et d’'y résider. Afin de ne pas se
faire digérer par les cellules phagocytaires, les bactéries intracellulaires s’y associent
intimement. |l 'y a pas de fusion du phagolysosome, une fonction importante de la
virulence de Salmonella lui permettant de ne pas étre digérée par les macrophages
(19). Elles résident ainsi dans la vacuole du phagocyte nommée « Salmonella-
containing vacuole” (SVC) ou elles peuvent survivre et se répliquer (30). L’interaction
entre S. Typhi et la cellule phagocytaire a ce niveau est centrale pour la progression
de la maladie. Cette vacuole est modifiée par la bactérie a 'aide d’effecteurs, comme
SpoB, modifiant la signalisation cellulaire du macrophage et devient alors une niche
pour la survie et la réplication des bactéries résidentes (31). S. Typhi peut donc
modifier a son avantage une des composantes les plus importantes du mécanisme

de défense contre Salmonella chez 'humain (22).

Cette multiplication intracellulaire intense des salmonelles dure entre 12 et 24
heures (1). Aprés cette période de multiplication intensive, on observe chez les
cellules phagocytaires de larges vacuoles remplies de bactéries (32). Les bactéries
peuvent alors atteindre les organes lymphoides secondaires, provoquer une
bactériémie et atteindre certains organes dont les salmonelles possédent un tropisme

particulier (33).
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2.2.4. Symptémes

Bien que Salmonella soit reconnue pour la gastroentérite qu’elle provoque
chez I'humain, la diarrhée chez S. Typhi est un symptédme peu significatif qui se
développe que chez un tiers des patients (3). La fiévre typhoide se caractérise
surtout par une forte fievre ou la température peut grimper jusqu’a 40°C. Le temps
entre la contamination et I'apparition des premiers symptémes s’étale entre 5 et 21
jours. Les symptdmes de la fiévre typhoide ne sont pas spécifiques et cela rend le
diagnostic assez difficile. On observe des douleurs abdominales pendant plusieurs
jours, des maux de téte, une forte toux, des taches roses peuvent apparaitre sur la
peau et pour 5 a 10% des personnes atteintes, et on note de la confusion et des
psychoses (2). Des cas de saignements gastriques sont observés chez 15% des
patients souffrant d’'une perforation intestinale et une céphalopathie survient. Ces
événements surviennent surtout lorsque la personne atteinte est malade depuis une
douzaine de semaines sans aucun traitement. Dans ces cas, la maladie peut mener a

la mort du patient (17).

Environ 1 a 5% des personnes atteintes de la fievre typhoide ayant été traitées
par antibiotiques deviendront des porteurs asymptomatiques pour plus d’'un an (18).
Cet état est problématique, car ces porteurs ont la capacité de contaminer I'eau ou la
nourriture par I'entremise de leurs selles contenant S. Typhi (34). A ce jour, les
porteurs asymptomatiques sont le seul réservoir connu de la bactérie S. Typhi. La
bactérie persiste chez I'h6te sous la forme de biofilm (35). Sous cette forme, aucun
symptdéme ne se manifeste et la bactérie peut ainsi rester dans la vésicule biliaire de

'héte sans se faire reconnaitre et des quantités importantes de bactéries sont
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libérées dans l'urine et les selles (36). Cette situation peut persister des années sans
que le porteur sache qu’il contamine d’autres personnes (37). La seule fagon
d’éliminer totalement S. Typhi, est d’éliminer son seul réservoir et donc de traiter les
porteurs asymptomatiques, dont lidentification reléve de [I'impossibilité jusqu’a

maintenant.

2.3. Deétection et traitement

Un porteur de la bactérie S. Typhi la sécréete par ses selles. La détection peut
se faire par isolement de la bactérie des selles, mais ce n’est pas le moyen le plus
efficace, puisque celles-ci contiennent environ 10 milliards de bactéries par gramme
(38). Avec cette technique, on obtient des résultats positifs d’environ 60% pour les
enfants et seulement 25% pour les adultes. Puisque c’est une infection systémique,
elle peut étre isolée du sang, de la moelle épiniére ou d’autres sites extra-intestinaux
durant la période aigué (18). Le diagnostic par les cultures de sang est le moyen le

plus utilisé et les résultats positifs sont de 60 a 80% (39).

2.3.1. Traitement aux antibiotiques

La fievre typhoide se traite par les antibiotiques et une bonne réhydratation,
afin de balancer les électrolytes du corps. C’est en 1948 que le premier antibiotique,
le chloramphénicol, fut utilisé pour combattre cette bactérie. Toutefois, comme

plusieurs autres bactéries, S. Typhi a pu acquérir des plasmides contenant une
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résistance au chloramphénicol, rendant le traitement inefficace quelques années plus
tard, dans les années 1970 (40). Il était alors nécessaire de trouver un autre
antibiotique pour éliminer la bactérie chez les malades. Peu de temps apres la
découverte de cette résistance, I'ampicilline a remplacé le chloramphénicol dans le
traitement de la fiévre typhoide (3). Dans les années 1980, une forte émergence de
résistance a plusieurs antibiotiques a rendu le chloramphénicol, I'ampicilline, le
triméthoprime, la streptomycine, les sulfamides et la tétracycline inefficaces contre
l'infection (41). Ce n’est qu’'une dizaine d’années plus tard que les fluoroquinolones

deviennent un traitement de choix contre S. Typhi (3).

Cela fait maintenant une vingtaine d’années que le traitement aux
fluoroquinolones est utilisé et évidemment de plus en plus de mécanismes de
résistance sont décrits (18). Dans la majorité des cas d’infection, il est nécessaire de
combiner des antibiotiques afin de traiter les patients. Cette bactérie a pour seul
réservoir 'humain et se transmet de fagon orale fécale, donc il serait possible de
contrOler sa propagation. Des améliorations dans les installations sanitaires, une
meilleure hygiene, I'éducation sur la santé et les vaccins sont toutes des moyens qui
sont prioritaires afin de contrdler cet agent pathogéne. S. Typhi évolue constamment
et de nouveaux meécanismes de résistance apparaissent contre les traitements

utilisés, il est donc essentiel de prendre les précautions nécessaires.

2.3.2. Vaccins

L’'immunisation par un vaccin permet de prévenir l'infection lors du contact par

la suite avec le pathogéne en question. Il existe trois types de vaccins contre S.
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Typhi. Le premier consiste en l'injection de I'antigéne Vi qui est préparé a l'aide du
polysaccharide capsulaire de la souche TY2. Ce vaccin a un taux de succes
d’environ 93% chez les gens en bonne santé et s’avére moins efficace chez les
enfants. Néanmoins, puisque cette maladie est surtout présente dans les pays en
développement, elle procure une protection d’environ 55% chez les individus en
moins bonne santé (42, 43). Ce vaccin s’avére donc efficace pour les voyageurs,
mais trés peu pour les habitants des pays endémiques qui sont les plus touchés et
priorisés par la vaccination. De plus, l'injection est a renouveler tous les deux ans,

rendant 'immunisation dans les pays pauvres encore plus problématique.

Le deuxiéme vaccin sur le marché est la souche de S. Typhi TY21a atténuée,
administrée oralement. Ici encore, la distribution du vaccin dans les pays endémiques
n’est pas envisageable. Ce vaccin sous forme de capsule orale doit étre réfrigére et
la prise de 4 doses répartie sur 8 jours est nécessaire (43). La réfrigération et la
discipline de prise de la capsule ne permettent pas I'immunisation des pays en voie
de développement, car c’est un vaccin qui demande une certaine discipline. |l n’offre
que 51% de protection chez les individus en moins bonne santé et 50 a 80% chez

les gens en bonne santé, mais offre une protection de 7 ans (26).

Le dernier type de vaccin contre la bactérie S. Typhi est un vaccin combiné. Le
polysaccharide de la capsule Vi est modifié et conjugué avec I'endotoxine A non
toxique de la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Cette endotoxine est un adjuvant
qui renforce la réaction inflammatoire. Cette combinaison procure 90% d’efficacité,
mais ce vaccin n’est pas encore commercial (3). Le besoin d’'un vaccin efficace et

facile a administrer est de plus en plus essentiel.
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3. Le fer

3.1. Le fer, un élément essentiel

Le corps humain contient prés de 5 grammes de fer (44), un élément essentiel
pour l'organisme. Ce minéral est d'une importance telle que la plupart des
organismes ont évolué de maniére a posséder des enzymes fer-dépendantes. Ces
enzymes ont des réles dans plusieurs fonctions essentielles, par exemple le transport
et stockage de I'oxygéne, ainsi que la réplication de 'ADN (45). Dans les années
1940, les études de Waring et Workman ont démontré que cet élément est requis non
seulement pour les vertébrés, mais pour un nombre important de microorganismes
(46). Tout comme pour 'humain, ils l'utilisent pour des fonctions essentielles et
vitales. Chez ces microorganismes, le fer intervient dans une multitude de
mécanismes, tels la croissance, le métabolisme d’ADN, le transport d’électron, la
réponse au stress oxydatif, la régulation de génes et l'interaction avec I'héte (47). De
plus, maints enzymes requiérent la présence de fer pour leurs activités métaboliques
ayant un réle important chez la cellule. Ces enzymes inclus la déshydrogénase
succinique, la ribonucléotide réductase, la peroxydase, la catalase et les cytochromes

(48).

Néanmoins, le niveau de fer disponible chez un héte ou dans I'environnement
est treés limité et donc peu accessible pour les microorganismes. Le niveau de fer libre
dans un environnement aérobie est sous le minimum nécessaire pour toute fonction

métabolique. Le fer possede deux électrons de valence stables et une gamme



19

extrémement large de potentiels d’oxydation-réduction (49). La variation de son
potentiel de réduction et son état selon son ligand et I'environnement générent
d'importants changements dans ses propriétés chimiques. Cet élément se retrouve
sous deux formes ioniques avec des propriétés trés différentes. En présence
d’oxygéne, le fer ferreux (Fe?*) forme des radicaux libres qui sont toxiques pour la

cellule.

Plusieurs obstacles sont rencontrés par les microorganismes afin de combler
leur besoin en fer. Tout d’abord, dans un environnement en présence d’'oxygéne, a
un pH neutre, la concentration de fer ferrique (Fe*) libre est d’environ 107 M,
puisqu’il forme des hydroxydes insolubles (50). Dans les années 1940, Shade et
Caroline ont découvert I'existence de protéines liant le fer (51). En plus d’étre en
quantité minime a la base, I'héte posseéde des protéines liant le fer, réduisant sa
disponibilité a environ 102* M. Cette concentration de fer extrémement limitée dans le
sérum de I'hote est considérée bactériostatique (4) et rend la compétition
d’acquisition un facteur crucial lors de l'interaction du pathogéne avec son hote (52).
Le peu de fer présent dans le sérum de I'héte est lié a différentes molécules qui
possedent une forte affinité pour cet élément. La transferrine et la lactoferrine sont
des glycoprotéines qui, lors d’'une infection par un pathogene, voient leurs niveaux

augmentés dans le sang (53).

Le sang est une source abondante de fer, car ’'hémoglobine extracellulaire et
I’'héme sont utilisés par plusieurs bactéries. Cependant, cette source est aussi limitée.
En effet, lors de la réponse immunitaire, 'hémoglobine et 'héme sont rapidement

séquestrés par deux protéines présentes dans le sérum humain, soit ’haptoglobine et
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I'némopexine (54), empéchant toute utilisation par les bactéries. On observe une
diminution accrue de la présence de fer lors d'une infection, résultant d'une
redistribution de celui-ci, ce qui le rend indisponible (54). Ce phénoméne s’observe
surtout durant la fievre. En plus d’étre en faible quantité et d’étre séquestré par des
molécules de I'héte, le fer peut étre aussi maintenu en réserve dans la cellule. La
ferritine est une protéine permettant de stocker le fer et est largement répandue, car
la plupart des organismes [l'utilisent, ainsi que certaines plantes (phytoferritine) et

microorganismes (bactérioferritine) (55).

3.2. Acquisition du fer par les bactéries

Les agents pathogénes ont la capacité d’acquérir les nutriments dont ils ont
besoin dans les tissus de I'hbte excepté un seul, le fer (56). Il représente un grand
défi lors de I'établissement d’'une infection, car il est non seulement présent en trés
faible quantité, mais aussi séquestré par les protéines de I'héte. Le pathogene entre
donc en compétition avec I'hdte et les autres microorganismes environnant pour
obtenir une quantité suffisante de fer, soit une concentration cytoplasmique d’au
moins 10° M pour croitre (50). Les microorganismes ont donc évolué afin de
dépouiller I'néte de son fer a leurs dépens. Bien qu'il soit trés rare, le fer ferreux en
milieu anaérobie ou a pH acide est celui qui est directement utilisable pour les
fonctions du microorganisme. Sous cette forme ionique, il ne requiert pas de
chélateur ou de ligand pour le solubiliser et le transporter a I'intérieur de la cellule. Le

fer ferreux entre simplement par diffusion de maniére énergie-dépendante (57).
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Toutefois, les bactéries pathogénes ne peuvent pas compter sur cette source et c’est
pourquoi les systémes d’acquisition de fer font partie des réponses adaptatives les
plus importantes pour la pathogenése d’'une bactérie. Différents meécanismes
considérés comme des facteurs de virulence ont été découverts a ce jour afin de

solubiliser et de capturer cet élément.

Chez I'héte, le sang est une source de fer pour les microorganismes qui ont la
capacité d'utiliser les globules rouges. Les globules rouges représentent la source
potentielle de fer la plus abondante pour les bactéries chez un héte vertébré (46).
Certaines bactéries possedent des hémolysines, des enzymes capables de détruire
les érythrocytes. Ces enzymes permettent de libérer le fer complexé a ’'hémoglobine
(54). L’héme est ensuite transporté a l'intérieur de la bactérie par un systéme de
transport. Etonnamment, puisqu’elle infecte les humains et les animaux, Salmonella
ne posséde aucun systéme de transport pour 'héme, une source plus qu’abondante

de fer.

