Université de Montréal

Caractérisation du fimbriae fim de Salmonella enterica sérovar Typhi

Par
Gabrielle Cadieux

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie

Faculté de Médecine

M¢émoire présenté en vue de I’obtention du grade de maitre

en microbiologie, infectiologie et immunologie

Décembre 2022

© Gabrielle Cadieux, 2022



Université de Montréal
Unité académique : département de microbiologie, infectiologie et immunologie,

Faculté de Médecine

Ce mémoire intitule

Caractérisation du fimbriae fim de Salmonella enterica sérovar Typhi

Presenté par

Gabrielle Cadieux

A été évalué(e) par un jury composé des personnes suivantes

George Szatmari
Président-rapporteur

France Daigle
Directeur de recherche

Richard Villemur
Membre du jury



Résumé

La bactérie Salmonella enterica sérovar Typhi est 1’agent responsable de la fievre typhoide qui
cause 20 millions de cas et plus de 200 000 morts annuellement. Elle posséde plusieurs facteurs
de virulence y compris 14 fimbriae, des structures protéiques que 1’on retrouve a la surface de
certaines bactéries. Plusieurs facteurs impliqués dans la chaine de transport d'¢lectrons (CTE)
influencent I’expression du fimbriae fim, tel que Ndh, une NADH déshydrogénase (NADH-2),
qui accepte et transmet les électrons du complexe I au pool de quinones entre le complexe II et
II1, et est un facteur majeur de la respiration aérobie chez les bactéries qui régit 1'équilibre entrele
NADH et NAD, et YqiC, une protéine multifactorielle et un facteur accessoire des ubiquinones,
ont ¢té identifiés comme activateur du fimbriae Fim. Notre hypothése est que la CTE est
impliquée dans la régulation du fimbriae fim. Nous voulions déterminer si la CTE régule
I’expression du fimbriae fim de fagon directe ou indirecte. Pour ce faire, nous avons déterminé
le role du complexe I ; D’effet du stress oxydatif; et le réle de I’accepteur final d’électron.
Plusieurs mutants ont été créés par échange allélique et I’expression de fim chez ces mutants est
quantifiée a 1’aide d’un geéne rapporteur, soit une fusion du promoteur fim avec le géne
rapporteur lacZ. Pour déterminer le role du complexe I de la CTE, nous avons testé le mutant
NDH-1 et NDH-2, qui s’avere a jouer un réle important essentiel pour la régulation de fim. Pour
évaluer I’effet du stress oxydatif, nous avons testé les mutants OxyR, SodB, la catalase KatG et
les 3 peroxydases (Tpx, AhpC et TsaA) qui détoxifient les especes réactives d’oxygenes (ROS)
produites lors de la respiration. L’absence combinée de la catalase KatG et de la peroxydase
AhpC empéche totalement I’expression de fim. Le réle de 1’accepteur final d’électron a été
¢valué par la présence ou absence d’oxygene, avec ou sans ajout de nitrate, nous suggérant un
réle important de YqiC pour la synthése des transporteurs d’électrons, la génération d’ATP et
le maintien du métabolisme bactérien en cas de stress oxydatif. Cette étude a permis d’identifier
Ndh (NDH-2) comme une cible thérapeutique potentielle puisqu’elle ne se retrouve pas dans la
chaine d’électron de la mitochondrie chez les mammiféres, donc chez les humains. Aussi, cette
¢tude a permis de cibler les geénes détoxifiants essentiels a la régulation de fim, devenant eux

aussi des cibles thérapeutiques potentielles.

Mots clés : S. Typhi, fimbriae, chaine de transport d’électron, stress oxydatif.






Abstract

The bacterium Salmonella enterica serovar Typhi is the causative agent of typhoid fever, which
causes 20 million cases and more than 200,000 deaths annually. It has several virulence factors
including 14 fimbriae, protein structures found on the bacterial surface. Several factors involved
in the electron transport chain (ETC) influence expression of the fim fimbriae, such as Ndh, an
NADH dehydrogenase (NDH-2), which accepts and transports electrons from complex I to the
quinone pool between the complex II and III, and is a major factor in aerobic respiration in
bacteria that governs the balance between NADH and NAD, and YqiC, a multifactorial protein
and an ubiquinone biosynthesis accessory factor, have been identified as an activator of Fim
fimbriae . Our hypothesis is that ETC is involved in the regulation of the fim fimbriae. Our aim
was to determine whether ETC regulates the expression of the fim fimbriae directly or indirectly.
To do this, we determined the role of complex I; the effect of oxidative stress; and the role of
the final electron acceptor. Several mutants were created by allelic exchange and fim expression
in these mutants was quantified using a reporter gene, i.e. a fusion of the fim promoter with the
lacZ reporter gene. To determine the role of ETC complex I, we tested the NDH-1 and NDH-2
mutants, which appears to play an important role essential for fim regulation. To assess the effect
of oxidative stress, we tested mutants of OxyR, SodB, catalase KatG and the 3 peroxidases (Tpx,
AhpC and TsaA) which detoxify reactive oxygen species (ROS) produced during respiration.
When both the catalase KatG and the peroxidase AhpC were mutated, the fim expression was
totally turned off. The role of the final electron acceptor was evaluated by the presence or
absence of oxygen, with or without addition of nitrate, suggesting an important role of YqiC for
electron carrier synthesis, the generation of ATP and the maintain bacterial metabolism in the
event of oxidative stress. This study made it possible to identify Ndh (NDH-2) as a potential
therapeutic target since it is not found in the electron chain of the mitochondria in mammals,
therefore in humans. Also, this study made it possible to target the detoxifying genes essential

to fim regulation, also becoming potential therapeutics targets.

Keywords : S. Typhi, fimbriae, electron transport chain, oxydative stress.
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« Un jour j'irai vivre en Théorie, car en Théorie tout se passe bien.

-Pierre Desproges »
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Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un probléme émergeant auquel nous devons faire
face et trouver des solutions alternatives afin de neutraliser les infections et les conséquences
possibles. En effet, on estime que d’ici 2050, 10 millions de personnes par année décederont si
la situation n’est pas prise en main rapidement (Organisation mondiale de la sant¢ [OMS],
2019). L’¢éventail d’alternatives est rempli de possibilités; il ne reste qu’a déterminer lesquelles
s’appliquent a chaque bactérie. On parle souvent de la vaccination, de la phagothérapie, les
peptides antimicrobiens ou du détournement du systéme CRISPR-Cas9 (Gholizadeh et al.,
2020) pour contrer cette problématique. Ici, nous avons décidé d’apprendre a mieux connaitre
notre microorganisme d’intérét dans I’optique d’attaquer directement sa constitution, afin de

limiter sa prolifération ainsi que sa capacité d’infection.

1. Salmonella

Salmonella est une bactérie Gram négative qui infecte autant ’humain que les animaux, se
transmettant facilement par contact avec la nourriture et 1’eau, faisant d’elle un continuel
probléme. Les symptomes typiques sont I’affection du systéme digestif ; diarrhée, vomissement,

crampes, etc.

Appartenant a la famille des entérobactéries, cela fait d’elle une cousine trés proche
d’Escherichia coli. Leur patrimoine génétique et leurs geénes de ménages sont grandement
similaires. Ces similitudes facilitent la recherche concernant sur Salmonella et aident a mieux
comprendre la régulation de cette derniere puisque E. coli est la bactérie la plus étudiée dans le
monde. Salmonella se divise en 2 especes : bongori et enterica, puis en six sous-especes et on
ne dénombre pas moins de 2 500 sérovars (Brenner et al., 2000). La sous-espece enterica
comprend la majorité des souches pathogeénes chez I’humain et contient des souches typhiques

et non-typhiques (Mandal et Brennand, 1988).
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A ce jour, ’agent de la fiévre typhoide, Salmonella enterica sérovar Typhi (S. Typhi) est une
bactérie peu connue du public et de la communauté scientifique, elle est souvent confondue
avec les salmonelles non-typhiques que 1’on retrouve chez les produits de la volaille. Pourtant,
elle infecte entre 11 a 20 millions de personnes par année et tue parmi ceux-ci, entre 128 000 a
161 000 meurent (OMS, 2021). Salmonella enterica sérovar Typhimurium est utilis¢é comme
modele de la typhoide, car il existe un modele murin d’infection systémique (Thompson, 2016).
S. Typhi voit son étude mise de coté et les informations qui la concernent sont extrapolées du
modele murin, malgré le fait que ces deux sérovars sont trés différents 1’un de 1’autre, autant
dans leur virulence et leur régulation globale. La recherche présentée dans ce mémoire porte

donc sur la régulation de S. Typhi.

1.1 Généralités de Salmonella Typhi

Tel que mentionné plus haut, Salmonella enterica sérovar Typhi est spécifique au genre humain
et est I'agent causal de la fiévre typhoide. Ce pathogene intracellulaire facultatif pénétre dans le
tractus gastro-intestinal humain via I'eau et les aliments contaminés. L'infection de la muqueuse
épithéliale intestinale engendre des symptomes comme la fievre, I’intoxication du systéme
nerveux, I’hémorragie intestinale causant la perforation et une infection systémique sévere
pouvant causer la mort (House et al., 2001; Zhang et al., 2018). Lors de la fievre typhoide,
I’infection atteint de fagon plus agressive le foie, la rate, la vésicule biliaire et la moelle osseuse.
Les rechutes et la persistance, présentent chez la plupart des convalescents, sont également des

caractéristiques typiques de la fievre typhoide.

C’est le schéma de Kauffman-White (Popoff et al., 2001) qui permet d’identifier et diviser les
salmonelles en sérovars. Ces antigénes de surfaces sont: I’antigéne flagellaire « H », I’antigéne
oligosaccharidique « O » et I’antigéne polysaccharidique capsulaire « Vi ». C’est d’ailleurs
grace a la capsule Vi que S. Typhi peut passer inapergu du systéme immunitaire de 1’hdte et
avoir une infection optimale. De plus, a sa surface S. Typhi présente des fimbriae, facilitant son
attachement spécifique aux cellules et assurant la formation de biofilms et donc la persistance

chez I’hote (Rhen, 2019) (Kolenda et al., 2019).
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1.1.1 Infection par Salmonella enterica sérovar Typhi

S. Typhi peut seulement infecter son hote par le biais de nourriture ou d'eau contaminées. Tout
d’abord, elle doit survivre aux enzymes buccales, qui sont présentent pour dégrader les
microorganismes et débuter la digestion mécanique des aliments. Cette difficulté est trés minime
pour la bactérie, comparée a I’acidité qui 1’attend dans I’estomac. Son chemin dans le tractus
digestif est facilité par le mouvement de péristaltisme de I’hote et par les flagelles qu’elle
possede, permettant une locomotion fluide et rapide. Lorsque Salmonella atteint 1'intestin et
traverse la barri¢re épithéliale, elle pénétre par les cellules M des cellules des plaques de Peyer.
On estime que ces cellules seraient la porte d’entrée vers les macrophages (Jepson et Clark,
2001). Dans les macrophages, S. Typhi active différentes stratégies de virulence afin d'y survivre
et de se répliquer. Grace a la circulation lymphatique, les macrophages migrent et la bactérie
rejoint les ganglions lymphatiques, le foie et la rate pour s’y multiplier. (Vazquez-Torres et al.,
1999) Cette réplication durera quelques semaines et permettra un relargage massif dans le sang.
L’infection devient alors systémique. Les symptomes cliniques sont la fievre, les fibrillations
cardiaques et I’encéphalopathie (House et al., 2001). Il est aussi possible que la bactérie aille
rejoindre la vésicule biliaire, qui permettra un relargage vers les intestins, et éventuellement
dans les selles du patient (Dougan et Baker, 2014). Cette propagation dans ces organes peut
méme mener a des perforations du tractus intestinal et des saignements, rendant 1’infection

encore plus sévere, voire mortelle (Parry et al., 2002).

Dans un cas de porteur chronique, I’hote va continuer d’excréter des bactéries apres I’infection,
la bactérie va adhérer aux cellules de I'hote pour coloniser la vésicule biliaire, et ce, a I'aide de
ces 14 fimbriae et ces facteurs de virulence. C’est ce qu’on qualifie de biofilm, donc une
communauté bactérienne qui tapisse I’intérieur de I’organe, permettant la prolifération et la
persistance de la bactérie (Parry et al., 2002). De son c6té, I’hote aussi utilise différentes
stratégies pour sa survie. L’une d’entre elles est d’utiliser les phagocytes pour tuer et éradiquer
les bactéries présentes. Ce phénomene produit beaucoup d’espéces réactives d’oxygene (ROS)
dans I’environnement qui sont toxiques a la fois pour la bactérie et 1’hote endommageant

principalement leur ADN (Karash et al., 2017).
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Salmonella va produire des protéines effectrices, localisées sur des ilots de pathogénicité de
Salmonella (SPI1 et SP12), qui augmentent la réaction d’inflammation en influengant a la hausse
les especes réactives d’oxygene et de nitrate. Les facteurs de virulence de la salmonelle sont
contenus dans les flots de pathogénicité ont été acquis-horizontalement par S. Typhi (Hansen-
Wester et Hensel, 2001; Lou et al., 2019). SPI1 et SPI2, respectivement, jouent tous deux un
role fondamental dans 1’invasion de S. Typhi, facilitant I’invasion de 1'épithélium intestinal et la
réplication dans les phagocytes. Une fois bien attachées, les bactéries vont pouvoir entrer dans
les cellules par ondulation, grace au systéme de sécrétion type 3 (SST3) du SPII qui permet
l'introduction forcée dans la cellule non-phagocytaire en entourant la bactérie, dans le but de se
reproduire de facon intracellulaire. Le SPI2, quant a lui, permet la survie des bactéries
intracellulaire dans les cellules phagocytaires comme les macrophages, ce qui permet que

l'infection devienne systémique (Parkhill et al., 2001).
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2. Fimbriae

2.1 Généralités

Les fimbriae sont des structures protéiques filamenteuses que I’on retrouve a la surface de
plusieurs bactéries et ayant plusieurs roles dans leur virulence. Il est important de ne pas
confondre ce type de prolongement avec les pili, qui quant a eux, jouent un rdle dans la
conjugaison bactérienne. On retrouve les fimbriae chez la plupart des entérobactéries et surtout

chez les bactéries a Gram négatif (Duguid et al., 1955).