D’autres systémes de transport sont utilisés par les bactéries. Certaines
souches d’'Escherichia coli utilisent le systéeme de transport « Ferric Dicitrate
Transport System », ou le fer peut se lier au citrate et ainsi utiliser sa voie d’entrée
dans la cellule (58). Il est aussi possible pour certaines bactéries d’utiliser le systéme
« Ferric lon-binding Protein » dans lequel le transport du fer se fait par les récepteurs
des transferrines et lactoferrines bactériennes liées au fer (59). Finalement, on
retrouve les sidérophores, des chélateurs de fer qui sont sécrétés dans le milieu
externe pour aller chercher le fer ferrique, puis sont reconnus par des récepteurs

spécifiques a la membrane de la bactérie pour étre internalisés dans la cellule. Ces
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sidérophores jouent un réle important, notamment pour la virulence extra-intestinale
(60). Il existe une multitude de systémes de transport et de récepteurs afin d’acquérir
le fer selon les espeéces. Toutefois, le fer peut étre extrémement toxique pour les
cellules et son import doit étre régulé rigoureusement par la bactérie. En trop grande
quantité, le fer peut former des réactifs oxygénés potentiellement létaux pour la

bactérie.

3.3. Utilisation thérapeutique du fer

La compétition entre la bactérie pathogéne et son héte pour la quéte du fer est
I'un des facteurs les plus importants pour I'établissement d’'une infection bactérienne.
La lactoferrine et la transferrine sont des protéines de I'hGte essentielles lors de la
réponse immunitaire innée contre une infection microbienne, afin de produire une
hypoferrémie (61). Plusieurs études se sont donc dirigées vers le fer en tant
qu’élément essentiel pour la plupart des bactéries pathogénes, ce qui confererait une

protection.

En 1984, le chercheur Weinberg apporte I'hypothese que la diminution du fer
par le corps lui-méme est une réponse face aux pathogénes et aux tumeurs (62).
Suite a ces propos, la séquestration de cet élément fut considérée comme étant une
approche antibactérienne potentielle. Le fer a été éliminé de I'héte selon différentes
approches expérimentales. |l a été démontré que la privation de suppléments de fer
par I'héte lors d’'une diete spéciale empéche la croissance et I'invasion des tissus et

assure une certaine protection (63). Toutefois, les cellules humaines ont aussi besoin



23

de fer pour effectuer leurs fonctions métaboliques. Cette carence alimentaire pourrait

alors étre tout aussi néfaste pour I'héte avec le temps.

Cependant, ce n’est pas seulement l'indisponibilité de cet élément pour le
microorganisme qui est importante, mais aussi la trop grande disponibilité de celui-ci.
En effet, plusieurs études confirment qu’une surcharge de fer, créée par l'injection de
fer exogene augmente la susceptibilité aux infections bactériennes (11). Cette
association démontrée entre une forte quantité de fer chez I'héte et 'augmentation
des risques d’'une bactériémie a été établie avec Vibrio vulnificus (64), Yersinia
enterocolitica (65), Salmonella (66) et E. coli (67). L'utilisation des sidérophores
pourrait alors étre une bonne option afin de limiter le fer et diminuer les risques
d’infection. De plus, ces chélateurs de fer sont de plus en plus envisagés pour traiter
certaines maladies humaines, telle la sidérose, une intoxication au fer. Donc,
I'absence de fer est létale pour les pathogénes, alors que la surcharge de I'élément
est risquée pour I'héte puisqu’elle confére un grand avantage pour les bactéries

pathogénes lors d’une infection.
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4. Les sidérophores

4.1. Généralités sur les sidérophores

Le fer est limitant pour la plupart des bactéries, que ce soit dans
'environnement ou chez un hoéte. Plusieurs microorganismes ont la capacité
d’arracher le fer Fe*" aux molécules qui le séquestre, a 'aide de molécules nommées
sidérophores. Un sidérophore est un chélateur de fer sécrété dans le milieu par un
microorganisme lorsque les conditions sont pauvres en fer, soit en carence, afin
d’assurer la croissance de celui-ci (63). Cette association entre la croissance
bactérienne et les sidérophores a été relevée en 1912 par Tworth et Ingram lors
d’'une étude portant sur un facteur de croissance associé a la cellule chez
Mycobacterium (68). Toutefois, ce n’est que dans les années 1950 que les
sidérophores ont été pour la premiére fois isolés et caractérisés structurellement, en
tant que métabolites produits, sécrétés et assimilés par les bactéries pour faire
compétition aux protéines de I'hnéte pour l'acquisition du fer ferrique (42). Les
sidérophore sont aussi utilisés dans I'environnement, ou ils ont la capacité de

solubiliser le fer a partir de complexes minéraux afin de I'utiliser pour croitre (54).

A ce jour, quelques centaines de sidérophores ont été identifiés et caractérisés
(69). On retrouve trois larges groupes de sidérophores (Figure 3), soit les
catécholates, les hydroxamates et les carboxylates donneurs d’oxygéne contribuant a
la trés haute affinité pour le fer ferrique Fe* (63), distingués entre eux par la structure

chimique de la forte liaison avec le fer. Le groupe des catécholates renferme
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I'entérobactine, le sidérophore le plus étudié et connu, et les salmochélines. Ceux-ci
sont utilisés majoritairement par E. coli et Salmonella. Chez E. coli, on retrouve aussi
un sidérophore du groupe des hydroxamates, I'aérobactine (70). Le dernier groupe
de sidérophore, soit les carboxylates, renferme la rhizofférine (71) qui est sécrétée
par Rhizopus microsporus. Ces trois groupes de chélateurs de fer ont tous en
commun le fait qu’ils soient des donneurs forts et la capacité de changer le fer
ferrique en fer ferreux thermodynamiquement stable (72). La force avec laquelle le
sidérophore lie le fer confere une grande stabilité et sa constante de dissociation lui
permet d’arracher le fer lié aux protéines de I'héte tel que vu précédemment.
Néanmoins, cette forte affinité n’est pas suffisante pour enlever le fer de 'héme (55)

et d’autres systéemes sont requis pour y arriver.
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Figure 3 : Structure des trois larges groupes de sidérophores.

La production de sidérophores est rigoureusement régulée, car ce n’est

gu’en conditions de carence en fer qu’ils sont produits puis sécrétés pour s’accaparer
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le fer présent dans le milieu. De plus, cet élément essentiel est également toxique
pour les bactéries lorsqu’il se trouve en trop grande quantité intracellulaire, donc il est
primordial de bloquer I'acquisition de fer lorsqu’il n’est plus limitant. L'acquisition de
fer par I'entremise des sidérophores lors de ['établissement d’'une infection est
beaucoup étudiée et s’est averée étre reliee a la virulence. Ce n’est qu’'a certaines
étapes de linfection que les bactéries pathogénes auront recours a ce systéme afin
de survivre. Par exemple, l'infection débute dans lintestin, ou le fer est nécessaire
pour la croissance de Salmonella. La production de sidérophores dépend
essentiellement de la diéte alimentaire de I'h6te, laquelle renferme une grande variété
de fer disponible appartenant a différentes sources (63). Chez les souches
pathogénes d’E. coli extraintestinales, les systemes de sidérophores ont été identifies
comme étant des facteurs contribuant a la virulence lors de l'infection, au niveau de
I'adhérence et de l'invasion des cellules épithéliales de l'intestin (73-75). En situation
de bactériémie, ou les bactéries sont présentes dans la circulation sanguine, celles-ci
produisent des sidérophores afin d’entrer en compétition avec la transferrine, ce qui
contribue a la virulence du pathogene (49). La guerre pour le fer tant convoité ne se
joue pas seulement entre I'néte et les bactéries pathogénes, mais également entre
microorganismes. Chez I'humain, l'intestin héberge plus de 100 000 milliards de
bactéries, ce qui a poussé les bactéries pathogénes de I'humain a évoluer en
conséquence. Certaines bactéries ne produisent qu’un type de sidérophore, alors que
d’autres en sécretent différents types afin de coloniser plusieurs environnements. La
plupart des bactéries entériques synthétisent non seulement les récepteurs pour leurs

propres sidérophores sécrétés dans le milieu, mais aussi d’autres récepteurs qui
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reconnaissent des sidérophores qui sont produits et sécrétés par d’autres
microorganismes (46). Cette tactique d'obtention de sidérophores exogénes leur
confére un grand avantage, car ils n’ont pas besoin des génes, de la machinerie et la

dépense d’énergie que requiert la synthése de sidérophores.

4.2. Les mécanismes d’utilisation des sidérophores

Peu importe le microorganisme, les sidérophores opérent selon le méme
mécanisme pour capturer le fer environnant. La production, I'export et I'import sont
régulés en fonction de la quantité de fer intracellulaire du pathogéne. Toutes les
composantes de ce systéme ne sont exprimées qu’en situation de carence en fer. La
molécule est tout d’abord synthétisée par le pathogéne et requiert une excellente
flexibilité afin d’envelopper le fer ferrique (Fe®*). La forme chimique du Fe** posséde
5 électrons de valence et son ligand sécrété par le pathogene doit donner 12
électrons afin d’atteindre un état thermodynamique stable (68) et se lier ensemble en
un complexe fer-sidérophore. Tous les types de sidérophores doivent donc détenir la

propriété de bons donneurs d’électrons afin d’étre des ligands compétents.

Chez les bactéries Gram +, le sidérophore est exporté directement du
cytoplasme au milieu externe par un systéme d’export afin de capturer le fer de I'héte,
alors que chez les bactéries Gram -, le sidérophore doit franchir deux membranes
pour atteindre le fer environnant. Dans la plupart des cas, le sidérophore passe du
cytoplasme au périplasme par un systéme d’export lui permettant de franchir la

membrane interne, puis par un autre systéme d’export pour passer la membrane
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externe. Lorsque le sidérophore est sécrété, il part a la recherche de fer ferrique pour

I'arracher des molécules de I'héte qui le séquestre.

Pour gqu’il y ait attachement entre le fer et le sidérophore, celui-ci entoure le
Fe®* de fagon a ce que le fer soit au centre d’un systéme d’octaedres avec 6 atomes
d’oxygénes au sommet (3). Bien que le sidérophore posséde une énorme affinité
pour le fer ferrique, I'échange de ligand doit procéder rapidement. Le complexe doit
alors étre internalisé par la bactérie afin qu’elle puisse utiliser le fer nécessaire au
fonctionnement de la cellule. Un récepteur spécifique au complexe se trouve sur la
membrane externe afin d'importer celui-ci. Ces récepteurs énergie-dépendants (76)
sont physiquement similaires aux porines, des protéines formant des canaux pour
laisser passer les petites molécules a travers la membrane, mais ils sont moins

hydrophobes que la majorité des protéines membranaires (77).

Le complexe maintenant situé dans le périplasme, ou déja dans le cytoplasme
chez les bactéries Gram +, doit étre importé par un systéme d’import dans le
cytoplasme. A ce niveau, le ligand perd son affinité pour le fer ferrique afin d’étre
recyclé et utilisé a nouveau pour combler les besoins en fer du pathogéne. Le fer
n’étant plus mobilisé par le sidérophore, il peut alors étre utilisé dans les nombreuses

fonctions dont sa présence est nécessaire.

4.3. L’entérobactine (L’entérochéline)

Les sidérophores font le sujet de bien des recherches, car le fer est un élément

essentiel dont plusieurs se penchent sur son réle clé lors de I'établissement d’'une
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infection. L’entérobactine, aussi nommé I'enterochéline, est un des sidérophores les
mieux eétudiés et connus, puisqu’il est utilisé entre autres par E. coli. Cest le
sidérophore ayant la constante d’affinité pour le fer la plus élevée (78) ce qui en fait le
plus fort des composés et il est trouvé chez une grande partie des d’entérobactéries,
y compris Salmonella (79). L’entérobactine est un triester cyclique de 2,3-
dihydroxybenzoylserine (DHBS) (80) (Figure 4) faisant partie du groupe des

catécholates.
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Figure 4 : L’entérobactine, un triester cyclique de 2,3-dihydroxybenzoylserine

(DHBS). Avec permission (81).

Le systeme de l'entérobactine est codé par un groupe de 15 génes,

entABCDEFHS, fepABCDEG et fes, tous requis pour la biosynthése de
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'entérobactine et son transport et utilisation (80). Tout le systéme est régulé
rigoureusement par Fur (63), qui répond selon la quantité de fer intracellulaire
présent. Les génes du systéme d’acquisition sont exprimés seulement en situation de
carence en fer. Fur est un facteur de transcription négatif, c’est-a-dire qu’il réprime la

transcription de certaines génes cibles lorsque la quantité en fer est abondante.

La biosynthése de I'entérobactine se produit dans le cytoplasme et requiert 6
des 15 génes, soit entA a entF. Lorsqu’il est synthétisé, le sidérophore est sécrété
majoritairement dans le périplasme par EntS, une protéine transmembranaire codée
par le gene entS (Figure 5). Dans certains cas, I'entérobactine passe plutét par IroC,
qui normalement exporte un autre sidérophore au périplasme, les salmochélines (61).
IroC est un transporteur ABC, c’est-a-dire une protéine transmembranaire ayant
comme réle le transport unidirectionnel d’'une multitude de molécules non spécifiques.
Ce transport de part et d’autre de la membrane exige un apport en ATP pour fournir
le mécanisme en énergie (82). Afin de rejoindre le milieu externe, I'entérobactine est
sécrétée du périplasme par la pompe a efflux TolC (28). Cette protéine tunnel n’est
pas spécifique au sidérophore et posséde de nombreuses fonctions dans la cellule.
Elle joue notamment un rdéle important dans les systemes de résistance aux
antibiotiques multiples et dans la sécrétion de toxines (83). Il a été démontré en 2005
que cette protéine tunnel de la membrane externe est nécessaire pour I'export de
'entérobactine dans le milieu externe (28). Chez S. Typhimurium, un mutant de
délétion du géne tolC pousse beaucoup moins vite que la souche sauvage. In vitro, le
mutant to/C adhere difficilement aux cellules épithéliales, démontrant son réle clé lors

de l'adhésion dans lintestin de I'hote (29). De plus, TolC est important pour
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'adhésion, l'invasion et la survie dans les cellules eucaryotes et est 4 log plus
susceptible que la souche sauvage au sérum humain (29). Il a été démontré que la
délétion de tolC interfere également avec d’autres systémes d’export nécessaire lors
d'une infection (84). Lors de la survie intracellulaire de S. Typhimurium dans la
vacuole du macrophage, la bactérie requiert la sécrétion d’effecteurs afin de
combattre I'environnement hostile dans lequel elle doit survivre et se multiplier. TolC
joue un réle dans cette défense contre I'héte et sa délétion conduit a une importante

susceptibilité et la survie se voit diminuée considérablement (29).

Une fois que I'entérobactine est sécrétée par TolC, elle scrute I'héte afin de lui
voler son fer. Le sidérophore lie le Fe** et forme un complexe qui sera reconnu par le
récepteur spécifique a celui-ci. Le complexe est reconnu par le récepteur
extramembranaire FepA qui est Ton-B dépendant (85). FepA fonctionne en
association avec le complexe protéique TonB-ExbB-ExbD qui lui fournit I'énergie
nécessaire (63), car sans ce systeme le complexe ne peut étre internalisé dans le
périplasme. Ce systéme utilise I'énergie disponible a la membrane cytoplasmique de
la bactérie. Le complexe TonB-ExbB-ExbD exploite la force proton motrice puisque
ExbB-ExbD est le canal de protons qui se trouve dans la membrane interne et TonB
interagit avec le récepteur (4). Par la suite, FepB sert de navette au complexe afin
d’atteindre le cytoplasme par une permeéase cytoplasmique située dans la membrane
interne de la bactérie. Cette perméase se compose des protéines codées par fepC,
fepD et fepG (3). Dans le cytoplasme, le fer est retiré de son ligand par Fes, qui agit

en hydrolysant le complexe. Le fer est alors libre dans le cytoplasme et les produits
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de dégradation de [I'entérobactine (triméres, diméres, et monomeéres) pourront

possiblement servir a chélater le fer de nouveau (79, 80).

Fed*-Enterobactin Fel*-Salmochelin
W/ v /

EntABCDEE EntABCDEF
] - - * kol

Figure 5: Les systémes d’acquisition de fer par I'entérobactine et les
salmochélines. L’entérobactine est synthétisée pas les génes entABCDEF puis
sécrété au périplasme par EntS. Du périplasme au milieu externe, I'entérobactine est
sécrété par TolC et le complexe entérobactine-Fe®* est internalisé par FepA. Fes
permet la séparation du complexe afin de libérer le fer ferrique pour utilisation future

par la bactérie. Avec permission (86).
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Le systéme immunitaire et les pathogénes sont en continuelle évolution. De
nouvelles capacités acquises par un microorganisme seront contrecarrées par un
mécanisme de notre systéme immunitaire. Les mammiféres ont évolué de sorte a
bloquer l'acquisition du fer par les sidérophores lors de la réponse immune innée
(87). L’entérobactine représente le sidérophore le plus efficace pour séquestrer le fer
chez son héte, mais en situation d’infection il est dans [l'incapacité de faire
compétition avec les protéines de I'hnéte pour le fer. En effet, il est totalement inhibé
par l'albumine sérique (83) et lie fortement une protéine du systéme immunitaire
inné. Cette protéine est le lipocalin 2 (NGAL, Lcn2 ou sidérocalin) (52, 83), une
composante des granules des neutrophiles régulée positivement lors d’une infection

(Figure 6).

Un autre facteur n’étant favorable a ce sidérophore est sa forte hydrophobicité
qui empéche la molécule de traverser les couches bilipidiques des membranes (50).
Cette séquestration de I'entérobactine par le lipocalin et son hydrophobicité le rend
étonnamment inefficace pour la croissance des bactéries chez I'héte pendant
I'infection (50). Des recherches récentes ont démontré que cette protéine du systéme
immunitaire inné contribue a I'effet bactériostatique lorsque le pathogéne possede
que ce sidérophore pour acquérir le fer (50). De plus, des anticorps anti-
entérobactine ont été découverts chez I'hnumain (11). Son réle dans la pathogénicité a

donc été longuement questionné di a ses nombreuses failles.
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Figure 6: Séquestration de I’entérobactine par le lipocalin 2 (Lcn2), une
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molécule du systeme immunitaire inné. Les salmochélines, grace a la glycosylation

par IroB évade cette défense de I'héte. Avec permission (87).

Les bactéries possédant I'entérobactine ont donc évolué pour posséder
différentes variantes de sidérophores afin de combattre cette inefficacité. Certaines
souches d’E. coli par exemple possédent 'aérobactine et la salmochéline toutes deux
considérés comme des facteurs de virulence, puisqu’elles ne sont pas liées par

I'albumine sérique ou par le lipocalin (63, 83) Les systémes de ces deux sidérophores
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sont requis dans le modéle d’'infection chez le poulet pour une virulence compléte
(52). Ces sidérophores peuvent donc acquérir le fer efficacement et contribuer a la

progression de l'infection chez I'héte.

4.4. Les Salmochélines

4.4.1. Généralités

Salmonella Typhi posséde deux sidérophores, soit I'entérobactine et son
analogue la salmochéline (88). Tous les sérovars a l'exception de S. bongori
produisent ce sidérophore dérivé de I'entérobactine, ainsi que certaines souches d’E.
coli extraintestinales (ExPEC) (52, 89). Les salmochélines font partie des nombreux
facteurs de virulence de Salmonella enterica, car ces molécules lui permet d’acquérir
le fer lors d'une infection chez I'humain, sans étre reconnue par le systeme
immunitaire. Les salmochélines sont I'entérobactine B-C-glycosylée a la position 5
des résidus 2,3-dihydroxybenzoyl (63). Cette glycosylation lui confere plusieurs
avantages par rapport au composé de base, tel un rdle plus important dans le
processus de la pathogénicité de S. Typhi et une diminution de I'hydrophobicité. Sa
présence restaure donc I'habilité de Salmonella a scruter I'héte pour obtenir le fer lors

d’'une infection.

Les salmochélines sont codées par le locus iro ou les génes iroBCDEN qui
sont transcrits qu’en conditions de carence en fer (52). Le locus n’est pas un opéron

puisqu’il est constitué du groupe de génes iroBCDE et du géne iroN qui est divergent
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(Figure 7). Ce fut iroBC les premiers génes du locus a étre découverts. lls ont été
identifiés chez S. Typhi lors d’'une expérience visant a trouver les génes régulés par
Fur, un régulateur en réponse de la quantité de fer (90). Le locus iro fut désigné
initialement comme étant un systeme régulant le pH et le fer chez S. Typhimurium
(80). Des années plus tard, il a été établi qu’il code pour les génes responsables pour
la synthése, transport et utilisation des salmochélines. Ce locus est trouvé chez
plusieurs souches pathogéniques d’entérobactéries afin d’évader la séquestration de
'entérobactine par le systéme immunitaire (87). Puisque la salmochéline est un
dérivé glycosylé de I'entérobactine et qu’elle en a besoin comme substrat, il va de soi
que le locus iro est retrouvé seulement dans les souches ayant les génes
entABCDEF. L’expression des génes iroBCN est augmentée de 2 a 9 fois dans le
tractus urinaire d’'une souris, comparativement a un milieu riche (LB) et les génes
entABCDEF étaient aussi exprimés en méme temps, supportant la coordination des

deux systemes qui fonctionnent en tandem (50).

frod locus iroB irol irold irals iraN

C—— >

Figure 7 : Structure génétique du locus iro. Suivant l'ordre, IroB est responsable
de la glycosylation de I'entérobactine afin d’obtenir la salmochéline. Ensuite, IroC
sécréte la salmochéline du cytoplasme au périplasme. IroD et IroE hydrolysent la

salmochéline afin qu’elle puisse relacher le fer puis linéarisent les salmochélines en
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différentes variantes. IroN est le récepteur de la membrane externe responsable de

I'import des complexes salmochéline-fer. Avec permission (91)

Le groupe de génes codant les salmochélines a beaucoup été étudié
notamment chez E. coli et S. Typhimurium en lien avec la virulence. Chez des souris
atteintes de la maladie systémique de Salmonella, la virulence est nettement
diminuée lorsque la souche injectée est déficiente dans la synthése ou la sécrétion
de ces sidérophores (61). Chez E. coli, la complémentation du locus iro permet le
regain total de la virulence chez le mutant (52), mais il a été observé que I'absence
d’'iroC, iroDE ou iroN empéche la restauration de la virulence, suggérant qu’ils sont
nécessaires. De l'autre cété, le role des salmochélines dans la pathogénicité a été
démontré en introduisant le locus iro chez une souche non pathogéne d’E. coli, dont

la virulence chez les souris a augmenté significativement (87).

4.4.2. Génes AiroBCDEN ou locus iro

Tel que mentionné précédemment, le locus iro est dépendant de son substrat
'entérobactine. Dans le cytoplasme du pathogéne, une glycosyltransférase de la
famille des Gtf codée par le géne iroB (92) convertit 'entérobactine synthétisé par
son propre mécanisme en entérobactines mono-, di- et triglycosylés (MGE, DGE et
TGE) (79) (Figure 8). La glycosyltransférase agit en transférant un, deux ou trois
glucoses de l'uridine-5-diphosphoglucose (UDP-Glc) au carbone 5 de I'anneau 2,3-

dihydroxybenzoylserine(DHBS) (50). Ces glucoses sont distribués par 'enzyme, car
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la molécule monoglycosyl est construite puis convertit en diglycosyl qui sert de
substrat au triglycosyl (80). Ces molécules avec un ou plusieurs glucoses ajoutés
sont différents types de salmochélines et seulement I'activité d’lroB est nécessaire et

suffisante pour la production de ces sidérophores (63).

Enterobactin

Salmochelin

Figure 8: Glycosylation de [I’entérobactine par IroB afin dobtenir les
salmochélines. La fleche indique une des molécules de glucose ajoutée par la

glucosyltransférase IroB. Adapté de (86).

Les salmochélines nouvellement synthétisées doivent alors traverser du
cytoplasme au périplasme. Le géne iroC encode un transporteur de la famille « ATP

binding cassette » (ABC) qui permet le passage de la molécule (92). Bien qu’il ait un



39

réle de transporteur des salmochélines, IroC possede une trés haute homologie avec
le systeme d’export lié a la résistance des antibiotiques chez les eucaryotes (MDR)
(52). A Tinverse, il n'est que légérement homologue au systéme de transport
bactérien de protéines (ABC) retrouvé dans la membrane interne pour I'export des

sidérophores (61).

L’entérobactine est sécrétée du périplasme au milieu externe par un systéme
d’export non spécifique codé par le géne to/C qui permet I'export d’antibiotiques et de
nombreuses molécules. A ce jour, le systéme par lequel les salmochélines traverse la
membrane externe de la bactérie n’a pas été déterminé (28). La sécrétion de ces
sidérophores est un mécanisme spécifique en considérant la taille de ces molécules,

glycosylés.

Lorsque les salmochélines sont sécrétée dans le milieu externe, elles peuvent
séquestrer le fer de I'environnement ou de I'hote. Lorsqu'elle a capturé et lié le Fe*,
le complexe salmochéline-fer retourne a la bactérie pour étre internalisé. Le récepteur
responsable de l'import au périplasme est codé par le gene iroN, qui code pour un
récepteur qui est aussi capable d'importer son analogue non glycosylée,
I'entérobactine (74). Le récepteur IroN ressemble énormément au récepteur de
I'entérobactine, FepA, autant au niveau fonctionnel que de ’homologie de séquences
(3). Récemment, on a observé un réle d’lroN lors de la virulence, notamment pour
I'invasion des cellules épithéliales de l'intestin chez les E. coli extraintestinales in vitro
(52). Néanmoins, cette contribution dans l'invasion ne semble pas avoir de lien avec
'adhérence aux cellules, puisqu’aucune augmentation n'a été observée. IroN agit

alors probablement directement sur la capture du pathogéne par les cellules
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épithéliales de I'hote (73). Ce récepteur semble aussi avoir un deuxieme role lors de
I'infection, car il sert de facteur d’internalisation (93). Toutefois, d’autres études ont
démontré que chez S. Typhimurium I'absence de fepA et iroN, codant les récepteurs
de I'entérobactine et des salmochélines, ne réduit pas la virulence de la bactérie. Par
contre, une souche mutante Acir :fepA :iroN, ou cir est un récepteur permettant
limport des formes linéaires de sidérophores catécholates (entérobactine et
salmochélines), était atténuée chez un modele de souris (94). Le récepteur IroN est
un antigéne exposé a la surface bactérienne (92). Puisqu’il est exposé dans la
membrane externe, sa localisation permet au systéme immunitaire de produire des
anticorps contre le récepteur du complexe sidérophore-fer a la membrane externe.
Ces anticorps ont été détectés dans le sérum de patients étant en rétablissement de

la fievre typhoide (69).

Dans le périplasme, le complexe fer-sidérophore est séparé afin que la
bactérie puisse utiliser le fer saisit par la salmochéline. Le processus par lequel le
sidérophore prise relache sa pourrait impliqué I'hydrolase périplasmique IroE (52) qui
permet la diminution de I'affinité du ligand pour le fer ferrique (50). Cette diminution
se produit lorsqu’lroE catalyse la monohydrolysation du sidérophore et rend
hydrophile la molécule hydrolysée toute en perdant son affinité pour le fer (50). Tout
comme IroD, IroE semble dégrader la salmochéline cyclique (S4) en salmochéline
trimérique linéaire (S2)(95). Par contre, un rdle précis pour IroE n’est pas encore
établit dans le cycle des salmochélines. IroE posséde une certaine similarité avec les
hydrolases (69) et posséde un signal de séquence pour I'export des protéines pour le

recyclage des différentes formes linéaires de salmochélines. Le géne iroE n’est pas
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requis pour la virulence chez une souche d'E. coli pathogéne extra-intestinale,
puisque la complémentation par iroBCDN, en absence d’iroE, rétablit complétement

la capacité de coloniser et de causer des dommages aux tissus intestinaux (52).