C’est dés le tout début du 20° sieécle que I’on remarque au microscope ces filaments. Mais c’est
vers 1950, que la microscopie électronique a haute résolution va permettre une observation plus
claire et que 1’étude plus sérieuse débute. Les premicres constatations se font chez E. coli et
suggerent que ces filaments servent a 1’adhésion entre la bactérie et son hdote ou bien a des

surfaces abiotiques (Houwink et van, 1950; Miles et Pirie, 1949).

Certains fimbriae utilisent la voie d’assemblage chaperons-placiers « CUP » qui signifie
« chaperon-usher pathway ». Un chaperon périplasmique et un placier a la membrane externe
servent a assembler les principales sous-unités dans les structures filamenteuses externes finales.
Cette classe de fimbriae est la plus diversifiée. Les fimbriae de S. Typhi sont
phylogénétiquement sous-classées en cinq clades en fonction du placier : y1, v3, y4, m et a
(Townsend et al., 2001). Eventuellement, il a été possible de regrouper les fimbriae et de les
classer en se basant sur trois caractéristiques principales, soient leur spécificité, leur structure et
leur phylogénie basée sur ’homologie de séquence (Fronzes et al., 2008; Nuccio et Bdumler,

2007).

2.1.1 Fonctions des fimbriae

En étant des prolongements physiques de la bactérie, les fimbriae peuvent étre comparés des
bras qui vont entrer en contact avec les cellules de I’hdte afin de s’y établir et de le coloniser.
C’est grace aux propriétés adhésives des fimbriae ainsi qu’a leur spécificité qu’une bactérie

peut rapidement cibler un hote a infecter (Forest et al., 2007; Kolenda et al., 2019).
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2.2 Fimbriae chez S. Typhi

Bien que les salmonelles possédent beaucoup de caractéristiques similaires, une des différences
est le nombre ainsi que la fonction de ces fimbriae. Comme mentionné plus haut, 1’étape
d’adhérence assurée par les fimbriae est essentielle lors de la pathogenese, surtout chez S.
Typhi. Cependant, les fimbriae ne semblent pas se limiter qu’a cette étape, en ayant un role
dans I’invasion de I’¢épithélium intestinal ainsi que dans la formation de biofilms (Chessa et al.,
2009) (Weening et al., 2005; Wilson et al., 2008). Au nombre de 14, les multiples fimbriae de
S. Typhi ont chacun des fonctions particuliéres, rendant la bactérie efficace lors de I’infection

systémique (Yue et al., 2012).

Figure 1. — Fimbriae de S. Typhi observés en microscopie €lectronique.

Tiré de (Dufresne et al., 2018) avec reproduction autorisée sans permission selon une «

creative commons license ».

Globalement, 12 des fimbriae sont exprimés par la voie « CUP », (bdf, fim, saf, sef, sta, stb, stc,
std, ste, stg, sth et tcf), un fimbriae curli de type agrégatif (csg) et un pilus de type IV (pil)
(Townsend et al., 2001). Huit de ces fimbriae sont aussi retrouvés chez S. Typhimurium, comme
Bcf, Fim, Saf, Stb, Stc, Std, Sth et Csg, tandis que cinq sont uniques a S. Typhi : Sef, Sta, Ste,

Stg, Tcf et Pil. De plus, 5 fimbriae possédent un ou des pseudogénes dans leur opéron (Bcf, Sef,
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Ste, Stg et Sth) empéchant possiblement la formation d’un fimbria fonctionnel (Dufresne et al.,
2018). Ces fimbriaes de Salmonella Typhi jouent chacun des réles importants dans la virulence,

la figure 2 résume ceux-ci.

Figure 2 - Fimbriae de Salmonella Typhi et leur réle dans la virulence.

Tiré de (Dufresne et al., 2018) avec reproduction autorisée sans permission selon une «

creative commons licensey.

2.2.1 Fim
Dans 1’¢étude qui suit, c’est le fimbriae fim qui sera étudié. C’est le fimbria le plus étudié chez
Salmonella enterica dii a la conservation importante de ces génes. Il a principalement été
caractérisé chez S. Typhimurium, I’homologue murin de S. Typhi. Il est important de noter que
ce fimbriae n’est pas homologue a celui d’E. coli, n’ayant que des ressemblances au niveau
morphologiques (Humphries et al., 2001 ;(Rossolini et al., 1993). Ce fimbriae de type 1 possede
plusieurs geénes codant pour des sous-unités ou des genes de régulation, tel que fimA, fiml, fimC,
fimD, fimH, fimF, fimZ, fimY et fimW (Boyd et Hartl, 1999). L’interaction hote-pathogeéne est
renforcée par la présence des fimbriae, principalement le fimbria de type 1, celui qui sera

principalement discuté dans cette étude. Ce dernier est 1’un des prolongements adhésifs
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bactériens des plus connus et des plus documenter chez les entérobactéries comme E. coli et
Salmonella, puisqu’ils sont de redoutables facteurs de virulence. Chez ce fimbria, composé
principalement de protéines FimA, on retrouve également I’adhésine nommée FimH se
retrouvant a ’extrémité du filament protéique, permet la reconnaissance des glycoprotéines de
surfaces exprimer par 1’hote, rendant la pathogenése bactérienne tres spécifique (Kolenda et al.,

2019).

Sans les génes fimA, fimF ou fimH, aucun fimbria ne serait produit, ce qui affecterait grandement
la capacité d’adhérence et de virulence de la bactérie. Pour ce qui est des autres sous unités, leur
caractérisation est encore en évolution. Pour I’instant, on attribue a FimC un r6le de chaperonne
et FimD le placier jouant un role dans I’assemblage du fimbria. Fiml aurait des propriétés
influencant la longueur des fimbriae, tandis que FimZ, FimY et FimW ont des rdles dans la

régulation.

Certaines recherches effectuées dans notre laboratoire ont permis de déterminer que la chaine
de transport d’¢lectrons et les perturbations de la membrane influencent I’expression de fim. En
effet, certains régulateurs de la chaine, comme OxyR et Ndh sont des activateurs de fim
(Dufresne, 2020). En effet, c’est a 1’aide un criblage d’une banque de mutants par insertion de
transposon réalisée par Karine Dufresne (Dufresne, 2020), qu’ils ont été identifiés comme étant
important dans la modulation de fim. Grace au promoteur de fim fusionné avec le gene
rapporteur lacZ, (pRS-fim-lacZ), un criblage sur gélose contenant le substrat X-gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-béta-D-galacto-pyranoside) a pu étre réalisé. Cette méthode d’identification
engendre la formation de colonies de couleurs (blanche, bleues pales, bleues foncées) qui varient

selon I’expression de fim.

C’est le mutant 1, présenté sur la figure 3, qui a retenu 1’attention avec sa baisse d’expression
significative. Apres séquencage, il a été déterminé que le géne ndh, qui correspond a la NADH
déshydrogénase 2 (NDH-II), qui joue un role impératif dans la chaine de transport d’électron
afin d’assurer la production d’ATP, qui est un activateur de 1’expression du fimbriae fim de S.
Typhi. Le mutant 76, qui démontre une surexpression importante de fim, n’a pas été étudier ici,

mais fera I’objet d’expériences futures par notre laboratoire.
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Figure 3. - Identification de régulateurs de fim a I’aide d’un criblage par transposon.

L’axe des X correspond au numéro donné aux mutants lors du criblage. L’axe des Y indique de

ratio d’expression de fim selon un rapport expression du mutant / expression de la souche

sauvage.

Adapté de la thése de Karine Dufresne (Dufresne, 2020)
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Comme Salmonella Typhi et Salmonella Typhimurium ont des similitudes au niveau de leur
génome, il était nécessaire de confirmer si les effets démontrés dans notre laboratoire (Dufresne,
2020) concernant des génes activateurs connus de S. Typhi, soit oxyR, katG, yqiC, sodB et de
phoP étaient bel et bien spécifiques a Salmonella Typhi et non généralisé aux autres Sa/monella.
Il n’y a pas d’effet significatif sur ’expression de fim lorsque ces génes sont absents chez S.

Typhimurium (Fig. 4).

1600

1000

Unité Miller

500

Figure 4. - Expression de fim chez S. Typhimurium.
Adapté de (Dufresne, 2020)

L’expression de fim chez différents mutants mesurés par essais -galactosidase. Les données
présentées sont le taux = I’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais
sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport a la souche

sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un contrdle interne.
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3. La respiration cellulaire

La respiration cellulaire est particuliere a chaque espece de bactéries et est différente de celle
mitochondriale, en reposant toutefois sur des mécanismes de bases communs, afin de produire
de I’adénosine triphosphate (ATP) en quantité suffisante. Toutefois, celle-ci ne se fait pas sans
embiliches, puisque des stress oxydatifs importants telle la variation du ratio NADH/NAD et la
production d’especes réactives d’oxygenes (ROS) surviennent lors du transfert d’électron d’un

complexe a I’autre vers son accepteur final.

3.1 La chaine de transport d’électron de la mitochondrie

Chez la mitochondrie, globalement, la réaction se résume comme tel : la création d’énergie
fonctionne selon I’échange d’électrons par le receveur, ici I’oxygéne, qui traverse la chaine de
transport reposant sur cinq complexes enzymatiques : Complexe | — NADH déshydrogénase,
Complexe II — Succinate déshydrogénase, Complexe III — Cytochrome bcl, Complexe IV —
Cytochrome ¢ oxydase et le Complexe V - ATP synthase (Fig. 5). Sa caractérisation a laissé
beaucoup de pistes pour décrire la CTE bactérienne et également découvrir des inhibiteurs de
ces mémes complexes. Plusieurs des inhibiteurs qui seront décrits dans cette section ont tout

d’abord été décrits chez la mitochondrie, tel qu’illustré dans la figure 5.

Figure 5. - Chaine de transport d’électron chez la mitochondrie.

Adapté de (Zhao et al., 2019). Obtenu avec Biorender.
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3.2 La chaine de transport d’électron bactérienne

E. coli est la bactérie la plus utilisée pour faire avancer la recherche, elle est aussi le mod¢le le
plus étudier concernant les mécanismes énergétiques et la régulation de la respiration
bactérienne. Comme Salmonella fait également partie des entérobactéries, nous estimons que
cette régulation est essentiellement similaire dans ces complexes, malgré la diversité et la
variabilité possible d’une bactérie a 1’autre. En résumé, la chalne respiratoire est divisée en
trois : le complexe NADH déshydrogénase (I et I1), le complexe succinate déshydrogénase et le
complexe bd1/complexe bo3, tel qu’illustré dans la figure 6. Dans cette derniere, le cytochrome
c diffusible est absent. Dans la respiration aérobique, la majeure partie du flux d'électrons est
dirigée par la NADH déshydrogénase II et l'oxydase de type bo3, méme si la NADH
déshydrogénase I (nuo) est également fonctionnelle. C’est plutét dans des situations ou la
quantité d'oxygene environnementale est limitée que le couplage avec la NADH-I est essentiel

(Unden et Bongaerts, 1997)
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quinone
formate poct
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reductase

Figure 6. - Transport des ¢électrons chez E. coli.

Adapté de (Price et Driessen, 2010).
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En résumé, cette chaine comprend des NADH déshydrogénases qui sont liées a la membrane et
des cytochromes oxydases. Les NADH déshydrogénases, NDH-I et NDH- II, oxydent le NADH
et assure le transfert des électrons aux quinones et par le coenzyme Q, qui voit son efficacité
modulée par YqiC, qui sont ensuite oxydées par des cytochromes oxydases, Cytbo3
(CyoABCD) ou Cytbd-I (CydAB), transmettant des €lectrons a l'accepteur d'électrons terminal,
ici I’oxygene, pour obtenir des molécules d’eau. L’énergie conservée dans la chaine est

convertie en gradients de protons pour alimenter la synthése d’ATP (Liu et al., 2019).

3.3 La chaine de transport d’électron de Salmonella Typhi
Sachant tout ce que nous savons concernant la CTE mitochondriale et celle bactérienne, il a

été possible de décrire la chaine comme telle, possédant trois grands complexes illustrés sur la

figure 7.

NADH d éhydrogénase

Succinate déhydrogénase Cyt-bce ou Cyt-bd
Complexel

Complexell Complexelil
/ \
H+ A / ™~

Complexe IV

4 a

NADH NAD+ NADH NAD+

v
Sucqnate
vumarate /

Figure 7. - Chaine de transport d’électrons chez S. Typhi.

Les « € » verts dans une forme de soleil représente les électrons, leurs déplacements dans la

membrane suivent les fléches vertes.