Afin de dégrader les salmochélines dans le cytoplasme, c'est I'estérase
cytoplasmique codée par iroD qui clive ces molécules. La salmochéline cyclique (S4)
est clivée par IroD afin d’obtenir la forme trimérique linéaire (S2) puis la forme
dimérique (S1) et finalement le monomére dihydroxybenzoylserine (SX) et
dihydroxybenzoylserine C-glycosylée (acide pacifarinique) (95). Le rdle d’'lroD est
encore controversé, car il posséde une faible similarité de séquence avec Fes (85),
I'estérase cytoplasmique de I'entérobactine et jouerai possiblement un réle dans la
biosynthese de la salmochéline autant que dans le dégradation aprés son importation
dans la cellule de la bactérie (3). Ce role pour la biosynthése plutot que le clivage est
supporté par I'observation de I'élimination de la synthése de ce sidérophore dans une

souche ou IroBC ou IroD sont délétés (3).
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Problématique et objectifs

La fievre typhoide est une maladie systémique Iétale dont le nombre de cas
est accablant. Dans le monde, les cas de déces s’élevent a environ 200 000 par
année (96). Bien qu’il y ait différents types de vaccins sur le marché, ils ne sont pas
adéquats. De plus, la constante évolution de la virulence du pathogéne complique
énormément le traitement. En effet, S. Typhi développe d’année en année de
nouveaux meécanismes de résistance, rendant [l'utilisation d’antibiotiques moins
efficace pour traiter les patients atteints de la maladie. Cette situation rend essentiel
I'approfondissement des mécanismes afin de trouver de nouvelles cibles, soit pour de

nouveaux vaccins, traitements ou stratégies thérapeutiques.

Dans notre laboratoire, nous travaillons sur les facteurs de virulence utilisés
par S. Typhi lors de [I'établissement d'une infection systémique. Ce sont des
composantes essentielles au pathogéne qui sont utilisées a différentes étapes de
I'infection selon la cellule de I'héte rencontrée. Nos recherches ciblent principalement
deux types de cellules importantes pour I'établissement de I'infection chez I'humain,
les cellules épithéliales et les macrophages. La salmochéline, un systeme est codé
par le locus iro, occupe un rdle important dans la pathogenése de la bactérie,
puisqu’elle permet I'acquisition de fer sans étre reconnue par le systeme immunitaire
(87). Il a été démontré que la délétion du locus diminue la virulence de la souche

mutante par rapport a la souche sauvage, chez d’autres entérobactéries.

Puisque la littérature par rapport aux génes iroBCDEN ne se rapporte pas

nécessairement a une bactérie utilisant une voie systémique d’infection et que ce
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locus attribut un pouvoir pathogéne a S. Typhi, nous nous y sommes intéressé. Notre
hypothése est que le locus iro est impliqué dans la virulence, notamment au niveau
des cellules épithéliales et des macrophages. Afin de vérifier cette hypothese,
plusieurs objectifs ont été fixés. Tout d’abord, il faudra observer I'effet de la mutation
de délétion du locus lors d’infections in vitro. Par la suite, si 'on obtient un phénotype,
il faudra muter chaque géne du locus afin de veérifier le réle de chacun lors de ces
mémes infections. Puisque le mécanisme selon lequel la salmochéline est sécrétée
dans le milieu externe est inconnu a ce jour, le dernier objectif est d’'observer I'effet

de la mutation to/C lors d’infections de cellules humaines.

Ces différents objectifs seront atteints en supprimant le locus iro, les génes
iroBCDEN individuellement, puis to/lC a l'aide de la méthode de mutagénése par
échange allélique. Lorsque ces mutants de délétion ont été obtenus, ils ont été
cultivés dans difféerentes conditions de croissance, avec ou sans fer. L'adhésion et
'invasion des cellules épithéliales ont été vérifiees, ainsi que la phagocytose et la
survie intracellulaire dans les macrophages, par des infections de cellules humaines
in vitro. Puisque différents phénotypes ont été obtenus, ces mémes souches
mutantes ont été soumises a un test de stress oxydatif généré par le peroxyde
d’hydrogéne. La souche AtolC a été aussi soumise a un test de mobilité. Les résultats
sont présentés au chapitre 4 et laissent place a de grandes perspectives quant au
systéme d’acquisition de fer et son role lors de I'établissement d’'une infection chez

Salmonella Typhi.
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Matériel et méthodes

1. Souches et plasmides utilisés

Les souches et plasmides utilisés tout au long du projet sont répertoriés dans
le Tableau 1. La souche S. Typhi x3744 n’a pas été séquencée jusqu’a maintenant,
donc les amorces en annexes ont été construites a partir de la souche S. Typhi
CT18. Sauf indication contraire, les souches ont été cultivées de routine sur gélose
Luria-Bertani (gélose LB) ou en milieu liquide LB a 37°C avec ou sans agitation.
Lorsque mentionné, les milieux étaient supplémentés avec des antibiotiques ou
suppléments selon les concentrations suivantes : chloramphénicol (Cm) 34 ug/ml,

acide DL-qa,e-diaminopimélique (DAP) 50 ug/ml et FeCls; 50 pM.

Tableau 1 : Description des souches et plasmides utilisés dans cette étude.

Souches Génotype Utilisation Référence

Souches d'Escherichia coli

E. coli DH3a hpir supE hsdR 17 rvecAd 1 endd 1 gyr 96 thi-1 reld 1 dpir Transformation  Invitrogen
E. coli y7213 Sm10 hpir asd thi thr leu tond lacY supE recA RBP4 2-Te -Mu[hpir] Aasd44 Conjugaison Kaniga 1998
Souches de Salmonella enterica sérovar Typhi
S Typhi y3744 Sauvage Hone 1991
DEF580 3744Airo Cette etude
DEF774 3744Air0B Cette étude
DEF%06 3TH4Ar0C Cette émde
DEF903 3744Air0D Cette étude
DEF838 3THAroN Cette émude
DEF772 3744Az0IC Cette étude
Plasmid Résistance
pMEG375 sac RB mob RP4 ori R6K, Cm” Ap” Cm, Ap Megan Health
pSIF192 7213pMEGAiro Cette étude
pSIF290 7213pMEGAiroB Cette éde
pSIF353 7213pMEGAiroC Cette étude
pSIF360 7213pMEGAiroD Cette étude
pSIF332 7213pMEGAiroN Cette étude

pSIF359 7213pMEGAz0IC Cette étude
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2. Mutagénése

Ce projet de maitrise porte sur la caractérisation du locus iro chez Salmonella
Typhi. Afin de le caractériser, il faut muter le locus en entier ainsi que chaque géne
individuellement, soit iroB, iroC, iroD, iroE, iroN et tolC. Pour créer les mutations,
nous avons procédé par un échange allélique non-polaire, qui permet d’enlever
'opéron ou le géne sans décaler le cadre de lecture et ainsi ne pas modifier
I'expression des autres génes environnants en les gardant intacts. Le mutant de

délétion AiroE n’a pu étre créeé lors de ce projet.

Avec les amorces qui ont été construites a partir du génome de la souche S.
Typhi CT18, il sera possible d’exciser le géne cible, indiqué a la Figure 9 représentant
le géne iroC avec les amorces utilisées pour la mutagénése. Le produit de
'amplification (Tag DNA Polymerase, QIAGEN) de deux fragments situés aux
extrémités du gene cible permet d’obtenir le géne tronqué. Le premier fragment en 5’
est obtenu avec la paire d’'amorces, F et overR, dont I'extrémité rouge de I'amorce F
contient le site de digestion pour I'enzyme de restriction BamHI. Le deuxiéme
fragment en 3’ est obtenu avec la paire d’amorces, over F et R, dont I'extrémité
rouge de I'amorce R contient le site de digestion pour 'enzyme Xbal. Les extrémités
bleues des amorces over R et over F représentent neuf nucléotides permettant
I'hybridation entre les deux amorces par chevauchement. Cette hybridation permet
I'amplification par PCR des deux fragments avec les amorces F et R pour obtenir le

gene tronqué.
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iroE )-{fruH h

Figure 9 : Représentation du géne iroC tronqué. Les fleches représentent les
amorces utilisées pour la délétion du géne. Les extrémités rouges permettent la
digestion par des enzymes de digestion et les extrémités bleues permettent

I'hybridation par chevauchement.

Figure 10 : Exemple de construction d’'une souche mutante. La souche pSIF332
est le plasmide 7213pMEGAIroN utilisé comme contréle positif.
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Le produit de PCR obtenu et purifié¢ (QlAquick PCR Purification Kit, QIAGEN) qui
correspond au gene tronqué est introduit dans le vecteur suicide, pMEG375 (Tableau
1). Ce vecteur permet la conjugaison, une contre-sélection et est résistant a
I'antibiotique chloramphénicol. Pour permettre I'introduction du géne tronqué dans le
plasmide, le produit PCR et le plasmide sont digérés par les enzymes de restriction
BamHI et Xbal du New England Biolabs (NEB) pendant deux heures a 37°C. Aprés
avoir purifié les deux fragments d’ADN, soit 'insert et le vecteur digérés, on procede
a la ligation. Cette étape permet de joindre les extrémités digérées par les enzymes
de restriction et ainsi former le plasmide « pMEG375 : géne tronqué » en catalysant
la formation de liens phosphodiester entre I'extrémité 5’ phosphate et 3’ hydroxyle.
L’insert et le vecteur sont incubés avec la ligase T4 provenant du phage T4 (NEB)

pendant environ 18 heures a 16°C.

Le plasmide est alors introduit dans des cellules compétentes d’E. coli (DH5a
Apir) par transformation. On utilise cette souche car elle possede la protéine Pir
permettant la réplication du vecteur suicide pMEG375 qui nécessite cette protéine a
son origine de réplication. Dans un tube contenant la souche DH5a Apir, on ajoute le
produit de ligation obtenue précédemment. On laisse le tube contenant le vecteur
avec le géne tronqué et la souche DH5a Apir 30 minutes sur glace, puis on crée un
choc thermique en incubant le tube a 42°C pour 90 secondes. Ce choc permet aux
cellules compétentes de laisser entrer TADN. On remet le tube sur glace pendant 2
minutes afin qu’elles refroidissent et par la suite on ajoute du milieu LB. Afin que la
bactérie se réplique et qu’elle puisse exprimer le géne de résistance a I'antibiotique

chloramphénicol contenu dans le plasmide, on transfert le tout dans une éprouvette
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qgu’on laisse sous agitation a 37°C pendant une heure et demie. Cette résistance au
chloramphénicol est nécessaire puisque l'on inocule les géloses contenant du
chloramphénicol avec le bouillon de la transformation pour sélectionner les cellules

transformées contenant la résistance, donc le plasmide.

Lorsque le transformant contient bien le vecteur avec le géne tronqué, que I'on
a veérifié par PCR, on l'isole 'ADN plasmidique et on procéde a une deuxiéme
transformation. Cette deuxieme transformation requiert la souche E. coli X7213, car
elle contient le systéme de conjugaison nécessaire afin que le plasmide suicide
s’intégre dans la souche S. Typhi. Cette souche possede aussi une mutation dans le
gene asd et requiert donc la présence d’acide DL-a,e-diaminopimélique (DAP) pour
sa croissance. Le protocole reste alors le méme que précédemment, sauf la

nécessité d’ajouter du DAP pour la croissance.

Lorsque la souche donneuse E. coli (x7213) contient le plasmide « pMEG :
gene tronqué », on I'a fait pousser, ainsi que la souche receveuse, S. Typhi (x3744),
pendant environ 18 heures sous agitation a 37°C dans un bouillon LB contenant les
sélections nécessaires (DAP et CM pour x7213). Les cultures des souches
donneuses et receveuses sont concentrées par centrifugation. Au centre d'une
geélose LB DAP, a été déposé 400 pl de la souche donneuse, soit E. coli x7213, et
par-dessus 100 ul de la souche receveuse, S. Typhi x3744. La gélose de conjugaison
est incubée 4 a 6 heures a 37°C. Suite a l'incubation, on ajoute du LB sur la gélose
puis on racle celle-ci afin de ramasser le plus de conjuguants possible. Le mélange
est ensuite dilué jusqu’a la dilution 10 puis chacune des dilutions sont étalées sur

gélose LB-CM, que I'on incube pendant environ 18 heures a 37°C. Cela permet tout
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d’abord I'élimination de la souche donneuse E. coli (x7213) qui requiert le DAP pour
pousser, ainsi que la sélection des colonies de S. Typhi contenant le plasmide intégré
(premiére recombinaison) dans leur génome puisqu’elles seront donc résistantes au

chloramphénicol.

Quelques-unes des colonies obtenues lors de la conjugaison sont repiquées et
ensuite poussées dans 5 ml de LB pendant 4 a 6 heures sans sélection, puisque seul
le géne tronqué nous intéresse et non le vecteur en entier. Cette étape sert a ce qu’il
y ait réarrangement allélique (deuxiéme recombinaison), pour que le géne tronqué
porté par le plasmide remplace le géne sauvage. La bactérie doit donc perde le
vecteur pMEG375 et garder seulement le géne tronqué. Aprés les 4 a 6 heures
d’'incubation, 100 pl du bouillon est étalé sur géloses sucrose sans sel afin de
s’assurer que les bactéries perdent le vecteur. Les géloses sucrose sans sel
permettent une contre-sélection par le sucrose qui est toxique pour la croissance du
vecteur, car celui-ci contient le géne sacB. La double recombinaison est vérifiee par
amplification du géne cible par PCR (voir section suivante) pour confirmer si celui-ci
est resté sauvage ou s’il est délété. Ainsi, la souche S. Typhi x3744 est mutante pour

le geéne cible a muter.

3. Amplification d’ADN par PCR

Une amplification d’ADN par PCR est une réaction en chaine par polymérase
servant a amplifier un fragment d’ADN en faible quantité afin d’en obtenir un grand

nombre. C’est a partir d’'amorces spécifiques d’une vingtaine de nucléotides que les
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fragments sont amplifiés selon les instructions du protocole de Feldan. Chaque cycle
de transition de température permet la dénaturation de I'’ADN, I'hybridation par
appariement des amorces puis I'’élongation par la polymérase. Ceci se répete 25 fois
au cours de la réaction de PCR. La dénaturation se fait a 95°C, I'hybridation entre 54
et 60°C selon la température d’hybridation propre aux amorces utilisées et

I'élongation se fait a 72°C.

4. Courbes de croissance

La courbe de croissance en milieu liquide riche (LB) avec et sans 2,2 -Dipyridyl
permet d’analyser la croissance de la souche mutante en comparaison a la souche
sauvage. Le 2,2 -Dipyridyl est un chélateur de fer, c’est-a-dire qu'il lie le fer contenu
dans le milieu et le retire de la solution. A partir d’une gélose inoculée avec la souche
a testée, on prend deux a trois colonies que I'on ajoute a un bouillon de 5 ml de LB
que l'on laisse sous agitation pendant environ 18 heures a 37°C, les tubes sont
centrifugés et resuspendus dans un nouveau milieu LB et LB avec 2,2 -Dipyridyl afin
de laver les cellules. De ce tube, une dilution de 1/100 dans un puit de 198 ul de LB

et LB avec 2,2"-Dipyridyl est effectuée et représente le temps O.

A chaque 15 minutes, la densité optique est mesurée par spectrométrie afin
d’obtenir une courbe allant de 0 a 16 ou 24 heures. Tout au long de I'expérience, les
tubes sont sous agitation a 37°C et trois réplicats techniques sont utilisés pour

chacune des souches.
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La mesure de la densité optique est obtenue avec un spectrophotomeétre
calibré préalablement a 600 nm selon la densité optique du milieu utilisé non inoculé.
La plaque contenant les puits de 200 pl est introduite dans le lecteur optique et reste
sous agitation a 37°C tout au long de la prise de données. L’appareil utilisé est un
Bioscreen C Automated Microbiology Growth Curve Analysis System (Growth Curves

USA) dont la plaque contient 100 puits de 200ul chaque.

La courbe de croissance en milieu Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI) permet d’analyser la croissance de la souche mutante par rapport a la souche
sauvage dans un milieu défini avec et sans fer. Puisque le locus iro code pour un
systéme d’acquisition de fer, il est important de vérifier s’il y a un défaut de
croissance in vitro chez la souche mutante. A partir d’'une gélose inoculée avec la
souche a tester, on prend deux a trois colonies que I'on ajoute a un bouillon de 5 ml
de LB que l'on laisse sous agitation pendant environ 18 heures a 37°C. Afin de
nettoyer les cellules, les tubes sont centrifugés et les bactéries sont resuspendues
dans un nouveau milieu RPMI. De ce tube, une dilution de 1/100 dans un puit de 198
ul de RPMI et RPMI avec FeCl; 50 uM est effectuée et représente le temps 0. A
chaque 15 minutes, la densité optique est mesurée par spectrométrie afin d’obtenir
une courbe allant de 0 a 18 heures. Tout au long de I'expérience, les tubes sont sous
agitation a 37°C et trois réplicats techniques sont utilisés pour chacune des souches.
Puisque nous voulons un milieu sans fer, des tubes en plastiques sont utilisés pour

chacune des étapes mentionnées préecédemment.
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5. Test de sensibilité au peroxyde d’hydrogéene

Le test de sensibilité au peroxyde d’hydrogéne permet de vérifier I'effet d’'un
stress induit par un radical libre sur une souche mutante en comparaison avec la
souche sauvage. A partir d’'une gélose inoculée avec la souche mutante, on prend
deux a trois colonies que I'on ajoute a un bouillon de 5 ml de LB que I'on laisse sous
agitation pendant environ 18 heures a 37°C. Sur une gélose, 2 ml du bouillon est
étalé également sur la superficie puis I'excédent est retiré afin d’avoir un tapis
complet de bactéries. Au centre de la gélose inoculée, un disque contenant 10 ul de
peroxyde d’hydrogéne a 3% est déposé. La geélose est ensuite incubée a 37°C
pendant environ 18 heures et on y observe un diamétre d’inhibition autour du disque.
Ce diamétre représente la sensibilité de la souche au peroxyde d’hydrogéne que I'on

compare avec la souche sauvage.

6. Test d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales humaines INT-407

L'observation de [linteraction des souches mutantes avec des cellules
épithéliales permet d’étudier 'une des premiéres étapes d’une infection a Salmonella
Typhi. Cette expérience permet de comparer I'adhérence et I'invasion des cellules
épithéliales de l'intestin d’'une souche mutante en comparaison a la souche sauvage.
Environ 24 heures avant l'infection, les cellules épithéliales humaines INT-407 sont
mises en culture a 37°C. dans du milieu Eagle’s minimal essential medium (EMEM)
que I'on compléte avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) inactivé par la chaleur et
25 nM de N-2-hydroxyethyl piperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES) que l'on

maintient sous une atmosphére de 5% de CO,. A partir de cette culture de cellules,
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une concentration de 2 x 10° cellules par puits est calculée pour obtenir une plaque
de 24 puits. Cette plaque est incubée environ 24 heures avant linfection. A partir
d’'une gélose inoculée avec la souche a testée, on prend deux a trois colonies que
'on ajoute a un bouillon de 5 ml de LB-NaCl 0,3 M que l'on laisse sans agitation
pendant environ 18 heures a 37°C. Le but est d’obtenir une D.O. d’environ 0,6 a une
longueur d’'onde de 600 nm, ce qui représente la fin de la phase de croissance

logarithmique.

Une heure avant l'infection, les cellules en suspension, telles que les cellules
mortes ou déficientes pour 'adhérence, sont éliminées par lavages afin de maximiser
'expérience. Les 24 puits sont lavés avec 1 ml de tampon phosphate (Phosphate
buffered saline : PBS) (chlorure de sodium a 8 g/L, phosphate de potassium
(KH2POg4) a 0,2 g/L, phosphate d'ammonium a 2,17 g/L et chlorure de potassium a
0,2 g/L a pH 7,4) maintenu a une température de 37°C afin de ne pas déstabiliser les
cellules épithéliales. On ajoute ensuite 1 ml dEMEM complémenté et la plaque de 24

puits est remise a 37°C pendant 1 heure, jusqu’a I'étape de I'inoculation de bactéries.

La multiplicité d’'infection (MOI) utilisée est de 20 :1 pour une quantité de 2 x
10° cellules par puits. La mesure de la densité optique des bouillons inoculés la veille
permet de calculer la quantité en pl de ces bouillons a ajouter dans chaque puits
selon chacune des souches. Le décompte des unités formatrices de colonies (UFC)
permet de confirmer la quantité de bactéries qui a été inoculée dans chaque puits.

Des dilutions allant de 10* a 10 sont étalées sur géloses pour le décompte.
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Apres I'heure d’incubation avec le milieu EMEM frais, les cellules épithéliales
sont infectées. Afin de synchroniser l'adhérence des bactéries aux cellules
épithéliales, la plaque de 24 puits est centrifugée 5 minutes a 800 g. Par la suite, la
plaque est incubée a 37°C pendant 90 minutes sous une atmosphére de 5% de CO..
L’adhérence est déterminée aprés 90 minutes d’'incubation a 37°C (T90), puis les
bactéries sont récoltées. Pour ce faire, les cellules sont lavées avec 1 ml de PBS
maintenu a une température de 37°C afin de ne pas déstabiliser les cellules. Trois a
quatre lavages sont nécessaires afin d’éliminer toutes bactéries n’ayant pas adhérées
aux cellules épithéliales. Les puits du T90 étant lavés, les cellules sont par la suite
lysées avec un détergent, du PBS supplémenté d’acide déoxycholique a 0,1% (PBS-
DOC). Le PBS-DOC fait éclater les cellules eucaryotes seulement. Les bactéries
ayant adhéré aux cellules épithéliales humaines de chaque puits sont alors récoltées
dans un microtube de 1 ml. Pour calculer 'TUFC du T90, des dilutions allant de 102 &

10 des microtubes de 1 ml sont étalées sur geéloses pour le décompte.

Les puits représentant I'invasion (T180) sont lavés une seule fois au PBS puis
remplis de EMEM supplémenté de [Iantibiotique gentamicine a 100 pg/ml afin
d’éliminer les bactéries extracellulaires et d’empécher les bactéries n’ayant pas
adhéré aux cellules au T90 de le faire par la suite. Les puits sont incubés a 37°C
sous une atmosphére de 5% de CO, pendant 90 autres minutes. Aprés les 180
minutes totales d’incubations des puits servant a I'invasion des cellules, on procéde
au lavage et a la récolte comme pour I'adhérence. Pour calculer TUFC du T180, des
dilutions allant de 102 & 10™ des microtubes de 1 ml sont étalées sur géloses pour le

décompte. L'UFC des souches mutantes aux temps T90 et T180 est ensuite comparé
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a la souche sauvage afin d’'observer un phénotype lors de I'adhésion et de l'invasion
des cellules épithéliales humaines INT-407. Les résultats sont présentés en UFC et

en taux par rapport a la souche sauvage normalisée a 100%.

7. Test de phagocytose et de survie dans les macrophages humains THP-1

Lors d’'une infection a S. Typhi, la bactérie interagit d’abord avec les cellules
épithéliales de l'intestin, puis traverse la barriére intestinale. La prochaine étape
importante de l'infection est linteraction avec les macrophages, puisque c’est une
bactérie pathogéne intracellulaire. Cette expérience permet d’observer l'interaction a
deux niveaux, soit la phagocytose de la bactérie par le macrophage, puis la survie

dans celui-ci, en comparaison avec la souche sauvage.

Environ 48 heures avant linfection, les monocytes humains THP-1 (ATCC
#T1B-202) sont mis en culture a 37° dans du milieu RPMI que I'on compléte avec
10% de SVF inactivé a la chaleur, 0,1 mM d’acides aminées non-essentiels et 1 mM
de sodium pyruvate, le tout maintenu sous une atmosphére de 5% de CO,. A partir
de cette culture de cellules, une quantité de 5 x 10° cellules par puits est calculée
pour obtenir une plaque de 24 puits. Cette plaque est incubée 48 heures avant
I'infection afin qu’ils se différencient en macrophages a I'aide du phorbol 12-myristate
13-acétate (PMA) que I'on ajoute. A partir d’une gélose inoculée avec la souche a
testée, on prend deux a trois colonies que I'on ajoute a un bouillon de 5 ml de LB que

I'on laisse sans agitation pendant environ 18 heures a 37°C. Le but est d’obtenir une
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D.O. d’environ 0,6 a une longueur d’'onde de 600 nm, ce qui représente la fin de la

phase de croissance logarithmique.

La MOI utilisée pour l'infection de macrophages est de 10 :1 pour une quantité
de 5 x 10° cellules par puits. La mesure de la densité optique des bouillons inoculés
la veille permet de calculer la quantité en ul de ces bouillons a ajouter dans chaque
puits selon chacune des souches. Le décompte des unités formatrices de colonies
(UFC) permet de confirmer la quantité de bactéries qui a été inoculée dans chaque

puits. Des dilutions allant de 10 & 10 sont étalées sur géloses pour le décompte.

Afin de synchroniser la phagocytose des bactéries inoculées a chaque puits,
la plaque est centrifugée 5 minutes a 800 g. Par la suite, la plaque est incubée a
37°C pendant 20 minutes sous une atmosphére de 5% de CO,. La phagocytose est
déterminée aprés 20 minutes d’incubation a 37°C (TO), puis les bactéries sont
récoltées. Pour ce faire, les cellules sont lavées avec 1 ml de PBS maintenu a une
température de 37°C afin de ne pas déstabiliser les cellules. Trois a quatre lavages
sont nécessaires afin d’éliminer toutes bactéries n'ayant pas été phagocytées par les
macrophages humains. Les puits du TO étant lavés, les cellules sont par la suite
lysées avec le détergent PBS-DOC pour faire éclater les cellules eucaryotes
seulement. Les bactéries ayant été phagocytées par les macrophages humains de
chaque puits sont alors récoltées dans un microtube de 1 ml. Pour calculer TUFC du
TO, des dilutions allant de 102 a2 10 des microtubes de 1 ml sont étalées sur geéloses

pour le décompte.
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Les puits représentant la survie (T24) sont lavés une seule fois puis remplis
de RPMI supplémenté de I'antibiotique gentamicine a 50 ug/ml afin d’'empécher les
bactéries n’ayant pas été phagocytées de I'étre par la suite. Les puits sont incubés a
37°C sous une atmosphére de 5% de CO, pendant 24 heures. Aprés les 24 heures
d’'incubation des puits servant a la survie intracellulaire, on procéde au lavage et a la
récolte comme pour la phagocytose. Pour calculer TUFC du T24, des dilutions allant
de 102 & 10 des microtubes de 1 ml sont étalées sur géloses pour le décompte.
L’'UFC des souches mutantes aux temps TO et T24 est ensuite comparé a la souche
sauvage afin d’observer un phénotype lors de la phagocytose et de la survie dans les
macrophages humains THP-1. Les résultats sont présentés en UFC et en taux par

rapport a la souche sauvage normalisée a 100%.