Adapté de (Price et Driessen, 2010)3.3.1 Complexe I - NADH déshydrogénase
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Globalement, la premicre étape de la CTE a pour but d’oxyder les substrats grace aux coenzymes
NADH, qui vont transférer deux ¢€lectrons a la NADH déshydrogénase, les rendant accessibles
aux quinones se retrouvant dans la deuxiéme étape articulée par le cycle de Krebs. Le complexe,
par le biais de Nuo, va pomper, via le changement de conformation du complexe, des protons

vers la membrane externe (Yagi et Matsuno-Yagi, 2003).

3.3.1.1 NADH déshydrogénase de type 1 (NADH-I)

Le premier complexe de la chaine repose sur une NADH déshydrogénase de type I (NADH-I)
qui couple I'oxydation du NADH grace a la force engendrée par le déplacement des électrons
dans la membrane. Cette NADH-I est formée du locus Nuo, qui comprend 14 sous-unités
(NuoA-N). Cette premiere ¢tape de la CTE est trés similaire a ce que 1’on retrouve dans la

respiration mitochondriale (Falk-Krzesinski et Wolfe, 1998).

3.3.1.2 NADH déshydrogénase de type 2 (NADH-II)

Bien que présente chez certaines especes bactériennes seulement, et que son role dans la chaine
est mitigé, la NADH déshydrogénase de type II (NADH-II), codé par ndh chez S. Typhi, est
importante dans sa respiration. Comme elle ne se retrouve pas dans la respiration des
mammiferes, cette déshydrogénase pourrait étre une cible thérapeutique lors du traitement de la
pathogenése (Heikal et al., 2014). Contrairement a la NDH-I, Ndh-II ne fonctionne pas grace a
une pompe a proton et se retrouve dans la membrane interne de la bactérie. Elle catalyse la
réaction transportant I’oxygéne de la phosphorylation oxydative vers le cycle de Krebs

(Marreiros et al., 2016).
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3.3.1.3 Inhibiteur du complexe I — Roténone

Utilisée a la base comme un pesticide, la roténone est un produit obtenu naturellement des
racines de plantes tropicales et subtropicales faisant partie des especes des Lonchocarpus et
Derris. Due a sa forte toxicité, certains pays européens ont méme cessé 1’usage de ce produit
(Heinz et al., 2017). Toutefois, certains avantages de cette toxicité ont ét¢ démontrés, comme sa
capacité a affecter la chaine de transport d’¢lectrons ainsi que I’apoptose des cellules en contact,

da a I’exces de radicaux libres générés par le produit (Gupta, 2014) .

Chez les cellules humaines, 1’effet n’était pas négligeable non plus, puisque la roténone empéche
la formation des microtubules nécessaire pour former le fuseau mitotique pour faire la mitose,

soit la division cellulaire des cellules somatiques (Brinkley et al., 1974).

La roténone est un inhibiteur bien connu dans la chaine de transport mitochondrial, ciblant le
complexe I, de la NADH déshydrogénase. Son fonctionnement est trés bien décrit chez la
mitochondrie, empéchant principalement les protons de pouvoir réintégrer la membrane vers

I’'ubiquinone, résultant du blocage de la phosphorylation oxydative (Palmer et al., 1968).

3.3.2 Complexe II — Succinate déshydrogénase

Le complexe I, lors de son action de transfert d’électrons, crée en paralléle deux molécules de
pyruvate. Elles sont donc converties en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) et elles peuvent passer
par le cycle de Krebs et étre clivées pour retourner hors de la membrane sous forme de dioxyde
de carbone (CO»). Le role principal du complexe II est de catalyser I’oxydation du succinate en

fumarate et par le fait méme réduire I’'ubiquinone dans la membrane. (Maklashina et al., 1998).

3.3.2.1 Succinate déshydrogeénase (SdhA)

La succinate déshydrogénase est une oxydoréductase qui a pour but de catalyser 1'oxydation du
succinate en fumarate. Cette enzyme est ubiquitaire, c’est-a-dire qu’on la retrouve dans toutes
les cellules aérobiques. L’enzyme FAD (flavine adénine dinucléotide), un cofacteur

d’oxydoréduction que 1’on retrouve dans le complexe II de la chaine respiratoire, se lie a SdhA,
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permettant de transmettre les électrons et les protons a 1’ubiquinone, soit la prochaine étape de

la CTE (Anraku, 1988).

3.3.2.2 Inhibiteur du complexe Il — Oxaloacétate

L’oxaloacétate est principalement un intermédiaire nécessaire dans le cycle de Krebs pour
obtenir I’acide citrique, utilisant la citrate synthase comme enzyme. L’oxaloacétate est aussi un
inhibiteur du cycle lui-méme, lorsqu’en quantité¢ plus ¢élevée que celle nécessaire lors de la
formation de I’acide citrique (Krebs et Johnson, 1980). En effet, I’oxaloacétate inhibe un autre
intermédiaire du cycle, soit la succinate déshydrogénase, aussi connu comme deuxi¢me
complexe de la chaine de transport d’électron. La régulation de I’activité de ce complexe n’est
pas encore tres bien détaillée, mais il est évident que 1’oxaloacétate empéche I’oxydation du
succinate en fumarate et rend alors impossible I’envoi des ¢lectrons vers le complexe

cytochrome bc 1 (Armstrong et Staples, 2010).

3.3.3 Ubiquinone et métaquinone (Y qiC)

Le géne yqiC est impliqué dans la synthése des ubiquinones, comme le coenzyme Q, qui sont
nécessaires pour transporter les électrons dans la chaine vers ’accepteur final (Loiseau et al.,
2017) (Garcia-Gutierrez et al., 2016). Aussi appelé UbiK par certains chercheurs, ce facteur est
un multirégulateur de Sa/monella, et impacte ¢galement la CTE. En effet, UbiK se lie avec UbilJ
pour créer un complexe régulant I’ubiquinone UQ, servant de principal porteur d’électrons dans
la respiration aérobie (Unden et Diinnwald, 2008). D’autres articles suggerent qu’YqiC, chez E.
coli et Bacillus, pourrait aussi étre impliqué dans la syntheése des métaquinones, qui agissent en
tant qu’antioxydants qui réduisent le stress oxydatif comme le feraient des peroxydases et des

catalases (Julsing et al., 2007; Kitagawa et al., 2000; Nowicka et Kruk, 2010).

De plus, de récentes recherches indiquent que YqiC régule le fimbriae de type 1, tel que Fim.
(Kolenda et al., 2019). Méme si elle ne fait pas partie d’un grand complexe, YqiC est tres
intéressante dans la recherche due a son aspect multifactoriel et son exclusivité chez les

bactéries, principalement chez celle anaérobie facultative et Gram+. En effet, elle pourrait étre
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une cible potentielle dans le développement d’antibactériens thérapeutiques, sans toutefois

causer d’effets secondaires néfastes pour les cellules humaines (Paudel et al., 2016).

3.3.4 Complexe III — Complexe cytochrome Cyo

Le cytochrome Cyo est I’oxydase d’ubiquinone principale dans la respiration aérobique chez les
entérobactéries comme E. coli et S. Typhi. Cela serait probablement di au fait que ce
cytochrome ne posséde pas de mécanisme de pompes a protons, lui permettant d’utiliser
beaucoup plus rapidement I’oxygene (Borisov et al., 2021). Cette enzyme utilise les électrons
présents dans la membrane cytoplasmique pour oxyder 1’ubiquinone et réduire de 4 électrons de
I’oxygene moléculaire en eau (Chepuri et al., 1990). Le complexe Cyo, qui regroupe 5 genes,
cyoABCDE, contient deux sites d’attachement pour les quinones, ce qui pourrait étre utilisé dans

le développement de cibles thérapeutiques (Fisher et al., 2020).

3.3.4.1 Complexe III — Cytochrome bo CydA

Le cytochrome bo est une oxydase terminale, qui agit comme une oxydase de quinone, donc
couple I'ubiquinone oxydée avec 1I’oxygene moléculaire réduit. Ce complexe est produit de de
4 génes : cydA, cydB, cydC et cydD, qui s’assemblent pour former ce complexe que I’on retrouve
dans la membrane interne bactérienne (Guest et al., 2017). Ce sont cydA4 et cydB qui codent pour
la partie oxydase de cette enzyme (Jiinemann, 1997). Plusieurs études suggerent que chez
certaines entérobactéries, tel que E. coli, utilisent ce cytochrome dans des situations ou
I’oxygene est limité. En effet, en condition microoxique ou anoxique , cyoAD produisent une
oxydase avec une grande affinit¢ empéchant I’inhibition de la respiration par manque d’oxygene

(Hill et al., 1990).
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3.3.4.2 Inhibiteur du complexe Il — Antimycine A et KCN

L’antimycine est produit par Streptomyces (Nakayama et al., 1956). Ce composé agit
principalement comme un antifongique qui induit I’apoptose des cellules. De plus, I’antimycine
agit comme un inhibiteur de la chaine de transport d’¢lectrons, atteignant plus précisément le
troisieme complexe. En effet, cet antifongique empéche le transfert d’électrons par le
cytochrome bc 1. Elle est connue pour se lier au cytochrome ¢ réductase du complexe III dans
le but d’inhiber I'oxydation de 1'ubiquinone dans la chaine, ce qui bloque le transfert d'électrons
entre les cytochromes b et ¢ (Alexandre et Lehninger, 1984). Cette inhibition a pour
conséquence 1’augmentation des ROS produits et la diminution d’ATP produite, menant

ultimement a 1’apoptose cellulaire.

En plus de I’antimycine, un autre composé est bien connu pour affecter la fin de la chaine, soit
le cyanure, un produit toxique, souvent utiliser sous forme de gaz. Dans plusieurs études, le
cyanure de potassium (KCN) est une alternative plus facile d’utilisation que la forme gazeuse,
ayant les mémes effets sur le transport. Le cyanure se combine avec le cytochrome oxydase du
complexe III, ce qui prévient le transfert des électrons vers 1’oxygeéne accepteur (Niiskova et al.,

2010) .
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3.4 Le stress oxydatif

La réponse au stress est essentielle pour la survie bactérienne. Les effets du stress oxydatif sont
trés importants sur D’entiereté de 1’organisme. En effet, il s’agit de la détérioration des
membranes, des macromolécules, y compris I'ADN, I'ARN, des protéines et des lipides, mettant
en péril la viabilité cellulaire. Quoique contradictoire au premier abord, il est nécessaire pour un
organisme de vivre du stress afin d’assurer sa capacité d’adaptation ainsi que 1’amélioration de
sa pathogenese selon les conditions dans lesquels il se retrouve (Riboulet et al., 2007). Bien
qu’encore a 1’étude, I’effet des ROS semble aussi important pour les organismes non pathogeénes
comme les bactéries formant le microbiote intestinal humain. En effet, ces bactéries essentielles
au bon fonctionnement du systéme digestif et excréteur de 1’hdte, sont aussi en condition de
stress oxydatif généré par le métabolisme. Toutefois, ce stress n’affecte pas directement leur
régulation, ce qui pourrait suggérer des effets bénéfiques concernant leur apport en nutriment
ainsi que la signalisation au cceur de leur environnement (Jones et al., 2012). Lors de la
production d’énergie dans la CTE, le NADH permet la production d’ATP, tout en créant des
molécules instables et trés réactives, soit les ROS. Pourtant, ce sont ces mémes molécules de
NADH ainsi que plusieurs enzymes qui assurent la détoxification de la cellule (Dong et al.,
2022). Plusieurs mécanismes de défense sont mis en place par les bactéries dans I’optique de
combattre les stress environnementaux tels que le stress oxydatif, ici le ratio NADH/NAD et la

détoxification des ROS par les catalases et les peroxydases seront abordés.

3.5 Le ratio NADH/NAD

Tel que mentionné plus haut, le but de la respiration bactérienne est de récolter des électrons a
partir de sources de carbone réduites via la NADH déshydrogénase pour générer un gradient de
protons, menant a la production d’énergie, I’ATP. Tout au long de ces réactions, les NADH
déshydrogénase (NDH-I et NDH-II) produisent des groupements NAD+ ainsi qu’un proton
(H+). Il est possible de faire le ratio entre le nombre de NADH et de NAD produit au terme de
la chaine de transport d’¢électron. C’est le rapport NADH/NAD+ qui est le principal indicateur

de 1'état métabolique des bactéries, permettant de déterminer le stress exercé sur cette derniere.
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. L’inhibition de n’importe laquelle des 4 étapes de la chaine devrait faire augmenter le nombre
de NADH (Bhat et al., 2016). L'homéostasie du NAD(H) est essentielle a la survie des agents
pathogenes et représente une cible thérapeutique potentielle pour de nombreuses bactéries
comme E. coli et Salmonella, puisqu’elles sont des bactéries anaérobies facultatives, possédant
donc une chaine de transport d’¢lectrons efficace dans le but d’assurer leur réplication et la
production de leur énergie peu importe les conditions dans lesquelles elles se trouvent

(Rodionova et al., 2014).