8. Test de mobilité

Le test de mobilité permet d’'observer la capacité d’'une souche mutante a se
déplacer en comparaison avec la souche sauvage. A partir d’'une gélose inoculée de
la souche mutante, on prend deux a trois colonies que I'on ajoute a un bouillon de 5
ml de LB que lI'on laisse sous agitation pendant environ 18 heures a 37°C. De ce
bouillon, 6 ul est piqué a environ 2-3 mm de profondeur dans une gélose de 25 ml de
LB a 0,3% d’agar, donc plus malléable, permettant la mobilité des bactéries. Les
souches mutante et sauvage sont piquées sur la méme gélose, mais aux extrémités,
afin d’obtenir les mémes conditions et qu’elles soient le plus éloignées I'une de

l'autre. La gélose est ensuite incubée a 37°C pendant environ 18 heures et on y
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observe une croissance bactérienne autour de l'inoculum. Le diamétre représente la
distance de migration des souches et on peut ainsi mesurer la capacité de mobilité en

comparaison a la souche sauvage.
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Résultats

1. Caractérisation in vitro du locus iro et tolC

1.1. Courbes de croissance en milieu riche LB

La souche de S. Typhi Airo est dépourvue du locus iro codant pour le systéme
entier d’acquisition de fer par la salmochéline. La délétion des génes iroN, iroC et
tolC a affectée la croissance sur gélose LB, alors une courbe de croissance a été
réalisée pour chaque mutant afin de vérifier si la croissance en bouillon LB a été
affectée. Les résultats obtenus (Figure 11) indiquent qu’aucune souche mutante ne

posséde un défaut de croissance en milieu riche LB.
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Figure 11 : Courbes de croissance en milieu riche LB. Les densités optiques de
chaque souche furent prises a un intervalle de 15 minutes pendant 24h. Chaque

courbe représente une moyenne de trois réplicats techniques.

1.2. Courbes de croissance en milieu riche LB avec 2,2'-
Dipyridyl
Afin de comparer la croissance en milieu riche et en milieu riche dépourvue de

fer, une courbe de croissance en milieu LB avec 2,2 -Dipyridyl a été effectuée pour

chaque souche. Le 2,2°-Dipyridyl est un fort chélateur de fer permettant la
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séquestration de I'élément dans le milieu. Les résultats obtenus (Figure 12) indiquent
qu'aucune souche mutée dans les génes du locus iro ne posséde un défaut de
croissance en milieu riche sans fer. Toutefois, la délétion du géne tolC entraine une

diminution de la croissance dans ces conditions.
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Figure 12 : Courbes de croissance en milieu riche LB avec ajout de 2,2'-
Dipyridyl. Les densités optiques de chaque souche furent prises a un intervalle de
15 minutes pendant 16h. Chaque courbe représente une moyenne de trois réplicats

techniques.



1.3. Courbes de croissance en milieu RPMI avec fer
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L’expression de sidérophores est induite uniqguement en condition de carence

en fer. Puisque le systéme d’acquisition de fer est étroitement régulé selon la

présence de fer, une courbe de croissance en milieu RPMI avec I'ajout de Fe** a été

réalisée pour chaque mutant. Les résultats présentés (Figure 11) indiquent qu’aucune

des souches mutantes n’est affectée par la présence de fer dans le milieu.
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Figure 13 : Courbes de croissance en milieu minimal avec ajout de fer. Les

densités optiques de chaque souche furent prises a un intervalle de 15 minutes

pendant 18h. Chaque courbe représente une moyenne de trois réplicats techniques.
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1.4. Courbes de croissance en milieu RPMI sans fer

Les sidérophores sont synthétisés lorsque le milieu est pauvre en fer afin
d’aller le capturer. Une courbe de croissance en milieu RPMI sans Fe3* a été réalisée
pour chaque mutant du systeme d’acquisition de fer afin de vérifier si la croissance
est affectée par ces mutations. Les résultats présentés (Figure 12) indiquent

gu’aucune des souches mutantes n’est affectée par 'absence de fer dans le milieu.
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Figure 14 : Courbes de croissance en milieu minimal RPMI. Les densités
optiques de chaque souche furent prises a un intervalle de 15 minutes pendant 18h.

Chaque courbe représente une moyenne de trois réplicats techniques.



64

1.5. Test de sensibilité au peroxyde d’hydrogéne

Le stress oxydatif est une réaction de la cellule a un radical libre toxique,
comme le peroxyde d’hydrogéne. Les microorganismes aérobies sont souvent
exposés a ces agents toxiques, mais ils possédent un systéeme complexe de
détoxification permettant de bloquer I'agression di au stress. Afin de vérifier si une
des mutations du systéme d’acquisition de fer affecte la réponse au stress oxydatif,
un test de sensibilité au peroxyde d’hydrogéne a été effectué pour chaque souche
mutante. La zone d’inhibition représente le diamétre autour du peroxyde d’hydrogene
(Figure 25 ANNEXE) qui s’est formé ou les souches n'ont pas réussi a croitre. Les
résultats présentés (Figure 15) permettent de conclure que la délétion du locus iro
ainsi que de chacune de ses composantes n’affecte pas la réponse au stress oxydatif
induit par le réactif oxygéné. La zone d’inhibition est similaire a celle de la souche

sauvage pour toutes les souches mutantes.
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Figure 15 : Sensibilité au peroxyde d’hydrogéne lors de la réponse au stress
oxydatif. La zone d’inhibition a été mesurée autour du disque contenant le peroxyde
d’hydrogéne aprés 18 heures d’incubation. Chaque bande représente une moyenne

de trois réplicats techniques.
2. Adhésion et invasion de cellules épithéliales humaines

INT-407

L’adhérence aux cellules épithéliales humaines INT-407 ainsi que l'invasion
permet d’observer les premiéres étapes de l'infection par Salmonella Typhi. Dans
l'intestin, les bactéries adhérent aux cellules épithéliales afin de passer la barriére par
endocytose. In vitro, on observe ces deux évenements par l'infection de cellules
épithéliales afin de déterminer l'importance de chaque composante du systéme

d’acquisition de fer.

2.1. Adhérence aux cellules épithéliales

L’interaction avec les cellules épithéliales commence par 'adhésion a celles-ci.
Cette premiére étape correspond au nombre de bactéries qui se sont associées aux
cellules aprés 90 minutes d’interaction (T90). L’analyse permet de comparer la
capacité de chaque mutant a adhérer aux cellules comparativement a la souche
sauvage, afin de déterminer si cette étape de linfection est affectée par les

mutations.

Les résultats démontrent que certaines délétions affectent la capacité
d’adhésion et d’'invasion des cellules épithéliales (Figure 16). La délétion du locus iro

(Airo) augmente significativement la capacité d’adhésion face a la souche sauvage,
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mais cette différence est trés mince. Lorsque chacune des composantes du systeme
d’acquisition de fer est mutée individuellement, aucune différence n’est observée. Un
fort phénotype est observé chez la souche AfolC, ou une absence totale d’adhésion

est obtenue.

Adhérence aux cellules épithéliales (T90)
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Figure 16 Représentation de I'adhérence aux cellules épithéliales INT-407 en
UFC/ml. Les données présentées sont le nombre d’unité de colonies formé par
millilitre * I'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en duplicatas. Chaque
souche mutante a été testé en parallele avec la souche sauvage (WT) et sont
représentées en paires. L'UFC/ml est déterminé par le nombre de bactéries qui ont
adhérées aux cellules a 90 minutes. Les résultats ont été soumis au T-test de

Student par rapport a la souche sauvage (WT).
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Le taux d’adhérence de chaque mutant pour le systéeme d’acquisition de fer ont
été déterminés (Figure 17). On obtient les mémes conclusions que précédemment en
UFC. La souche mutante Airo adhére plus facilement aux cellules épithéliales

humaines, alors que Ato/C n’adhére point par rapport a la souche sauvage.

Taux d'adhérence (T90/CFU)
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* Eignificatif avec p-value = 0.05

Figure 17 : Taux d’adhérence aux cellules épithéliales INT-407. Les données
présentées sont le taux = l'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en
duplicatas. Le taux est obtenu en comparant le nombre de bactéries qui ont adhéré
aprés 90 minutes avec le nombre de bactéries ayant été inoculé initialement dans les
puits. Les résultats ont été soumis au T-test de Student par rapport a la souche
sauvage (WT).
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2.2. Invasion des cellules épithéliales

L’invasion des cellules par les bactéries est I'étape suivant 'adhésion lors de
l'infection. C’est aprés 180 minutes (T180) que les bactéries vont réussir a s'infiltrer
dans les cellules non-phagocytaires afin de passer la barriére épithéliale de I'intestin.
L’analyse permet de comparer la capacité de chaque mutant d’invasion des cellules
comparativement a la souche sauvage, afin de déterminer si cette étape de I'infection

est affectée par les mutations.

Suite a I'analyse des données d’invasion (Figure 18), aucune différence entre
les souches mutantes et la souche sauvage n’est mesurée pour le locus iro et ses
composantes. Toutefois, comme pour 'adhésion, une absence totale de la capacité
d’invasion des cellules est observable lorsque tolC est délété.
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Figure 18 : Représentation de l'invasion des cellules épithéliales INT-407 en
UFC/ml. Les données présentées sont le nombre d'unités de colonies formé par
millilitre * I'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en duplicatas. Chaque
souche mutante a été testée en paralléle avec la souche sauvage (WT) et est
représentée en paires. L'UFC/ml est déterminé par le nombre de bactéries
intracellulaires a 180 minutes. Les résultats ont été soumis au T-test de Student par

rapport a la souche sauvage (WT).

Les résultats illustrés en taux (Figure 19) démontrent une diminution de la
capacité d’invasion des cellules épithéliales chez les souches Airo, AiroB, AiroC et
AiroD. Le nombre de bactéries ayant envahi les cellules par rapport au nombre ayant
adhéré et donc inférieur a la souche sauvage, sauf pour AiroN. La délétion de Ato/C

donne, comme en UFC, une absence totale de l'invasion des cellules.
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Figure 19 Taux d’invasion des cellules épithéliales INT-407. Les données
présentées sont le taux = l'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en
duplicatas. Le taux est obtenu en comparant le nombre de bactéries intracellulaires
aprés 180 minutes avec le nombre de bactéries ayant adhéré aprés 90 minutes. Les

résultats ont été soumis au T-test de Student par rapport a la souche sauvage (WT).

3. Phagocytose et survie dans les macrophages humains THP-1

Salmonella Typhi est une bactérie intracellulaire facultative. Lors de I'infection,
les bactéries traversent la barriére intestinale et sont phagocytées par les
macrophages. Aprés la phagocytose, les bactéries se multiplient dans les
macrophages et disséminent vers le foie et la rate. In vitro, l'infection de

macrophages humains indique la capacité des bactéries a se faire phagocyter ainsi
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que la survie intracellulaire, ce qui est important pour la virulence. Les souches
mutantes sont comparées a la souche sauvage afin d’évaluer leur capacité de

phagocytose et de survie.

3.1. Phagocytose par les macrophages humains

La phagocytose des bactéries par les macrophages est une étape clé de la
pathogeneése chez S. Typhi. Les résultats présentés en UFC et en taux
correspondent au nombre de bactéries qui ont été phagocytées aprés 20 minutes

(TO) d’interaction avec les cellules phagocytaires.

Les résultats obtenus (Figure 20) indiquent que le mutant Airo, dont tout le
systeme d’acquisition de fer est absent, a une augmentation significative de la
capacité a étre phagocyté par rapport a la souche sauvage. On observe le contraire
pour la souche mutante AiroB qui est moins facilement phagocytée par les

macrophages. C’est également le cas de AfolC qui est a peine phagocyte.
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Figure 20 : Représentation de la phagocytose dans les macrophages humains
THP-1 en UFC/ml. Les données présentées sont le nombre d'unités de colonies
formé par millilitre + I'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en duplicatas.
Le UFC/ml est déterminé par le nombre de bactéries intracellulaires a 20 minutes.
Les résultats ont été soumis au T-test de Student par rapport a la souche sauvage

(WT).

Le taux de phagocytose de chaque mutant pour le systéme d’acquisition de fer
ont été déterminés (Figure 21). On obtient les mémes conclusions que

précédemment en UFC. La souche mutante Airo est plus facilement phagocytée par
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les macrophages humains, alors que AiroB et AtolC sont beaucoup moins

phagocytés par rapport a la souche sauvage.

Taux de phagocytose dans les macrophages (T0/CFU)
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Figure 21 : Taux de phagocytose dans les macrophages THP-1. Les données
présentées sont le taux = l'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en
duplicatas. Le taux est obtenu en comparant le nombre de bactéries intracellulaires
aprés 20 minutes d’interaction avec les macrophages avec le nombre de bactéries
ayant été inoculé initialement dans les puits. Les résultats ont été soumis au T-test de

Student par rapport a la souche sauvage (WT).
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3.2. Survie dans les macrophages humains

La capacité de S. Typhi a disséminer et causer une maladie systémique
dépend de la modification du macrophage afin de survivre a lintérieur et de s’y
multiplier. Les résultats présentés en UFC et en taux correspondent au nombre de
bactéries qui ont survie a l'intérieur des macrophages 24 heures (T24) d’interaction

avec les cellules phagocytaires.

L’analyse des résultats obtenus (Figure 22) aprés 24 heures de survie
intracellulaire indique que la survie n'est pas liée nécessairement aux résultats de la
phagocytose. En effet, les souches mutantes ont la méme capacité de survie que la
souche sauvage, excepté AiroN et AtolC. La délétion du géne to/lC semble entrainer
une diminution de la phagocytose ainsi que de la survie. Alors que la délétion du

gene iroN procure 'avantage a la souche d’augmenter sa survie dans le macrophage.
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Figure 22 : Représentation de la survie dans les macrophages humains THP-1
en UFC/ml. Les données présentées sont le nombre d'unité de colonies formé par
millilitre % I'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en duplicatas. Le UFC/ml
est déterminé par le nombre de bactéries intracellulaires aprés 24 heures. Les

résultats ont été soumis au T-test de Student par rapport a la souche sauvage (WT).