3.5.1 Les especes réactives d’oxygenes (ROS)

En condition aérobique, 1’oxygéne, qui passe interagit avec le complexe III, change de
conformation vers un oxygene négativement chargé, ce qui créer des molécules qu’on appelle
des especes réactives d’oxygene, contribuant grandement au stress oxydatif d’une cellule. En
d’autres termes, les composés générés, principalement 1’anion superoxyde (O»-), le peroxyde
(H>0,) et les radicaux hydroxyles (HO¢) sont trés instables et causent des dommages chez les
cellules eucaryotes et les bactéries (Karash et al., 2017). La détérioration atteint principalement
les macromolécules, y compris I'ADN, I'ARN, les protéines et les lipides, et interfére avec la
viabilité cellulaire. Comme la toxicité du H,O, est trés élevée, les bactéries se dotent d’enzymes
qui piegent et décomposent la molécule afin de toujours maintenir une concentration
intracellulaire de 1’ordre des nanomoles (Mishra et Imlay, 2012). Pour limiter les impacts, le
senseur superoxyde dismutase SodB détecte les anions instables, les transforment en ROS, et
stimule les régulateurs de stress oxydatif comme OxyR et SoxRS. Ces régulateurs se lient aux
enzymes comme les catalases et les peroxydases pour enclencher leur activation et donc la
réduction des ROS en une forme plus stable comme 1’eau (H>O) et I’oxygene (O2) (Vazquez-
Torres et Fang, 2001). Les catalases et les peroxydases sont de loin les plus étudiées quant a la
détoxification des ROS, mais depuis tout récemment, des recherches indiquent que certaines des
oxydases terminales, comme Cyo et Cyd, faisant partie du complexe III de la chaine de
respiration bactérie pourraient aussi jouer un role important dans la protection contre les ROS
(Borisov et al., 2021).En effet, les especes réactives d’oxygene sont aussi un produit de la
respiration aérobie, ils ne sont pas exclusivement produits par 1’hote, donc exogene pour le

pathogene. Pour cette raison, les ROS ont souvent été qualifiés de « double-edged swords of
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life » (Mittler, 2017), c’est-a-dire de couteau a double tranchant de la vie. Un avantage a ce qui
semble étre un désavantage flagrant pour le pathogene, est la capacité d’adaptation nécessaire
pour survivre dans un environnement réactif et dangereux pour sa survie. Les bactéries sont
donc en mesure d’exploiter cette toxicité envers 1’hdte en créant encore plus d’énergie, faisant
des ROS et de ces mécanismes de détoxification une possible cible thérapeutique lors

d’infection (Li et al., 2021).

D’autres conditions sont possibles comme la respiration microaérobie et anaérobie. Il faut savoir
que toutes les réactions peuvent se produire avec ou sans oxygene. C’est I’accepteur final
d’¢lectrons qui se voit changer. Par exemple, lors de la respiration anaérobique chez S. Typhi,
le nitrate peut agir comme accepteur. Il y aura toujours des résidus de la respiration toxiques
comme les ROS et les espéces réactives de nitrate (NOS), faisant référence au stress nitroxydatif.
Dans le méme ordre d’idée, il existe 3 types d’enzymes détoxifiantes, comme la famille des Nar,
qui sont des récepteurs d’¢lectrons alternatifs, qui fonctionnent comme des nitrates réductases,
qui ont une pompe a proton qui va transférer les électrons vers le pool de quinone ou au

cytochrome dans le but de réduire les NOS produits (Lopez et al., 2015).

Aussi, un autre accepteur final d’électron qui a longuement ét¢ étudié chez Salmonella
Typhimurium est le tétrathionate, suggérant que la respiration peut trés bien se dérouler et étre
régulée avec les complexes de la CTE présente chez les entérobactéries. S. Typhimurium utilise
les ROS exogenes de I’hote lors de 1’inflammation intestinale. Les ROS produits convertissent
le thiosulfate en tétrathionate, qui peut étre utilis€ comme accepteur final d’électron par la
bactérie lorsque le milieu est pauvre en oxygene, comme le tractus intestinal, cela confére un
avantage majeur et accentue ses chances de survie lors d’un processus qui se devait étre au
détriment de cette derniere (Winter et al., 2010; Baumler and Sperandio, 2016). Cela confére
d’ailleurs un grand avantage pour les salmonelles lors de I’infection chez I’humain, 1a ou

I’oxygene n’est pas toujours disponible (Thiennimitr et al., 2011).
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3.5.1.1 Le peroxyde d’hydrogene (H>0>)

Le peroxyde d’hydrogéne a été isolé pour la premiere fois par Thénard en 1818 (Janoff, 1990)
et il a été rapidement reconnu que des concentrations ¢élevées de H>O> entrainaient des Iésions
cellulaires en endommageant des molécules cellulaires importantes comme que I'ADN et les
lipides membranaires. Plus les recherches avanceérent, plus on s’est rendu compte que des
niveaux ¢levés de ROS créaient plus d'instabilité génomique menant & la non-viabilité des

cellules ou a leur apoptose.

Les ROS endogenes, tels que le peroxyde d'hydrogene, sont considérés depuis longtemps
comme des molécules trés dommageables a la membrane et a la viabilité de la cellule. Méme
s’il est dommageable et instable, le peroxyde d'hydrogéne se décompose facilement en oxygene
et en eau avec dégagement de chaleur, le rendant moins réactif que le radical libre comme O»-.
Sachant que le superoxyde est rapidement converti en H>O> dans la cellule, nous nous sommes

concentrés sur H> O, comme principal ROS dans nos expériences.

Au cours de la phosphorylation oxydative et du transfert d'énergie le long de la chaine de
transport d'électrons de la mitochondrie, 1 a 5% des électrons s'échappent des complexes I et
I, formant prématurément du superoxyde en présence d’oxygene, (St-Pierre et al., 2002)
pouvant causer des dommages importants a la cellule et a celles qui I'entourent. Ce phénomene
est trés similaire chez la bactérie, formant principalement du peroxyde d'hydrogene lors de
l'activité du complexe I. Cependant, le danger chez la bactérie se voit diminuer grace aux
diverses méthodes de détoxification qu'elle a mise en place comme la superoxyde dismutase,
les peroxydases, les catalases, etc. la protégeant des dommages cellulaires causés par les ROS

qu'elle produit elle-méme (Gough et Cotter, 2011).

3.5.1.2+-BHP

Le tert-butyl hydroperoxide (--BHP) est un peroxyde organique qui peut étre métabolisé en
radicaux libres, comme les ROS, et qui affecte I’intégrité et la stabilité cellulaire. En effet, ce
type de radicaux va enclencher 1’oxydation des lipides des cellules, surtout chez le foie, créant

une toxicité importante chez les hépatocytes. Il est souvent utilis€ comme un mod¢le de stress
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oxydatif di a cet effet chez le foie pour étudier les mécanismes de détoxification (Wang et al.,

2017).

3.6 La détoxification du stress oxydatif

Le peroxyde d'hydrogeéne endogene produit par les superoxydes dismutases (SodB) et tout le
peroxyde d'hydrogéne exogeéne a proximité¢ immédiate de bactérie se diffuse a travers des
bicouches lipidiques et est aussi transporté par les aquaporines dans le cytosol. Lorsque ces ROS
sont rencontrés a I’intérieur de la cellule, des enzymes cytoplasmiques comme les 3 catalases

(KatE, KatG, et KatN) et les 3 peroxydases (AhpC, Tpx, et TsaA), dégradent le peroxyde

d'hydrogene en eau et en oxygene moléculaire (M. Rhen, 2019).

3.6.1 Superoxyde dismutase

Dans les années 80, le stress oxydatif est au cceur des recherches scientifiques, ce qui a permis
la découverte des superoxydes dismutases (SOD). Ces enzymes catalysent spécifiquement la
dismutation des radicaux superoxydes comme Oz- en HxO; et O2 dits moléculaires, donc
beaucoup plus stables que 1’anion, signifiant une réaction chimique ou une molécule joue a la
fois le réle d’oxydant et de réducteur. En somme, il a ét¢ démontré que les SOD protégeaient
les cellules contre les effets nocifs des ROS en les mettant sous forme plus stable, pouvant
facilement étre détoxifiés par les enzymes mises en place par la bactérie dans son évolution

(Hassan, 1988; Miller, 2012).

3.6.2 Senseur de peroxyde d’hydrogene

Afin de déterminer a quel instant activer ces enzymes détoxifiantes, la bactérie s’est dotée d’un
senseur de peroxyde d’hydrogéne, nommé OxyR qui va induire ’expression de différentes

protéines, comme des catalases et des peroxydases (Gyan et al., 2006).

C’est la forme oxydée, mais non réduite d’OxyR qui va activer la transcription des genes codant
pour des protéines enzymatiques, en envoyant un signal de stress oxydatif a I’ARN polymérase
(Mikael Rhen, 2019; Storz et al., 1990). Le senseur se voit rapidement interpeller alors qu’il ne

faut qu’une concentration 0,1 uM de peroxyde d’hydrogéne présent dans la bactérie pour oxyder
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la protéine. Des ¢tudes approfondies sur le réle de OxyR dans la régulation et la détoxification
du stress oxydatif ont permis également d’établir que chez S. Typhi, OxyR régule positivement
l'expression du géne codant pour l'antigéne capsule Vi, et ce, de maniére directe (Zhang et al.,

2018).

3.6.3 Les catalases

Les catalases sont des enzymes antioxydantes, qui réduisent le peroxyde d’hydrogene en eau et
en oxygene moléculaire, dans le but de stabiliser la cellule qui est affectée par le stress oxydatif.
A des concentrations plus faibles d’H>O,, il est possible d'utiliser un autre donneur d'électrons
que le peroxyde (Hillar et al., 2000). Ces enzymes sont présentes dans tous les organismes
faisant de la respiration pour assurer sa survie, on les retrouve autant chez les eucaryotes que les
procaryotes (Lenton, 2003). Tres souvent on les nomme Cat ou Kat dans le jargon protéique.
Dans le domaine bactérien, chez E. coli par exemple, on retrouve deux catalases distinctes, qui
sont aussi retrouvées chez S. Typhi, soit KatE et KatG (Liu et Kokare, 2017; Panek et O'Brian,
2004). Ces catalases sont distinctes l'une de l'autre, en effet KatE est une enzyme
monofonctionnelle, alors que KatG est bifonctionnelle (Loewen et Switala, 1986). En d’autres
termes, KatE agit uniquement a titre de catalase alors que KatG posséde les fonctions de catalase
et de peroxydase a fois. Dans ce qui suivra, nous considérons KatG principalement comme une
catalase, puisqu’elle est la premiére a agir dans la détoxification du stress oxydatif. KatE fait
partie du régulon de RpoS (Loewen, 1984; Zheng et al., 2001) alors que KatG est dépendante
du senseur de stress oxydatif OxyR qui a été¢ vu plus haut (Morgan et al., 1986; Zheng et al.,
2001).

Ces deux enzymes partagent la capacit¢ de détoxifier la cellule et ce role s’illustre
principalement lorsque la concentration de peroxyde se situe dans les millimolaires, car elles
n’ont pas nécessairement besoin d’un réducteur pour agir. Cette caractéristique apporte a la
bactérie un grand avantage évolutif, lui permettant de « s’auto-détoxifier » sans dépendre de la
disponibilit¢ d’un facteur extérieur. En bref, elles sont capables d’agir rapidement et
efficacement lors de vagues plus importantes de stress oxydatif, comme on peut en retrouver

lors des étapes de la pathogenése (Hébrard et al., 2009; Seaver et Imlay, 2001).
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Des recherches ont permis la découverte d’une troisieme catalase présente chez S. Typhi, soit
KatN. D1 a la redondance des catalases et de 1’activité des peroxydases présentes chez S. Typhi,
la bactérie est capable de compenser méme lorsqu’on I’empéche d’utiliser une ou plusieurs

enzymes détoxifiantes (Robbe-Saule et al., 2001) ;(Mishra et Imlay, 2012)

3.6.4 Les peroxydases

Les peroxydases, aussi nommées peroxirédoxines, se divisent principalement en deux
catégories, celle avec un groupement thiol et celle qui n’en posséde pas. Toutes les
peroxirédoxines contiennent une cystéine peroxydatique conservée qui réagit avec le H2O> ou
des hydroperoxydes organiques et forme une cystéine acide sulfénique. Le résidu d'acide
sulfénique réagit ensuite avec un autre thiol et forme un pont disulfure avant d'étre réduit en
thiol libre. Des variations dans le mécanisme de régénération des thiols et dans I'architecture de
la protéine permettent de classer les peroxyrédoxines en deux groupes présents chez Salmonella
Typhi : les alkylhydroperoxyde réductases (AhpCF), les thiols peroxydases (Tpx), (Mishra et
Imlay, 2012)

L’alkylhydroperoxyde réductase AhpCF est un systtme composé de deux protéines
cytoplasmiques. Ce systeme a été isolé de Sal/monella Typhimurium en 1989 et a été caractérisé
comme un membre important du régulon de stress OxyR (Jacobson et al., 1989; Seaver et Imlay,
2001); Zhang et al., 2018). La présence d'AhpC a été documentée dans environ 3000 especes
bactériennes. Son réle dans la capture du peroxyde d’hydrogéne s’est concrétisé lorsqu'il a été
prouvé que son systéme, AhpCF et les deux catalases KatE/KatG doivent étre obligatoirement

retirés du génome pour empécher la détoxification chez E. coli (Seaver et Imlay, 2001).

La thiol peroxydase Tpx a été découverte pour la premiere fois comme un facteur dans les lysats
de cellules de Saccharomyces cerevisiae, permettant protéger la glutamine synthétase de la
toxicité du H,O> (Chae et al., 1994). Toutefois, cette découverte n’indiquait pas la localisation
cellulaire des thiols peroxydases. En effet, Tpx a été isol¢ pour la premicre fois chez E. coli
apres un choc osmotique; il semblait probable pour les chercheurs, qu'il s'agisse davantage d une
protéine périplasmique (Cha et al., 1995) et en tant que telle, elle pourrait sembler avoir une

fonction distincte de celle du systéme Ahp cytoplasmique. Toutefois, la présence d'homologues
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de Tpx dans les bactéries Gram positives suggeére que sa localisation est bel et bien

cytoplasmique.