Le taux de survie de chaque mutant pour le systéme d’acquisition de fer ont
été déterminés (Figure 23). La souche mutante AiroN a une plus grande capacité de
survie dans les macrophages humains, autant en UFC qu’en taux. Toutefois, en taux,

AtolC semble voir sa capacité de survie se rétablir. En effet, le nombre de bactéries
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ayant survécus par rapport au nombre de bactéries ayant été phagocytés est le
méme que la souche sauvage. Etonnamment, on observe un phénotype chez le
mutant AiroD qui n’est pas présent en UFC (Figure 22). La survie est

significativement augmentée par rapport au nombre de bactéries ayant été

phagocytés.
Taux de survie dans les macrophages (T24/T0)
150- _l*_
125+ 1 —_1 _;_
100~ 1

Taux (%)
N
g

50+

25+

0- T T T T T T
WT Airo AiroB AiroC AiroD AiroN AtolC

*Significatif avec p-value < 0.05

Figure 23: Taux de survie dans les macrophages THP-1. Les données
présentées sont le taux = l'erreur type (SEM) d’au minimum 3 expériences en
duplicatas. Le taux est obtenu en comparant le nombre de bactéries intracellulaires

aprés 24 heures d’interaction avec les macrophages avec le nombre de bactéries
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intracellulaires a 20 minutes. Les résultats ont été soumis au T-test de Student par

rapport a la souche sauvage (WT).

4. Test de mobilité

La capacité d’'une bactérie a se déplacer peut étre un facteur important lors
d’'une infection. Chez S. Typhi, la mobilité régit par ses flagelles est importante pour
la pathogenése et I'adhésion aux cellules épithéliales. La délétion du géne tolC
empéche la bactérie d’adhérer aux cellules épithéliales humaines INT-407 (Figure
24). Un test de mobilité a été effectué afin de vérifier si 'absence de TolC affecte la
capacité de la souche a se déplacer par rapport a la souche sauvage. Aprés 18 et 42
heures, la distance de migration des deux souches est nettement différente. La

souche AtolC est moins mobile que la souche sauvage.
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Figure 24 : Mobilité de la souche mutante AtolC. La mobilité est représentée par la
moyenne des distances de migrations mesurées sur gélose 0.3% apres 18 et 42
heures d’'incubation pour la souche mutante et la souche sauvage. Les essais ont été
réalisés en triplicata et sont significatif lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT).
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DISCUSSION

La fievre typhoide, causée par I'agent pathogéne Salmonella Typhi, est une
maladie létale dans les pays endémiques. Elle est la cause de millions de morts et a
ce jour, aucun vaccin n’est suffisamment efficace, surtout pour les pays les plus
touchés. La résistance aux antibiotiques qui ne fait qu’augmenter devient alarmante
et le besoin d’un vaccin efficace s'impose. L’étude plus approfondie de la bactérie est
essentielle afin de bien comprendre les mécanismes qui lui permettent de causer une
maladie systémique et mortelle. Le probléme majeur de son étude reléve de sa
capacité a infecter seulement 'humain. Cela signifie qu’aucun modéle animal ne peut
reproduire la fievre entérique. Un modéle murin est disponible, mais il est trés peu
adéquat, car il utilise S. Typhimurium. Ce modéle permet d’observer une maladie
systémique qui mime quelques caractéristiques de S. Typhi, mais aucune étude ne
permet d’étudier le réle des génes propres a S. Typhi. Néanmoins, la similarité entre
les deux sérovars permet de comprendre quelques mécanismes de virulence utilisés
par les deux pathogenes. Il est primordial d’approfondir nos connaissances sur les
genes de virulence et les mécanismes utilisés par la bactérie qui lui permettent de

causer une maladie systémique.

L’objectif de cette étude était de cibler un des facteurs de virulence utilisés par
S. Typhi afin de survivre chez son héte. La capacité du pathogéne a se procurer du
fer dans son milieu par un systéme d’acquisition de fer qui n’est pas reconnue par les

cellules immunitaires est encore peu connue. La caractérisation ainsi que la délétion
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du systeme et de ses composantes nous ont permis de mieux comprendre I'effet sur

la virulence que chacun posséde.

Dans le but de caractériser le systéme d’acquisition de fer par les
salmochélines, les résultats recueillis démontrent une relation relative a la virulence.
La délétion du systeme en entier a permis d’identifier certains effets lorsque la
souche mutante interagit avec les cellules humaines cibles d'une infection
systémique. Suite a ces résultats, la délétion de chacune des composantes du
systéme a été effectuée et certaines souches mutantes ont démontré un effet avec
les mémes cellules humaines. Une des composantes du systéme d’acquisition de fer
qui permet I'export des salmochélines est encore inconnue. La caractérisation de
TolC, responsable de I'export de I'entérobactine, a été effectuée puisque cette pompe
a efflux était un candidat potentiel. La délétion du gene codant TolC a permis
d'observer d’importants effets tant sur la mobilité de la bactérie que lors de

I'interaction avec des cellules humaines.

1. Courbe de croissance en milieu LB

Afin de vérifier si les souches mutantes ont un défaut de croissance en milieu
LB, une courbe de croissance a été réalisée pour chacune d’elles. La délétion du
locus iro ainsi que de ses composantes individuelles n’engendre aucun défaut de
croissance (Figure 11). Ce ne sont donc pas des génes essentiels ni requis dans un
milieu riche utilisé frequemment dans les laboratoires. Le milieu LB contient du fer, ce

qui ne nécessite donc pas d’aller le capturer. Le locus iro est étroitement régulé et
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n’est utilisé qu’en condition de carence en fer et c’est pourquoi aucun phénotype n’est
observé. Dans les travaux de Thanassi chez Francisella tularensis, la délétion de to/C
affecte la capacité de croissance de la bactérie en milieu riche (29). Toutefois, chez
S. Typhi ce ralentissement de croissance n’est pas observé. On retrouve aussi cette
absence de phénotype en milieu riche chez E. coli ou la pompe a efflux TolC est

manquante (97).

2. Courbe de croissance en milieu LB avec 2,2 -Dipyridyl

Le systéme d’acquisition de fer par les salmochélines étant exprimé seulement en
conditions de carence en fer, la croissance des souches mutantes a été vérifiée en
milieu riche limité en fer par I'ajout d’'un chélateur. L’ajout du chélateur de fer permet
la séquestration de I'élément et permet de comparer I'expression du systéme chez
les souches mutantes avec la souche sauvage. La délétion du locus iro en entier,
ainsi que de ses génes de facon individuelle, ne semble pas affecter la croissance en
milieu riche limité en fer (Figure 12). L’'absence des salmochélines ou d’une des
composantes de son systéme n’affecte donc pas la croissance et par conséquent, ne
sont pas des génes essentiels dans ces conditions. On observe toutefois un défaut
de croissance chez la souche mutante Ato/C. En milieu limité en fer, la souche ne
peut donc croitre normalement et cesse de se multiplier (Figure 12), bien que le
milieu soit riche. La pompe TolC étant responsable de la sécrétion de I'entérobactine
est probablement reliée aussi a la sécrétion des salmochélines, vu le phénotype

d’arrét de la croissance.
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3. Courbe de croissance en milieu RMPI avec et sans fer

Aprés avoir effectué une courbe de croissance en milieu défini RPMI avec fer
et sans aucune trace de fer, on constate que les souches mutantes ne démontrent
aucun défaut de croissance (Figure 13, Figure 14). L’absence de défaut de
croissance par rapport a la souche sauvage chez les mutants suggére qu’ils ne sont
pas affaiblis ou désavantagés par I'absence du systéme codé par iro ou l'une de ses
composantes. S. Typhi posséde également I'entérobactine qui est fonctionnelle et
sécrétée lors de carence en fer. La croissance des souches ne dépend donc pas du
locus iro et la présence d’un autre systeme d’acquisition de fer suffit a la bactérie
pour croitre normalement. Par opposition aux résultats des courbes effectuées en
milieu riche LB limité en fer (Figure 12), la souche Afo/C ne démontre aucun défaut

de croissance quand le fer est limité dans le milieu défini RPMI.

4. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un effet de la cellule induit par des radicaux libres. Ce
phénomeéne est néfaste et Iétal pour la bactérie. La zone d’inhibition ou la croissance
est empéchée par I'agent toxique est la méme pour toutes les souches mutantes et la
souche sauvage (Figure 15). Les génes contenus dans le systéme des salmochélines
ne sont donc pas impliqués dans la réponse au stress oxydatif. Lors d’'une infection

bactérienne, les macrophages produisent ces agents toxiques et causent la mort de
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la bactérie en induisant le stress oxydatif (98). La diminution de la capacité de
virulence de la souche AtolC (Figure 16, Figure 18, Figure 20 et Figure 22) observée
lors de I'adhésion et de linvasion des cellules épithéliales, ainsi que lors de la
phagocytose et de la survie dans les macrophages n’est donc pas due a la mort

cellulaire causée par le stress oxydatif.

5. Adhésion et invasion de cellules épithéliales

Les systémes d’acquisition de fer par les salmochélines et I'entérobactine ont
été surtout étudiés chez S. Typhimurium et E. coli. Les études portant sur I'implication
de ces deux systémes dans la virulence ont été effectuées in vivo dans des modéles
animaux. En 2008, il a été établi que la délétion de iroBCDEN chez E. coli réduit la
capacité de la bactérie a infecter les tissus chez un modéle aviaire (52). En effet, la
souche mutante ne put étre isolée dans les poumons ou le foie, mais se retrouvait en
infime quantité dans la rate. De plus, chez des souris atteintes de la maladie
systémique de Salmonella, on observe une diminution accrue de la virulence
lorsqu’elles sont infectées par une souche déficiente dans la synthése ou la sécrétion
des salmochélines (61). Ceci suggére une implication du locus iro dans la virulence
chez S. Typhimurium et E. coli. Toutefois, le locus n’a pas été caractérisé et son role
reste inconnu chez S. Typhi au niveau de linteraction avec les cellules épithéliales
humaines INT-407. Les résultats indiquent une implication du locus iro et de TolC a
I'étape critique de I'adhésion aux cellules. L’étape suivante de [linfection, soit
l'invasion des cellules épithéliales, indique une différence significative en taux entre

les souches mutantes Airo, AiroB, AiroC et AiroD et la souche sauvage, indiquant un
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implication a ce niveau. La souche AtolC présente le méme phénotype rencontré lors

de I'adhérence, soit une perte totale de la capacité d’'invasion.

L’augmentation significative de I'adhésion (Figure 16) aux cellules épithéliales
humaines du mutant Airo, ou iroBCDEN est délété, indique que S. Typhi adhére
mieux aux cellules épithéliales lorsque les salmochéline et son mécanisme sont
absents. Néanmoins, la délétion individuelle de chaque géne du locus n’indique
aucune augmentation de I'adhésion aux cellules épithéliales. Ces résultats montrent
que c’est uniquement I'absence du systéeme au complet qui est responsable de
l'augmentation de I'adhésion. A ce jour, aucune relation n’a été discernée entre les

salmochélines et 'adhésion aux cellules épithéliales chez Salmonella Typhi.

Bien que le mutant de délétion du locus iro (Airo) adhére mieux aux cellules
épithéliales, on observe une diminution du taux d’invasion par rapport a la souche
sauvage (Figure 18). Cette diminution de linvasion est retrouvée aussi chez les
souches AiroB, AiroC et AiroD. Pourtant, il a été démontré que le récepteur des
salmochélines IroN joue un role lors de l'invasion des cellules épithéliales. Cette
étude in vitro chez E. coli extraintestinale suggére I'implication du géne iroN lors de
l'invasion, car sa délétion diminue la capacité d’invasion de la souche mutante (73).
Etant situé a la membrane externe, le récepteur IroN est reconnu par le systéme
immunitaire et agit comme antigéne. Or, chez S. Typhimurium, il a été démontré que
la délétion d’iroN n’affecte en rien la virulence (94). Dans cette étude, aucun
phénotype n’a été observé pour la souche mutante AiroN. On retrouve donc le méme
effet que chez S. Typhimurium. La viabilité des souches Airo, AiroB, AiroC et AiroD

ne peut étre la raison de la baisse du nombre de bactéries, car les cellules sont
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incubées avec le milieu RPMI dont les courbes de croissance ont été effectuées et
aucun deéfaut n’a été reporté (Figure 14). De plus, ces résultats concordent avec la
littérature, puisque les résultats des études portant sur ce groupe de genes chez
d’autres entérobactéries illustrent une atténuation de la virulence. Il existe donc une
relation entre I'adhérence, l'invasion et le mécanisme de sécrétion, d’export et

d'import des salmochélines.

Bien que folC ne fasse pas partie du locus iro, I'interaction avec les cellules
épithéliales humaines a été veérifiée. Ce géne code la pompe a efflux TolC
responsable de [Il'export de [I'entérobactine, le sidérophore précurseur des
salmochélines. Le géne responsable de l'export de la salmochéline est encore
inconnu et folC semble étre impliqué. Chez Francisella tularensis, des infections de
cellules épithéliales in vitro ont été effectuées avec un mutant de délétion du gene
tolC (29). Les résultats illustrent une diminution accrue de la capacité d’adhésion et
d’invasion aux cellules épithéliales. Ce phénomene est causé par une mort cellulaire
excessive chez I'héte. Le pathogéne ne peut donc plus se répliquer a l'intérieur des
cellules et peut étre ainsi éliminé par le systeme immunitaire de I'héte (29). Chez S.
Typhi, on observe une incapacité totale a adhérer aux cellules (Figure 16, Figure 17).
Cette perte de la capacité d’adhésion peut étre provoquée par I'impossibilité de la
bactérie a sécréter I'entérobactine et la salmochéline. Cependant, TolC est une
pompe a efflux non spécifique qui est impliquée dans une multitude de mécanismes,
comme I'export d’antibiotiques contribuant a la résistance (MDR). La délétion de to/C
empéche plusieurs voies d’exportation et on ne peut conclure que le phénotype est

lié a 'export des sidérophores. Or, la viabilité de la souche mutante ne peut étre la
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cause de la perte totale d’adhésion aux cellules puisque les cellules sont incubées
avec le milieu RPMI dont les courbes de croissance ont été effectuées et aucun
défaut n'a été reporté (Figure 14). Les résultats de l'invasion des cellules épithéliales
par la souche Afo/lC montrent une perte totale de la capacité d’invasion. Il va de soi
que ce résultat est relié a l'incapacité d’adhésion, puisque les bactéries ne peuvent

pénétrer les cellules sans y adhérer.