Une autre thiol peroxydase, thiol-spécifique antioxydant (TSA), a été identifiée en 1988 chez la
levure. Elle a été reconnue comme une enzyme qui pouvait protéger la glutamine synthétase de
I’oxydation produite par 1’exposition soit au dithiothreitol ou au Fe** et a 1’0, (Kim et al., 1988).
La caractérisation de TSA a été plus difficile chez les bactéries puisqu’elle ne fonctionnait que
dans les extraits cellulaires, car elle était capable d'employer le dithiothréitol comme donneur
d'¢lectrons artificiel. Cette expérience avec un donneur d’¢lectrons que 1’on ne retrouvait pas
habituellement dans 1’environnement bactérien a permis d’identifier plus tard d’autres

peroxydases a 1’aide d’approche biochimique similaire.

Avec les années, d'autres peroxirédoxines ont ¢té identifiées, laissant croire que ces enzymes
pourraient étre plus répandues que la catalase (Kat), qui elle, est pratiquement exprimée dans

toutes les bactéries (Mishra et Imlay, 2012).

3.7 La détoxification du stress oxydatif chez S. Typhi

En bref, si I’on se base sur le mode¢le E. coli, il a été¢ démontré que les catalases utilisées pour
dégrader le peroxyde d’hydrogene in vivo sont KatG et KatN ainsi que la peroxydase AhpCF.
A I’aide de ces données, il a été possible de déterminer que chez Salmonella Typhi, on dénombre
trois catalases (KatE, KatG et KatN) ainsi que trois peroxydases (AhpC, TsaA et TpX) (Borisov
et al., 2021). Respectivement, le réle de ces enzymes antioxydantes est la dégradation ou de la
réduction du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygeéne moléculaire (Marin-Garcia, 2014).
Chez plusieurs bactéries, KatG et AhpC sont les médiateurs clés pour la réduction de peroxyde
d’hydrogene lors de la respiration, sans quoi OxyR s’active pour stimuler les autres catalases et

peroxydases présentes (Wan et al., 2021).
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Problématique

La bactérie Salmonella enterica sérovar Typhi est 1’agent responsable de la fievre typhoide chez
le genre humain. Cette bactérie posséde plusieurs facteurs de virulence y compris 14 fimbriae.
Les fimbriae sont des structures protéiques que 1’on retrouve a la surface de certaines bactéries.
Cette particularité est trés avantageuse pour ces bactéries puisqu’elle leur confére plusieurs
atouts dans la virulence de ces bactéries comme I’adhésion spécifique aux cellules, la formation
de biofilm, etc. Nous avons démontré I’importance du fimbriae fim dans plusieurs étapes de la

pathogenése comme 1’adhésion aux cellules, lui permettant de mieux résister aux stress.

Puisque que plusieurs facteurs impliqués dans la chaine de transport d'électrons (CTE)
influencent 1’expression du fimbriae fim, tel que Nuo et Ndh, des NADH déshydrogénase
(NDH-I et NDH-II), des facteurs majeurs de la respiration aérobie chez les bactéries qui régit
I'équilibre entre le NADH et NAD. Aussi, YqiC, un super-régulateur chez Salmonella a été
identifi¢ comme activateur du fimbriae Fim. De plus, la CTE produit dans son activité des
especes réactives d’oxygene qui influence la régulation de fim. Chez Salmonella, comme chez
plusieurs bactéries, des mécanismes efficaces de détoxification sont mis en place. Parmi ceux-
ci on retrouve des senseurs de stress, des antioxydants, des catalases et des peroxydases. Ceux-

ci seront aussi au cceur de nos expériences afin de mieux comprendre la CTE.

Notre hypothese est que la CTE joue un role dans I'expression de Fim. Pour ce faire, nous
voulons déterminer si la chaine de transport d’électron régule 1’expression du fimbriae fim de
facon directe ou indirecte. Notre but était de déterminer: le role des membres de la CTE; 1’effet

du stress oxydatif; et le role de I’accepteur final d’¢électron.
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Matériel et méthodes

Souches et plasmides

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés sont énumérés et décrits au tableau 1. Les
souches ¢étaient cultivées sur milieu Luria-Bertani (LB) (LB bouillon ou LB agar) et incubées a
37°C, sauf indications contraires. Les bouillons étaient incubés avec ou sans agitation et a
différentes concentrations d’oxygene. Les géloses ou les bouillons étaient supplémentés d’un
antibiotique si nécessaire selon les concentrations suivantes : ampicilline 100 pg/mL et
chloramphénicol 34 pg/mL. Des suppléments de KNO3 a 40 mM ont été ajoutés pour changer
I’accepteur d’¢lectron de notre chaine de transport d’¢électron (ETC) Des suppléments de H-O»
as5uM, 50 uM, 1 mM et 2 mM ou de ~-BHP de 50 uM ont été ajoutés pour simuler un stress
oxydatif.

La souche clinique ISP1820 fut isolée au début des années 1980 dans la ville de Santiago au
Chili. A partir de cette souche, notre laboratoire a créé des mutants tels que fim, oxyR, sodB,
vqiC, nuoH, ndh, ainsi que les mutants peroxydases (ahpC, tpX, tsad) et un mutant catalase

(katG).
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Souche ou plasmide

DEF1045

DEF154

DEF1153

DEF1160

PSIF004

TRASH44

TRASH73

DEF1265

DEF1530

DEF1345

Nom

WT

Afim

pRS vide

(ori pBR322)

pRSfim

(ori pBR322)

pMEG375
(ori R6K)

STY1251

STY?2552

Afim/pRSfim

AoxyR/pRSfim

AfimZ/pRSfim

Caractéristique

résistance

S. Typhi

ISP1820 wild-type

ISP1820
ANimAICDHFZYXW
Ampiciline
WT(pRS415)
Ampiciline

WT (pSIF474)

Ampiciline

Vecteur suicide
Ampiciline
Chloramphénicol
ISP1820 ndh::Tnl10
(pSIF519)
Chloramphénicol
ISP1820 nuoh::Tnl0
Ampiciline

Afim (pSIF474)
Ampiciline

AoxyR (pSIF474)
Ampiciline

AfimZ (pSIF474)

Ampiciline
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Tableau 1. — Souches bactériennes et plasmides utilisés dans cette étude

Source ou référence

R. Curtiss III, U.
Florida

(Dufresne et al,

2018)

(Dufresne et al,
2018)
(Daigle, U.Montréal)

R. Curtiss III, U.
Florida

(Dufresne et al,

2020)

(Dufresne et al,
2020)
(Dufresne et al,
2020)
(Dufresne et al,
2020)
(Dufresne et al,

2020)



DEF1346 AfimY/pRSfim AfimY (pSIF474) (Dufresne et al,

Ampiciline 2020)

DEF1347 AfimYZ/pRSfim AfimYZ (pSIF474) (Dufresne et al,
Ampiciline 2020)

DEF1350 AyqiC/pRSfim AyqiC (pSIF474) (Dufresne et al,
Ampiciline 2020)

DEF1818 AkatG/pRSfim AkatG (pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1819 AsodB/pRSfim AsodB (pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1912 AahpC/pRSfim AahpC (pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1913 AtsaA/pRSfim AtsaA (pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1927 Atpx/pRSfim Atpx (pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1921 AahpCTsaA/pRSfim  AahpCTsaA(pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1922 AKatGAhpC/pRSfim  AKatGAhpC(pSIF474) Cette étude
Ampiciline

DEF1923 AKatGTsaA/pRSfim  AKatGTsaA(pSIF474) Cette étude
Ampiciline
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Mutagenése par la méthode d’échange allélique

Pour étudier les joueurs directs et indirects de la chaine de transport d’électron de S. Typhi, nous
avons supprimé ces génes du chromosome de la souche ISP1820. La méthode de mutagenese
par échange allélique a permis de retirer le géne de fagon non-polaire, n’engendrant aucune
différence quant a I’expression des genes 1’entourant. En effet, la délétion du geéne s’est faite par
des multiples de 3 (codons), dans le but de ne pas changer le cadre de lecture, n'altérant pas

I’expression des genes faits en aval.

Briévement, la méthode consiste a faire deux réactions PCR avec des amorces F1-R2 et F3-R4
dans le but d’amplifier les séquences spécifiques encadrant le géne. Ces fragments de PCR sont
fusionnés par une 3° réaction de PCR (F1-R4). Ce fragment contient la séquence avec le géne
deléte (allele mutant), qui sera cloné dans un vecteur suicide pMEG375 (Curtiss III, U. Florida)
et inséré dans la souche E. coli X7213 (Kaniga, 1998 ; Daigle, 2008). L’all¢le mutant sera
transféré par conjugaison bactérienne chez la souche de S. Typhi receveuse et le vecteur suicide
ne fera plus partie du génome, car il est retiré lors de la contre-sélection sur sucrose des mutants.
Les informations détaillées sont décrites dans cette publication (Forest, 2007) et un exemple du

processus est mis en annexe (page 96)

Chaque mutation a été validée par PCR afin de visualiser la présence de I’opéron tronqué et de

s’assurer que 1’opéron sauvage était absent du chromosome.

Aussi, une vérification par amplification par PCR du géne VexA (un geéne unique a S. Typhi) a
été réalisée afin de s’assurer qu’il s’agit bien d’une souche de S. Typhi ne possédant plus le géne

en question.

Electroporation chez S. Typhi

Nous avons introduit le plasmide libre pRS-fim, dont le nombre de copies est de 15 a 20 (Simons
etal., 1987), qui contient le promoteur du fimbriae fim couplé au géne rapporteur lacZ, chez les
mutants de S. Typhi par électroporation. Les bactéries étaient cultivées de nuit a 37°C sur des

géloses d’agar LB ou en agitation dans du milieu liquide LB. L’ampicilline 100 pg/ml a été
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ajoutée au milieu. La transformation des bactéries a ¢été réalisée selon la méthode

d’¢lectroporation dans S. Typhi (O’Callaghan et Charbit, 1990).

Essai d’activité p-galactosidase

L’expression du promoteur fim dans différentes souches a été mesurée par des essais d’activité
B-galactosidase tel que décrit par Miller en 1972 (Miller, 1972). Des cultures de nuit de 18 h
dans le milieu liquide LB avec ou sans agitation a 37°C ont ¢été lysées et le substrat o-
nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG) a été ajouté. La densité optique a 420 et 550 nm a
été prise et utilisée pour calculer les unités Miller. Les données présentées sont le taux + ’erreur
type (SEM) d’au moins trois différents inoculums de culture opérés en duplicatas. Les essais
sont significatifs lorsque P<0.05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport a la souche

sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un controle interne.

Sensibilité aux espéces réactives d’oxygenes (peroxyde d’hydrogéne)

La concentration minimale d’inhibition (CMI) au peroxyde d’hydrogéne fut calculée a I’aide de
cultures de nuit dans le milieu liquide LB avec agitation & 37°C. Les cultures ont été diluées
dans une plaque 96 puits contenant du milieu frais et de la supplémentation de peroxyde
d’hydrogene de concentration allant de 16 mM a 31,25 uM. Les plaques ont été incubées 24 h
a 37°C puis la densité optique a 600 nm a été prise avec le spectramax pro 7 (VWR). Pour
observer la sensibilité au peroxyde d’hydrogeéne chez les mutants d’intéréts, nous avons mesuré
des diametres d’inhibition. Cette méthode, de diffusion sur gélose (Boyer et al., 2002),
nécessitait de nouvelles cultures de nuit dans le milieu liquide LB avec agitation a 37°C. Elles
ont été diluées 1/100 pour étre inoculées dans du milieu LB frais jusqu’a ce que la densité
optique a 600 nm atteigne 0,6. Ensuite, 100 pl de chaque culture a été ajouté a 3 mL d’agar mou
0,7% et ajouté sur gélose LB agar. Le disque de papier 6 mm, contenant 10 pl de la CMI de
peroxyde d’hydrogéne, fut placer sur la gélose. Les géloses ont été incubées de nuit a 37°C et
par la suite le diamétre des zones d’inhibitions a été mesuré (Wan et al., 2021). Les données ont

été réalisées en triplicatas techniques et les résultats sont présentés en annexe (page 99).
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Résultats

1. Role de la chaine de transport d’électrons

1.1 Mutagenése des joueurs clés de la chaine de transport d’électron de la

bactérie S. Typhi ISP1820

Nous avons démontré que la régulation de fim était modulée par certains joueurs de la chaine de
transport d’électron. Afin de caractériser si 1’effet est direct ou indirect, une mutation de ces
genes est généralement nécessaire. Nous avons sélectionné les joueurs clés de la CTE de S.
Typhi avec pour but de supprimer ces genes, tel que : oxyR, sodB, nuoH, ndh, yqiC, tsaA, ahpC,
tpx et katG.

Certains d’entre eux étaient déja disponibles dans la banque de notre laboratoire, pour les autres,
une méthode de mutagenése par échange allélique fut effectuée. Chaque mutation a été validée
par PCR afin de visualiser la présence du géne tronqué et de s’assurer que le géne sauvage était
absent du chromosome. Les amorces créées pour ce faire se retrouvent dans le tableau 2. Par la
suite, un plasmide portant le promoteur de fim fusionné avec le géne rapporteur lacZ, (pRS-fim-
lacZ) a été ajouté par €lectroporation dans les mutants pour comparer 'activité du géne fim dans

les souches.
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Tableau 2. - Amorces utilisées dans cette étude

Amorces
Fim Prom F Long EcoRI
lacZ alpha R
VEXA.F2283
VEXA.R2711
TsaA F1
TsaA R2
TsaA F3
TsaA R4
TpX F1

TpX R2

TpX F3

TpX R4
AhpC F1
AhpC R2
AhpC F3
AhpC R4

Séquence
AGGAATTCCTTCAAGTCAAAGGGGATAACGCT
GGCTGCGCAACTGTTGGG

AAT ACC GTT CAG GTG CCT TAT GC

ATG TTT CCC CTG AAC ACC TGC TGC
cgggatccTGATTGTCAAGACCGCATTG
TGTTACGACACGGGCAAACAAAAGTGAAG
TTTGCCCGTGTCGTAACATCGACGAAATG
gctctagaCGAGGTGGTTCATAATACCTCAC
cgggatccACGCGGCTTGCTACAAATAG
TCGTCAAGCTATTGGCTGAGGGAAACGTC
CAGCCAATAGCTTGACGAAAACGACAAC
gctctagaGCTGGGGGTTTTCCATAGAC
cgggatccAAACGCATTAGCCGAATCAG
AGGTCAGACGTCGGGCAAACAAAGGTAAA
TTGCCCGACGTCTGACCTGCTGCGTAAAA
gctctagaACGTCAGAGTAAGGCGGCTA
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1.2 Effet de la quantité d’oxygéne disponible dans le milieu de

croissance

Sachant que S. Typhi est une bactérie anaérobie facultative, il est possible d’observer sa
croissance en condition oxique, microoxique ainsi qu’anoxique. Ces conditions représentent soit
la présence totale, la présence partielle ou 1’absence d’oxygene. Nous avons sélectionné ces
conditions, car elles sont rencontrées lors de I’invasion chez 1’hdte infecté et parce que
I’oxygene agit comme accepteur final d’¢lectron dans la chaine de transport d’électron de S.
Typhi. L’expression du fimbria Fim a été évaluée dans différentes conditions d’accessibilité a
I’oxygene. En comparant les résultats sur la souche sauvage seulement, et I’effet de la quantité
d’oxygene, on remarque que c’est dans la condition aérobie que fim est le plus exprimé. La

concentration d’oxygene est alors proportionnelle a I’expression de ce fimbria.

Lors de la croissance dans un bouillon LB riche en oxygene, I’expression de fim est
significativement diminuée chez les mutants oxyR, ahpC, ndh, yqiC et tsaA, ce qui suggere des
activateurs de fim, alors que I’expression de fim est significativement augmentée chez les
mutants sodB et katG, suggérant qu’ils sont des inhibiteurs de fim (Fig. 8). Le méme niveau
d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants nuoH et tpx. La
croissance dans un bouillon LB modéré en oxygene, ne provoque qu’une expression
significative, a la baisse, seulement chez oxyR, suggérant un activateur de fim (Fig. 9). La
croissance dans un bouillon LB sans oxygene, provoque I’expression a la baisse du mutant ndh

(Fig. 10).
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Figure 8. - Expression de fim chez différents mutants en condition de croissance normale;

aérobie a 37°C.

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢é comme un contréle interne.
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Figure 9. - Expression de fim chez différents mutants en conditions de croissance

microaérobie a 37°C

Les données présentées sont le taux £ D’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un controle interne.
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Figure 10. - Expression de fim chez différents mutants en conditions de croissance

anaérobie a 37°C

Les données présentées sont le taux £ D’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en

duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un controle interne.
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Comme mentionné dans 1’introduction, la premiere étape de la CTE a pour but d’oxyder les
substrats grace aux coenzymes NADH, qui vont transférer deux électrons a la NADH
déshydrogénase, les rendant accessibles aux quinones se retrouvant dans la deuxiéme étape
articulée par le cycle de Krebs. Le complexe, par le biais de Nuo, va pomper, via le changement
de conformation du complexe, des protons vers la membrane externe (Yagi et Matsuno-Yagi,

2003).

Ce premier complexe repose sur une NADH déshydrogénase de type I (NDH-I) qui couple
I'oxydation du NADH grace a la force engendrée par le déplacement des électrons dans la
membrane. Cette NDH-I est représentée dans nos expériences par nuoH. Chez certaines
bactéries, comme S. Typhi, il existe la NADH déshydrogénase de type II (NDH-II), qui est aussi
importante dans sa respiration. Contrairement a la NADH-I, ndh ne fonctionne pas grace a une

pompe a proton et se retrouve dans la membrane interne de la bactérie.

La protéine encodée par le géne ndh, associ¢ a la NDH-II, s’est avéré étre un activateur
significatif de fim, autant en condition aérobie qu’anaérobie. Afin de déterminer si son effet était
spécifique aux fimbriae Fim, nous avons évalué I’expression de différents fimbriae, tels que stb
et std, afin de déterminer si c¢’était un effet de la mutation ou bien un effet spécifique a fim. Un
plasmide comportant le promoteur fimbriaire en fusion avec le géne rapporteur lacZ a été
introduit chez le mutant ndh par électroporation. La croissance dans un bouillon LB du mutant
ndh avec le promoteur de différents fimbriae induit seulement I’expression de fim. Cela confirme

que seul fim est affecté par la mutation dans ndh (Fig. 11).
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Figure 11. - Expression de différents fimbriae chez le mutant ndh

Les données présentées sont le taux =+ I’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT).
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Role de ’accepteur d’électrons

L’expression de fim a été évaluée en offrant un autre accepteur final d’électrons. Sachant que
S. Typhi est une bactérie ayant la capacité d’utiliser d’autre accepteur que I’oxygene, nous

avons décidé d’ajouter du nitrate a une concentration finale de 40 mM.

Le nitrate de potassium a été choisi comme accepteur alternatif d’électron, car il est connu de
la littérature puisqu’il se retrouve dans la nature et aussi dans le corps, car le microbiote en
produit (Stuehr et al., 1991; Tenopoulou et Doulias, 2020). Ce supplément n’a pas d’effet sur

la croissance de S. Typhi.

La croissance dans un bouillon LB avec oxygéne et avec le nitrate comme accepteur final
réprime significativement I’expression de fim chez les mutants ndh, yqiC, ahpC et tsad, qui
codent pour des activateurs de fim. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche

sauvage est observé chez les mutants sodB, oxyR, nuoH et tpx (Fig. 12).

La croissance dans un bouillon LB sans oxygene et avec le nitrate comme accepteur final
réprime significativement 1’expression de fim chez les mutants nuoH et ahpC, qui codent pour
des activateurs de fim. Les mutants oxyR et tsaA indiquent ici une surexpression de fim. Pour le
mutant de la peroxydase TsaA, le profil d’expression de fim se voit complétement inversé. Le
méme niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants sodB,
ndh, yqiC et katG (Fig. 13). Les résultats concernant le fpx ne sont pas affichés puisque
I’expérience n’a pas été réalisée sur ce mutant, faute de temps. Il serait intéressant de le mettre
dans ces conditions, puisque lorsque 1’on compare le milieu avec oxygene et nitrate avec celui-
ci, on se rend compte que oxyR, nuoH et yqiC ont un profil d’expression compleétement différent.

Il sera donc pertinent de vérifier si c’en est de méme pour #px.
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Figure 12. - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de KNO3

40mM

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢ comme un contréle interne.
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Figure 13. - Expression de fim en condition anaérobie 37°C avec ajout de KNO3 40mM

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢é comme un contréle interne.
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Role du stress oxydatif

Sachant que S. Typhi est une bactérie qui rencontre beaucoup de stress oxydatif, comme le
peroxyde d’hydrogene lors de 1’infection de son hote, nous voulions déterminer sa capacité a
détoxifier son milieu et conserver sa capacité d’expression dans différentes conditions. Tout
comme le peroxyde d’hydrogene, le tert-butyl hydroperoxide (--BHP), est un type de stress

oxydatif que I’on peut retrouver lors de I’infection de I’hote (Alia et al., 2005).

Nous avons donc décider de modifier notre choix de stress afin de déterminer lequel influence
plus I’expression de fim de S. Typhi, entre le HO» et le --BHP. Des essais pour ces deux sources
de stress (Alia et al., 2005; Zhao et al., 2017) étant efficaces a 50 pM, nous avons choisi cette

concentration pour réaliser nos expérimentations.

La croissance dans un bouillon LB avec du peroxyde réprime I’expression de fim chez les
mutants oxyR, nuoH, ndh, yqiC et ahpC. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche

sauvage est observé chez les mutants sodB, katG, tsaA et tpx (Fig. 14).

La croissance dans un bouillon LB avec oxygene et avec le +-BHP réprime significativement
I’expression de fim chez le mutant ygiC, tandis que 1’expression est augmentée significativement
chez le mutant oxyR. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est

observé chez les mutants sodB, nuoH, ndh, katG, tsad, ahpC et tpx (Fig. 15).
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Figure 14. - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de H,O> 50 uM

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un controle interne.
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Figure 15. - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de --BHP 50 uM

Les données présentées sont le taux £ D’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en

duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un controle interne.
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3.1 Role de la durée d’exposition au stress oxydatif
Comme les résultats étaient trés similaires entre la condition sans stress, versus celle avec le
stress oxydatif généré par le -BHP, nous avons porté notre attention plus particuliérement sur
le H2O». Les faibles concentrations étudiées sont 5 uM et 50 uM. Pour les fortes concentrations,
nous avons déterminé que 3 mM était la concentration inhibitrice minimale (CMI) a ne pas
dépasser puisqu’apres une croissance de nuit, il n’y avait plus de bactérie viable, nous laissant
avec un bouillon translucide. Donc, nous avons fait nos expériences avec des concentrations
fortes de 1 mM et 2 mM. Le temps d’exposition au stress a ét¢ évalué par 1’ajout du supplément
pendant la culture de nuit, ou par un traitement choc ou I’ajout du supplément se faisait lorsque
la culture avait atteint la concentration bactérienne désirée, durant un temps précis de 30

minutes.
3.1.1 Effet de I’exposition pendant la croissance

La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde d’hydrogéne a 5 uM provoque
significativement la diminution de 1’expression de fim chez le mutant ndh. Plus on ajoute une
forte concentration de peroxyde, I’expression de fim chez la souche sauvage se voit 1égérement
s’¢loigner du taux d’expression sans peroxyde. Bien que la croissance bactérienne ne soit pas
significativement atteinte par le stress oxydatif, on peut voir une corrélation négative entre
I’ajout et I’expression de fim. Aucune différence du niveau d’expression de fim n’est observée
chez les mutants oxyR, sodB, nuoH, ndh, katG, tsaA, ahpC et yqiC (Fig. 16). La croissance dans
un bouillon LB avec du peroxyde a 50 uM réprime 1’expression de fim chez les mutants oxyR,
nuoH, ndh, yqiC et ahpC. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est
observé chez les mutants sodB, katG, tsaA et tpx (Fig. 14). La croissance dans un bouillon LB
avec supplément de peroxyde d’hydrogeéne a 1 mM provoque la répression de 1’expression de
fim chez le mutant ndh et la surexpression chez les mutants sodB et katG. Le méme niveau
d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants oxyR, nuoH, tsaA,
ahpC et yqiC (Fig. 17). La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde
d’hydrogene a 2 mM provoque la répression de I’expression de fim chez le mutant ndh. Le méme
niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants oxyR, sodB,

nuoH, ndh, katG, tsaA, ahpC et yqiC (Fig. 18).
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Figure 16 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde
d’hydrogene a 5 uM.

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢ comme un contréle interne.
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Figure 17 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde

d’hydrogene a 1mM.

Les données présentées sont le taux £ D’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un controle interne.
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Figure 18 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde

d’hydrogene a 2 mM.

Les données présentées sont le taux + I’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0.05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢ comme un contréle interne.
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3.1.2 Effet lors d’un traitement choc

Apres avoir évalué I’expression des différents génes en croissance de nuit avec du peroxyde,
nous avons décidé d’observer 1’expression aprés un choc a forte concentration, comme celle
pouvant étre rencontrée chez 1’hote lorsque I’infection persiste. Notre choix s’est donc arrété a
une exposition de 30 minutes a la concentration de 1 mM, puisque la différence entre la densité
optique mesurée a 600 nm pour la croissance de nuit a 1 mM et 2 mM n’était pas

significativement différente, les deux se situant entre 0,7 et 0,9.

La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde d’hydrogéne a 1 mM durant
30 minutes réprime significativement I’expression de fim chez le mutant nuoH et augmente a la
hausse chez le mutant ygiC. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage

est observé chez les mutants oxyR, sodB, ndh, katG, tsaA et ahpC (Fig. 19).
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Figure 19 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec un choc oxydatif de 1

mM durant 30 minutes.

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢é comme un contréle interne.
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Doubles mutants

Comme plusieurs génes peuvent coder pour des peroxydases et des catalases, et qu’ils sont
considérés comme redondants (Hébrard et al., 2009) c’est-a-dire que plusieurs genes peuvent
jouer un role similaire, nous avons décidé de déterminer si la perte de plusieurs genes en méme
temps avait un effet sur ’expression de la bactérie. Pour ce faire, nous avons construit les

doubles mutants katG/tsaA, katG/ahpC et ahpC/tsaA.