6. Phagocytose et survie dans les macrophages

Il a été déterminé dans les travaux de Dozois que le locus iro a un réle dans la
virulence, puisque la délétion de ce groupe de génes diminue significativement la
capacité d’infecter les tissus de I'héte chez E. coli et S. Typhimurium (52). Le réle du
systéme d’acquisition de fer par les salmochélines chez S. Typhi est mal connu par
rapport a son implication lors de l'interaction avec les macrophages. Cette cellule
immunitaire est modifiée par Salmonella a son insu afin qu’il puisse s’y répliquer. La
bactérie survie a l'intérieur du macrophage dans une vacuole (SCV) et peut ainsi

disséminer vers le foie et |la rate sans étre reconnue par le systéme immunitaire.

Les résultats obtenus en UFC (Figure 20) et en taux (Figure 21) démontrent
que la délétion du locus Airo, AiroB et AtolC affecte la phagocytose par les
macrophages. Les macrophages phagocytent plus facilement la souche qui ne
posséde pas le systéme entier d’acquisition de fer. Puisque c’est a I'avantage de la
bactérie pathogéne d’étre phagocyté par le macrophage afin d’y résider, les résultats

démontrent donc une augmentation de la virulence chez la souche mutante. In vivo,
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les études démontrent une diminution de la virulence, mais pas a ce stade de
I'infection. C’est plutét au niveau de la dissémination et de la survie ou le locus joue
un role. Afin de vérifier si le phénotype de la délétion du systéme d’acquisition de fer
en entier, ou de I'une de ses composantes, l'interaction au niveau de la phagocytose

a été observée pour chacune d’elles.

Etonnamment, la souche AiroB dont la délétion empéche la synthése des
salmochélines est moins facilement phagocytée par les macrophages. Sans les
salmochélines, S. Typhi est donc moins virulente par rapport a la souche sauvage.
Toutefois, in vivo il a été démontré que dans une souche Airo chez E. coli, la
complémentation par iroC, iroDE ou iroN est obligatoire afin de restaurer la virulence
(52). Dans le cas de S. Typi, IroB ne semble donc pas étre nécessaire lors d’'une
I'infection. Néanmoins, I'absence des salmochélines est un désavantage pour la
bactérie, car il ne possede que l'entérobactine qui est reconnue par le systeme
immunitaire et empéche la capture du fer par la bactérie. Les résultats de la souche
Airo semblent ne pas étre liés a AiroB et portent a croire que c’est I'absence du locus
en entier plutét que I'ensemble des résultats de ses composantes individuelles qui est

responsable du phénotype obtenu.

L’analyse des résultats en UFC (Figure 20) et en taux (Figure 21) indique pour
la souche AtolC une diminution importante de la capacité de phagocytose par les
macrophages. Chez Legionella pneumophila, la délétion de tolC entraine une
diminution de la virulence lors de l'interaction avec les macrophages (99). Il a été
démontré que TolC joue un rdle crucial dans la virulence puisqu’il est présent dans

plusieurs mécanismes de pompes a efflux. Cette diminution accrue de la
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phagocytose pourrait étre liée au blocage de la sécrétion des salmochélines et de

I'entérobactine dans le milieu externe.

Lorsque S. Typhi se retrouve dans les macrophages, elle modifie son
environnement afin d’y survivre et de disséminer. Cette étape est essentielle a la
pathogenese de la bactérie, car elle provoque a ce stade une maladie systémique.
Les souches AiroD, AiroN et AtolC ont provoquées un effet lors de la survie dans les
macrophages (Figure 22). Bien que la souche Airo était plus phagocytée, le nombre
de bactéries intracellulaires aprés 24 heures est le méme que chez la souche
sauvage. Donc, ensemble, ces résultats illustrent I'absence d'un réle du locus iro
dans la capacité de virulence avec les macrophages. La méme situation est
retrouvée avec la souche AiroB ou la phagocytose était diminuée. Au niveau de la
survie, le décompte de bactérie intracellulaire est similaire a la souche sauvage.

Donc, IroB n’a pas de role dans la capacité de virulence avec les macrophages.

L’analyse des résultats en UFC (Figure 22) et en taux (Figure 23) de la souche
AiroN et seulement en taux pour AiroD illustre une augmentation de la survie
intracellulaire apres 24 heures d’interaction avec les macrophages. Chez S.
Typhimurium, la délétion d'iroN n’a aucun effet sur la virulence dans un modéle murin
(94). C’est plutét I'absence des trois récepteurs (Cir, FepA et IroN), ne permettant
aucun import des sidérophores, qui a un impact. L’hydrolase IroD semble jouer un
réle prédominant dans la virulence, lorsque comparé a IroE selon I'étude in vivo
portant sur E. coli (100). Ici cependant, la capacité de survie est augmentée, donc
intuitivement la virulence, lorsque le géne iroD est délété. Les résultats d’infections

des souches de S. Typhi AiroBCDN ne semblent pas étre reliés a ceux de la délétion
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du locus en entier Airo. Certaines mutations sont bénéfiques et d’autres néfastes lors

de l'interaction avec les macrophages humains.

Toutefois, les résultats des études portant sur ce groupe de génes chez
d’autres entérobactéries illustrent plutét une atténuation de la virulence. Ces études
sont cependant effectuées in vivo chez différents modéles animaux avec différents
pathogénes, excluant S. Typhi. La délétion du locus iro lors d’'une l'infection chez
I'héte signifie que le pathogéne a une réduction de capacité de capter le fer, car
'autre sidérophore, I'entérobactine, est reconnue par le systéme immunitaire. Les
salmochélines sont de ce fait considéré comme un facteur de virulence et ne sont pas
reconnues par les défenses de I'héte. Il va donc de soi qu’in vivo la virulence d’'une
souche Airo est atténuée. Or, les conditions de ce projet, dU au tropisme restreint de
la bactérie, sont différentes et le systéme immunitaire n’entre pas en compte. C’est-a-
dire qu’on observe uniquement l'interaction entre les souches mutantes et les cellules
épithéliales ou les macrophages en culture. Il est probable que la mutation de ces
genes individuellement intervienne dans d’autres voies. Les salmochélines et

I'entérobactine sont analogues et ont en commun certaines voies.

Les résultats de la souche Ato/lC en UFC (Figure 22) démontrent une
diminution de la capacité de survie dans les macrophages humains. Le nombre de
bactéries aprés 24 heures a l'intérieur du macrophage est beaucoup plus petit que
celui de la souche sauvage. Néanmoins, les résultats du taux de survie (Figure 23)
indiquent que cette baisse du nombre de bactéries est due au faible nombre
phagocyté au départ. Car en proportion, la survie est inchangée par rapport a la

souche sauvage. Il a été démontré que tolC est important lors de cette étape critique
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dans une maladie systémique. L’absence de TolC diminue la capacité de survie dans
les cellules eucaryotes et donc la virulence de la bactérie (29). Selon les résultats,
TolC est donc essentiel surtout au niveau de la phagocytose et semble se rétablir a la

survie, bien qu'on observe une légere diminution du taux de survie.

Bien que les résultats des autres souches mutantes pour les taux de survie ne
soient pas significatifs (Figure 23), on observe tout de méme une légére
augmentation qui est percevable en UFC (Figure 22). Les infections permettent de
vérifier I'interaction entre la bactérie et la cellule uniqguement. Il est probable qu’en
délétant une composante du systéme d’acquisition de fer par les salmochélines, on
augmente de ce fait la virulence, puisque moins d'énergie est dépensée pour ce
mécanisme. La sécrétion de l'entérobactine est suffisante dans ces conditions,

puisque le lipocalin-2 n’est pas présent dans le milieu.

Dans la littérature, la délétion du locus iro diminue la capacité de virulence de
la bactérie par rapport a la souche sauvage (52). Ces résultats obtenus in vivo ne
ciblent pas nécessairement I'interaction avec les cellules cibles de I'établissement de
l'infection systémique. Or, les résultats d’infections des cellules épithéliales et de
macrophages humains in vitro démontrent tout a fait 'opposé chez S. Typhi. Cette
divergence des résultats pourrait liée a la bactérie elle-méme, puisque la fiévre
entérique utilise la voie systémique d’infection chez I'héte. L'utilisation d’'un modéle
animal pourrait aussi étre un facteur de cette divergence, car in vitro, le systéme
immunitaire n’est pas présent. Puisque S. Typhi infecte que 'humain et qu’aucun
modeéle n’est adéquat, il serait intéressant d’effectuer des infections in vitro avec les

souches Airo chez S. Typhimurium et E. coli extraintestinale.
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7. Mobilité

Les flagelles de Salmonella lui procurent la capacité de mobilité dans son hote
(101). Ce facteur de virulence, dont I'antigéne H fait partie des trois antigénes
exprimés a la surface pour la classification des sérovars, est étroitement régulé (5).
La capacité de mobilité de la souche AtoIC a été vérifiée aprés 18 et 42 heures et
illustre une différence avec la souche sauvage (Figure 24). La délétion de tolC
diminue la capacité de déplacement de la souche dans la gélose. Chez Salmonella
enterica, un mutant de la pompe a efflux AcrAB-TolC a été créé pour observer l'effet
sur les composantes essentielles afin d’infecter son héte (102). Aucun phénotype

pour la mobilité n’a été observé chez ce mutant.
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Conclusion

Les objectifs de cette étude ont été atteints en construisant plusieurs mutants
de délétion pour le locus iro ainsi que pour la pompe a efflux TolC. Les résultats
obtenus ouvrent une multitude de possibilités quant au roéle des salmochélines et de
son mécanisme chez S. Typhi. Trés peu est connu sur ce sidérophore,
particulierement sur son export, sa sécrétion dans le milieu et son import. La protéine
responsable de sa sécrétion chez 'héte afin de capturer le fer reste méconnue a ce
jour. Il est important de s’intéresser et de pousser nos connaissances sur le systeme
d’acquisition de fer par la salmochéline chez ce pathogéne, puisqu’il est impliqué
dans la virulence. La recherche sur iroBCDEN cible d’autres bactéries qui ne causent
pas nécessairement une maladie systémique. Cette différence de pathogénicité est
importante, vue I'implication du systéme dans la virulence et donc, la comparaison ne

peut se faire.

Lors d’infections in vitro, nous avons démontré que la délétion du locus iro
augmente la capacité d’adhésion aux cellules épithéliales humaines INT-407. La
souche AtolC, au contraire, perd totalement la capacité d’adhérer a ces cellules. Ces
mémes mutations ainsi que AiroB, AiroC et AiroD ont causé une diminution de
l'invasion. L’interaction avec I'une des cellules phagocytaires du systéme immunitaire
a éte vérifiée afin d’observer I'effet de virulence chez les souches mutantes. Lors des
infections avec les macrophages humains THP-1, la phagocytose a été augmentée
chez le mutant Airo, conférant un phénotype similaire a celui obtenu avec les cellules

épithéliales. On observe le méme cas avec le mutant Afo/C ou la phagocytose a été
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diminuée par rapport a la souche sauvage, mais pas autant qu’au niveau des cellules
épithéliales. La souche AiroB a aussi un phénotype de diminution de la capacité de
phagocytose, ce qui suggére que le résultat de Airo n’est pas di a I'accumulation de
chaque mutation individuelle du locus. La survie intracellulaire, importante pour la
dissémination du pathogéne, est augmentée pour les mutants AiroD et AiroN.
L’absence de phénotype par rapport a la souche sauvage pour les souches Airo et
AiroB au niveau de la survie dans le macrophage suggére que la virulence de ces
souches n’est pas affectée par leur délétion. Par ailleurs, le mutant Ato/C survie
moins dans les macrophages, mais le nombre de bactéries intracellulaires ayant

survie par rapport au nombre phagocyté est le méme que la souche sauvage.

Les analyses de stress oxydatif causé par le peroxyde d’hydrogéne indiquent
que toutes les souches mutantes réagissent de la méme fagon que la souche
sauvage a cet agent toxique. Les phénotypes lors des infections ne sont donc pas
dus au stress oxydatif. L’absence totale d’adhésion de Ato/C aux cellules épithéliales
a porté a croire que la mobilité de la souche était atténuée. En effet, la mobilité de la
souche est réduite par la délétion de TolC. Nous ne pouvons toutefois en conclure
que cette pompe a efflux sécréte les salmochélines dans le milieu externe. D’autres
expériences devront étre faites afin d’élucider ce mécanisme. Afin de bien
comprendre le réle des composantes du systéme d’acquisition de fer codé par le
locus iro, il serait intéressant de combiner toutes les souches mutantes avec une
souche AentS, ou I'entérobactine ne serait pas sécrétée. Ainsi, on obtiendrait les
souches AiroAentS, AiroBAentS, AiroCAentS, AiroDAentS, AiroNAentS et

AtolCAentS. Ces souches permettraient de vérifier le réle uniguement du géne
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délété, puisque le systéme des salmochélines serait la seule voie utilisable de
capture de fer. De plus, il serait possible d’observer si TolC est responsable de la
sécrétion des salmochélines en carence de fer. Finalement, le mutant de délétion
AiroE contenu dans le locus n'a pu étre créé. Il faudrait donc obtenir la souche
mutante et effectuer les expériences de ce projet afin de terminer la caractérisation
compléte du locus iro.

Pour terminer, ce projet aura contribué a approfondir les connaissances d’un

des facteurs de virulence de Salmonella Typhi.
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Annexe

Figure 25 : Représentation de la réponse au stress oxydatif induit par le peroxyde
d’hydrogéne, un agent toxique. La zone d’inhibition autour du disque est mesurée en

mm.