Dans le but de déterminer I’effet de ces doubles mutants, nous avons fait nos expériences en
conditions normales pour des fins comparatives avec la souche sauvage et nos controles.
Ensuite, une fois ces données obtenues, nous avons testé les différentes conditions de stress
oxydatifs qui avaient été significatives chez notre catalase katG et nos peroxydases ahpC et

tsaA. Ces concentrations sont 50 um (faible) et 2 mM (forte).

La croissance dans un bouillon LB provoque significativement I’expression a la hausse de fim
chez le double mutant katG/tsaA. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche
sauvage est observé chez les autres doubles mutants, katG/ahpC et ahpC/tsaA (Fig.20).
Pourtant, lorsque nous avons fait nos premiéres expériences avec les simples mutants katG,
ahpC et tsaA, ceux-ci avaient des patrons d’expression chez fim tres différents (Fig.8). En effet,
katG présentait une forte surexpression de fim, alors que les peroxydases ahpC et tsad, une

répression significative de 1I’expression de fim.

La croissance dans un bouillon LB avec induction d’un stress oxydatif (faible ou fort) ne
provoque pas d’expression différente de la souche sauvage chez les doubles mutants. Leur
niveau d’expression reste le méme que leur double mutant respectif en condition normale (Fig.

21).
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Figure 20 - Expression de fim chez les doubles mutants de catalase et peroxydase en condition

normale (aérobie 37°C).

Les données présentées sont le taux £ D’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis€ comme un controle interne.

69



600

_ 400-

<2

=

:9200-

'c

= - e +l|T|

200r—T1T""T7T"T"T"T T T T T T T T T
AR NIRRT IR RPN USRI
QIS R S S AR

> % >

Mutants pfim:lacZ

Figure 21 - Expression de fim chez les doubles mutants de catalase et peroxydase en condition
normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde d’hydrogeéne a faible (50 uM) et forte (2 mM)

concentration.

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢ comme un contréle interne.
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Role des complexes de la chaine de transport d’électrons

La roténone est un inhibiteur bien connu de la chaine de transport d’¢électron mitochondrial,
ciblant la NADH déshydrogénase du complexe I en empéchant les protons de pouvoir réintégrer
la membrane vers 1’ubiquinone, résultant du blocage de la phosphorylation oxydative (Palmer
et al., 1968). Nous avons utilisé la roténone dans nos expériences pour cibler le complexe I de
la CTE. Chez S. Typhi les geénes nuoH et ndh représentent les joueurs du complexe I, NADH

déshydrogénase.

La croissance dans un bouillon LB avec supplément de roténone a 140 mM réprime
significativement 1’expression de fim chez les mutants nuoH et ndh. L’ajout de roténone ne
modifie pas significativement I’expression chez la souche sauvage, puisqu’en condition aérobie
sans ajout, I’expression de fim se situe aux alentours de 400 (Fig.10), ce qui est similaire a
I’expression observée ici (Fig.21). Cela nous prouve 1’efficacité de I’inhibiteur choisi quant au
complexe I de la CTE. Le méme niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est
observé chez les autres mutants oxyR, sodB, katG, ahpC, tsaA et yqiC, qui eux, ne font pas partie

du complexe ciblé (Fig. 22).
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Figure 22 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de roténone a
140 mM.

Les données présentées sont le taux + ’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student

par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilis¢ comme un contréle interne.
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Discussion

Salmonella Typhi posséde plusieurs facteurs de virulence y compris 14 fimbriae. Les fimbriae
sont des structures protéiques que 1’on retrouve a la surface de certaines bactéries. Cette
particularité est trés avantageuse pour ces bactéries puisqu’elle leur confére plusieurs atouts
dans la virulence chez I’humain. Les fimbriae sont donc au cceur de plusieurs études, afin de
trouver des cibles thérapeutiques pouvant étre efficaces contre I’infection. Certains vaccins
existent déja, mais ne sont pas efficaces chez une population vivant au quotidien avec la bactérie

dans leur environnement.

Le but de ce projet était de mieux connaitre la relation entre le fimbria fim de Salmonella Typhi
et la chaine de transport d’¢lectrons (CTE). Ainsi, la caractérisation des joueurs clés de la chaine
¢tait essentielle, autant en conditions normales qu’en conditions de stress rencontrées chez son

hote.

Les objectifs étaient de mieux comprendre la spécificité des genes régulant 1’expression de fim
chez §S. Typhi, I’effet d’un milieu avec des variations de la quantité d’oxygene, le role de
I’accepteur d’¢lectrons dans la CTE, le role du stress oxydatif, sous différentes intensités, ainsi
que le rdle de la durée de ’exposition a ce stress. Finalement, le role des génes détoxifiants le

stress oxydatif et les différents complexes formant la chaine ont été étudiés.
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1. Role de la chaine de transport d’électrons

1.1 Mutagenese des joueurs clés de la chaine de transport d’électrons

de la bactérie S. Typhi ISP1820

La création par mutagenese de nouveaux mutants était essentielle pour élucider le rdle de la
chaine de transport d’¢lectrons de Salmonella Typhi dans la régulation de fim. Les joueurs clés

ciblés sont présentés dans la figure 23.

Nous avions déja les mutants oxyR, sodB, nuoH, ndh, yqiC et ahpC (Dufresne, 2020). Nous
avions pour objectif de créer les peroxydases ahpC, tsaA, tpx, les catalases katN et katE, et les
autres complexes de la CTE SdhA, CyoB et CydA. Toutefois, nous avons réussi a obtenir
seulement les mutants des peroxydases. Nous avons donc orienté le reste des expériences sur le
role de celles-ci et de la catalase majeure KatG. Nous avons également porté une attention
particuliére au complexe I fonctionnel de la CTE. Les autres génes mentionnés ici reste toujours

d’intéréts, dans 1’optique de mieux comprendre la pathogenese de Salmonella Typhi.
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Figure 23. Roéle de la chaine de transport d’¢lectrons de Salmonella Typhi sur fim.

Adaptée de (Price, 2010).






1.2 Effet de la quantité d’oxygene disponible dans le milieu de

croissance

Nous avons fait varier la quantité d’oxygene disponible dans le milieu de croissance LB, puisque
lors de son infection de 1’hdte, la bactérie remplit ce type de condition. Etant une bactérie
anaérobie facultative, elle peut proliférer avec ou sans oxygeéne. De plus, ’oxygéne agissant
comme accepteur final d’électron, nous pouvions explorer deux avenues en une seule

expérience.

Dans I’ensemble, les résultats d’expression de fim nous permettent de conclure que la réduction
de la disponibilité en oxygene, de fagon partielle n’a que d’effet significatif que chez le mutant
oxyR (Fig. 9), alors qu’en absence totale, I’effet sur I’expression de fim n’est observé que chez

le mutant ndh (Fig.10).

Tout d’abord, sans la présence d’oxyR dans le chromosome de S. Typhi, dans un milieu faible
en oxygene, I’expression de fim est fortement diminuée comparée a sa souche sauvage.
Cependant, si on compare a son expression en milieu aérobie, elle est €également a la baisse. Ces
résultats suggerent que ce gene code pour un activateur de fim lorsque 1’oxygéne est présent
dans le milieu. Sachant qu’OxyR est un senseur du peroxyde d’hydrogene, un produit d’oxygene
et d’hydrogéne, il est logique que sans oxygene dans le milieu, la quantité de peroxyde soit plus
faible et donc la faible concentration n’ait aucun effet sur la bactérie. Il pourrait étre intéressant
de mesurer le peroxyde d’hydrogéne contenu dans chacun des milieux aérobie, microaérobie et
anaérobie afin de quantifier I’effet de ce senseur de peroxyde par rapport a la concentration de
H>O> retrouvée dans le milieu. Il serait intéressant de faire des expériences futures évaluant

I’interaction OxyR avec un promoteur fim.

En conditions aérobies ou anaérobies, I’expression de fim sans le géne ndh est diminuée,
suggérant qu’il est un activateur de fim. Puisque ndh n’est pas essentiel au complexe I de la
CTE, il est intéressant de constater une variation aussi importante lorsqu’il n’est pas présent
dans le chromosome bactérien. En parall¢le, il est pertinent de comparer 1’expression de fim
sans nuoH, un gene clé dans le complexe I chez plusieurs organismes. Peu importe le milieu,

fim est fortement exprimé chez le mutant nuoH. Cela peut s’expliquer par le fait que chez S.



Typhi, le complexe I contient a la fois Nuo et Ndh. Une certaine redondance permet que lorsque
Nuo n’est pas présent, Ndh compense en rééquilibrant le ratio NADH/NAD. Il serait pertinent
de créer un double mutant, donc de retirer a la fois nuoH et ndh, afin d’évaluer totalement 1’effet
du complexe I chez fim. Pour ce qui est des autres genes testés, la disponibilité de 1’oxygene

dans le milieu n’a pas influencé I’expression de fim.

Puisque I’expression de fim chez le mutant ndh est affectée, nous avons décidé de confirmer si
I’effet était propre au fimbria fim. Pour ce faire, nous avons testé le promoteur des fimbriae stb
et std chez le mutant ndh. Cela a confirmé que I’effet était spécifique a fim, puisque c’est le seul

dont I’expression était induite comparée a sa souche sauvage (Fig.11).
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2. Role de ’accepteur d’électrons

La chaine de transport d’¢lectrons typique propose 1’oxygeéne comme accepteur final puisqu’il
est présent dans notre environnement. En revanche, S. Typhi a la particularité de pouvoir utiliser
un autre accepteur d’électron, comme le nitrate. Etant connus dans la littérature comme un
accepteur alternatif, nous avons explor¢ le role du nitrate comme accepteur d’électron, puisque
celui-ci se retrouve également chez I’hdte. Dans un milieu ou a la fois, ’oxygéne et le nitrate
sont présents, I’expression de fim chez certains mutants se voit significativement réprimer.
Ceux-ci sont ndh, yqiC, ahpC et tsad (Fig.12). Pour ce qui est du mutant ndh, le patron
d’expression de fim est similaire avec la condition normale aérobie, il ne semble donc pas étre

affecté par la présence de nitrate.

L’expression de fim est trés faible lorsque ygiC est absent, qui a pour rdle d’influencer
I’efficacité des transporteurs d’électrons a leurs accepteurs. Cela va dans la méme direction que
les conclusions tirées dans I’article de Kolenda et al., qui rappelons-nous, indiquaient que YqiC
régule négativement les fimbriae de type 1 tel que Fim. (Kolenda et al., 2019). Il pourrait étre
une cible thérapeutique intéressante pour I’humain, puisque le tractus digestif offre d’autres
accepteurs que 1’oxygene, donc sans ce gene, fim verrait son expression grandement réprimée,

empéchant la virulence.

En présence de nitrate, mais en condition anoxique, le patron d’expression de fim concernant
les mutants OxyR et NuoH s’est vu changer. En effet, lorsque dans un milieu ayant a la fois
différents accepteurs d’¢lectrons, il n’y avait aucune différence avec la souche sauvage. On
remarque la surexpression de fim lorsqu’OxyR n’est pas présent dans la bactérie. Ce gene,
codant pour la détoxification des ROS, n’étant pas présent, diminue la production du fimbria.
Quant a NuoH, faisant partie du complexe I de NADH déshydrogénase, sert & pomper les ions
H+ hors de la membrane. Lorsqu’absent, il y a la répression de fim, suggérant que Nuo est un

activateur de fim.

Lorsqu’on observe les mutants des peroxydases, tel que AhpC, on remarque que I’expression
de fim est similaire en présence de nitrate, peu importe 1’oxygene dans le milieu. D’un autre
coté, la peroxydase TsaA voit une baisse de 1I’expression de fim en condition oxique avec nitrate,

mais augmenter en condition anoxique avec nitrate. Cela peut suggérer que cette peroxydase
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agit différemment sur I’expression de fim selon 1’accepteur final d’¢lectron. En paralléle,
lorsqu’on observe la peroxydase Tpx et la catalase KatG, fim a une expression semblable en
présence de nitrate. KatG ne varie pas 1’expression de fim peu importe I’oxygene contenu dans
le milieu avec nitrate. Sachant que ces protéines détoxifiantes sont redondantes dans le génome
de Salmonella Typhi, nous pouvons conclure qu’en I’absence d’au moins un de ces genes, la
détoxification est tout de méme assurée. Nous avons donc créé¢ de doubles mutants de
peroxydases ou de peroxydase/catalase, afin de déterminer I’ampleur de la redondance de ces
genes. Les résultats ainsi que leur analyse seront discutés dans la discussion entourant les

doubles mutants créés dans le cadre de cette recherche.
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3. Role du stress oxydatif

Le stress oxydatif est omniprésent a la fois dans la bactérie, chez 1’hdte et dans son
environnement. Ce stress a un role sur I’expression de certains génes et sur la survie bactérienne.
Nous avons étudi¢ 1’effet de deux stress oxydatifs bien connus, le H>O> et le --BHP, ajoutés au
milieu de croissance a la concentration de 50 uM, considérée comme faible. Cet ajout nous a
permis d’observer 1’expression a la baisse de fim chez mutant ygiC dans les deux conditions, a
un niveau tres similaire. Cela nous indique que peu importe le type de stress, sans la présence
de yqiC, il y a un facteur qui réprime fim. Nous pouvons également faire un lien avec la
répression abordée plus tot dans un milieu ayant un autre accepteur final d’¢électrons, suggérant
que YqiC n’est peut-€tre pas impliqué dans la chaine de transport nécessaire pour la pathogenese
de la bactérie, mais plutot dans la régulation de fim puisqu’en étant un régulateur de la synthese
de la ménaquinone, il pourrait servir d’antioxydant, faisant alors diminuer le niveau de

superoxyde potentiellement produit par Ndh.

Les autres mutants de fim n’ont pas eu de variation d’expression significative lors de nos tests

portant sur le role du stress oxydatif.

3.1 Role de la durée d’exposition au stress oxydatif
La durée d’exposition au stress oxydatif est une variante importante a considérer dans
I’infection de 1’hote. En effet, lors de son arrivée dans le tractus digestif, la bactérie rencontre
une multitude de variations de stress environnementaux comme la disponibilité en oxygene et
le stress oxydatif. Nous avons tout d’abord exploré la diminution et 1’absence d’oxygene,

I’exposition aux ROS devient donc un sujet d’intérét assez novateur.

Comme les ROS affectent les bactéries qui font leur entrée dans le tractus digestif, elles ont déja
des précédents de croissance sans étre touchées par ce stress. Il était donc intéressant de
comparer I’effet momentané du stress oxydatif, mais aussi I’effet sur une bactérie en croissance,

comme celles qui se répliquent dans le but d’obtenir une infection systémique.
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3.1.1 Effet de I’exposition pendant la croissance

De faibles concentrations, soit 5 uM, 50 uM et de fortes concentrations, I mM et 2 mM, ont été
ajoutées durant environ 18 heures, pour voir 1’effet sur la croissance en présence de stress,

comme il en serait le cas pour des bactéries qui se répliquent lors de I’infection de 1’hote.

Peu importe une faible ou une forte concentration, le mutant ndh a toujours le méme patron
d’expression. Ce dernier est la NADH-déshydrogénase qui a habituellement pour role de
catalyser la réaction du complexe I de la CTE. L’expression de fim s’est vue réprimée, peu
importe la condition dans laquelle le mutant ndh se retrouvait. Autant a plus faible concentration
qu’a la plus forte testée, le mutant est le seul a avoir un effet significatif sur I’expression de fim,
suggérant une grande sensibilité en présence de stress oxydatif omniprésent lors du
développement bactérien. Il est important de noter que 1’ajout de stress oxydatif, comme le
peroxyde d’hydrogéne, n’a pas influencé significativement la poussée bactérienne, la densité

optique mesurée a 600 nm se situant entre 0,6 et 0,8 autant avec ou sans supplément.

Lorsque combiné, les résultats obtenus concernant deux grands facteurs environnementaux dans
I’infection de 1’hote, soit la variation de la concentration d’oxygene et celle de peroxyde
d’hydrogene lors de la croissance bactérienne, il est indéniable que le mutant ndh a un rdle
important dans la régulation de fim. D’autres expériences, comme la quantification du ratio
NADH/NAD+ produit en absence et en présence de stress oxydatif durant la croissance
bactérienne pourrait permettre de mieux comprendre [’effet de ndh, une NADH-
déshydrogénase, sur I’expression de fim. En effet, comme ce géne produit des groupements
NAD+ et H+, le ratio NADH/NAD+ devient alors le principal indicateur métabolique des
bactéries, permettant de déterminer le stress oxydatif exprimé sur cette derniére. Donc en
absence du geéne ndh, il serait possible de quantifier le NADH, qui est aussi assuré par nuo dans
le complexe I, et le NAD+ et H+ produits. Selon ce que nous savons présentement sur ndh, nous
estimons qu’il y aurait une baisse de NADH, mais que le NAD+ et les H+ produits seraient
considérables, d’autant plus avec 1’ajout de protons d’hydrogéne sous la forme de H>O. Il sera
d’autant plus intéressant d’étudier la régulation de fim avec le double mutant suggéré plus haut,

nuoH/ndh, afin de diminuer au maximum le NADH présent.
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Pour ce qui est des autres mutants étudiés, leur profil d’expression concernant fim est tres
variable d’une condition a une autre. Rappelons que pour la plus faible et les deux plus fortes
concentrations, seul ndh avait un effet significatif réprimant I’expression de fim. A 50 uM de
peroxyde, outre ndh, les mutants oxyR, nuoH, yqiC et ahpC réprime fim (Fig. 13). Aucune
surexpression de fim n’est notable dans cette condition. Pour ce qui est de 1 mM de peroxyde,
seul ndh réprime fim, mais deux mutants surexpriment ce dernier, soit sodB et katG (Fig. 16).
Toutefois, cette surexpression ne s’applique pas a 2 mM, ces mutants ayant une expression
similaire a la souche sauvage de référence (Fig. 17). L ’expression des autres mutants discutés
ici ne semble pas étre significative et substantielle dans I’optique de tirer des conclusions sur

leur effet dans la régulation de fim.

3.1.2 Effet lors d’un traitement choc

Lorsque le stress est induit apres la croissance, comme c’est le cas durant I’infection de 1’hote,
certains mutants, dont ndh, n’ont pas d’effet significatif sur I’expression de fim, alors que ce
mutant avait un profil d’expression a la baisse chez fim, ce qui était trés distinct (Fig 18).
Toujours en gardant en téte que ndh est une NADH-déshydrogénase qui a pour but de produire
du NAD+ et des ¢électrons pouvant rejoindre I’accepteur final, il était logique que lors de la
croissance de la bactérie, I’expression de fim soit réprimée, car la quantité de NADH produite
¢tait plus basse que la quantité d’¢lectrons, donc la quantité de stress était plus €élevée. Suivant
ce raisonnement, il aurait été normal de voir le méme patron lors d’un traitement choc. Il serait
encore pertinent de mesurer le ratio NADH/NAD+ dans la situation de choc et de le comparer
la situation de croissance. Cela permettrait d’établir un lien clair entre la présence des ions H+
produits par la NADH-déshydrogénase, les ions H+ provenant du stress oxydatif induit et la

régulation du fimbria fim.

Toujours dans le méme ordre d’idée, le mutant nuoH, également une NADH-déshydrogénase
du complexe I de la CTE, entraine la répression de fim. Cela suggere qu’elle aussi, régulerait
fim de la méme fagon que ndh, selon la durée d’exposition au stress oxydatif. Nous pouvons

donc en conclure que nuo régule négativement fim lorsque le stress est de courte durée et qu’il

83



survient apres la croissance normale de la bactérie. En parallele, fim est également réprimé par
son autre NADH-déshydrogénase, soit ndh, lorsque le stress généré tout au long de la croissance.
Cela confére un role treés important au complexe I de la CTE quant a la régulation de fim, puisque
tout au long de I’infection de I’hote, donc des son arrivée dans le tractus et lors de sa réplication,
la bactérie nécessite la présence du complexe 1. Afin de confirmer cette hypothése, la création
du double mutant nuoH/ndh serait essentielle pour caractériser I’importance du complexe I de

la CTE sur la régulation de fim.

Finalement, un autre mutant qui s’est illustré lors des expériences portant sur le traitement choc
est yqiC, qui engendre la surexpression de fim. Selon les autres expériences discutées plus haut,
yqiC avait toujours un effet de régulation négative chez fim. L’expression n’était pas
significative lors des traitements de longue exposition, alors qu’une exposition trés courte, elle
est fortement a la hausse. Il est possible que cet effet soit attribuable a son role dans la synthese
des métaquinones, qui agissent comme transporteurs d’¢lectrons dans le complexe III, mais
aussi comme antioxydants dans le but de baisser le stress oxydatif et faciliter la production
d’ATP. Afin d’élucider cette hypothése, la création des mutants des complexes I (SdhA) et 111
(Cyo et Cyd) est nécessaire pour mieux comprendre la régulation de fim par rapport a ces autres

complexes.
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4. Doubles mutants

La création de doubles mutants permet d’obtenir plus de précisions concernant un groupe de
geénes comme les catalases, les peroxydases ou bien les différents complexes de la chaine de
transport d’électrons et ’effet, direct ou indirect qu’ils pourraient avoir sur la régulation du

fimbria fim.

Bien que plusieurs doubles mutants aient ét€ proposés dans notre analyse, seulement katG/ahpC,
katG/tsaA et ahpC/tsaA ont été obtenus par notre laboratoire. Comme il existe trois catalases et
trois peroxydases dans le génome de Sa/monella Typhi, il était pertinent de déterminer 1’effet
de leur redondance. Donc, en créant des paires entre notre catalase katG et les premicres
peroxydases obtenues, ahpC et tsad, ainsi qu’un mutant de ces deux peroxydases, nous
pouvions mieux évaluer leur effet sur la régulation de fim qu’en étudiant seulement de simples

mutants.

Tout d’abord nous avons étudié¢ 1’expression de fim en condition aérobie, afin d’avoir une
référence pouvant étre comparée avec nos autres mutants discutés plus haut. Seul le double
mutant ahpC/tsad n’a pas influencé I’expression de fim. En revanche, katG/tsaA a régulé

positivement fim alors que katG/ahpC le régule de fagon négative, voire nulle (Fig. 20).

Pour ce qui est du double mutant exclusif aux peroxydases, cela suggere qu’elles n’ont pas de
role essentiel, puisque lors que toutes deux absentes, elles n’influencent pas la régulation de fim.
Parall¢lement, lorsque nous les avons étudiées en tant que simple mutant, les deux peroxydases
réprimaient fortement 1’expression de fim (Fig. 8) Il semblerait que, lorsque seule, elles ont un
réle important quant a la régulation du fimbria, mais lorsque combinée, leur absence chez fim
module possiblement ’autre peroxydase du chromosome, soit #px ou bien ces catalases katG,
katE ou katN. Eventuellement, il serait intéressant d’obtenir un triple mutant peroxydases,
incluant aussi #px, afin de déterminer si les peroxydases ont un effet chez fim. Sans quoi, cela
nous indiquerait que ce sont les catalases qui ont effet déterminant sur la détoxification du stress
oxydatif qui influence la régulation de fim. Donc, la création d’un triple mutant, incluant c’est
deux peroxydases et une des trois catalases du chromosome pourrait aussi ¢élucider ces

hypotheses.
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La littérature nous indiquait déja que les catalases, comme katG, ont des rdles trés importants
dans la détoxification des ROS, et ce chez plusieurs bactéries, comme E. coli, qui présente
beaucoup de ressemblance de régulation avec Salmonella. Lorsque nous avons produit la
mutation de la catalase, couplées avec la mutation d’une peroxydase, nous avions pour
hypothese que I’expression de fim serait diminuée de fagon tres significative, n’ayant plus de
systeme de défense efficace contre le stress oxydatif rencontré. Pour le double mutant katG/tsaA,
fim présente une surexpression importante. Celle-ci pourrait s’expliquer par les résultats
préliminaires qui nous ont poussés a la construction de ce double mutant, indiquant que katG,
lorsque simple mutant, entraine la surexpression de fim. Cette surexpression pourrait se justifier
par la redondance des systemes de détoxification, suggérant que katG n’est pas essentiel a la
réduction du stress oxydatif. En effet, lorsque katG ne se retrouve pas dans le chromosome, en

plus d’une peroxydase jouant un role similaire, la tendance d’expression reste la méme.

Toutefois, cette hypotheése a été réfutée par les résultats obtenus avec le double mutant
katG/ahpC (Fig.8). Ici, la logique attendue était la méme que celle décrite plus haut. Pourtant,
lorsque ni katG, ni ahpC sont simultanément présents, 1’expression de fim est nulle. Il est
important de souligner que la croissance bactérienne de nuit obtenue ¢€tait similaire a celle
attendue, offrant une densité optique a 600 nm étant supérieure a 0,6. Nous ne pouvons donc
pas attribuer de défaut de croissance influencant I’expression de fim. Ces résultats conférent un
réle important & katG ainsi qu’a ahpC lorsque combinés. Ce résultat trés intéressant pourrait
rendre la mutation de ces deux geénes des cibles thérapeutiques, empéchant totalement

I’expression du fimbria fim et de la virulence.

Afin de porter I’expérience plus loin, nous avons comparé¢ I’expression de fim, dans ces doubles
mutants, en présence de stress oxydatif induit a faible et a forte concentration lors de la
croissance de nuit. Le but de ce test était de déterminer si les bactéries, rendues dans un stade
avancé de croissance, comme celui observé lors de prolifération dans les organes clés, verraient
leur expression de fim varier. En d’autres mots, est-ce que 1’absence de ces genes détoxifiants
dans le chromosome serait capable de se répliquer efficacement et de conserver et/ou modifier
son patron d’expression de fim? Peu importe la quantité de stress oxydatifs, 5 uM ou 2 mM, le
patron d’expression de fim reste inchangé chez nos trois doubles mutants testés (Fig. 21). Cela

nous indique que 1’ajout de ROS dans le milieu n’influence pas 1’expression de fim alors que
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ses tactiques détoxifiantes sont atteintes. Cependant, cette information se veut un avantage pour
la recherche de cible thérapeutique dirigée vers katG/ahpC, car les génes détoxifiants restants,
comme katE, katN et tpx n’ont pas pris le dessus lorsqu’une forte concentration de stress est
survenue dans le milieu. Ayant des roles similaires, ces génes auraient pu nécessiter une
activation selon la quantité de ROS rencontrée dans son milieu de croissance. Toutefois, comme

I’expression de fim reste nulle, nous pouvons suggérer autrement.

Nous pouvons donc tirer cette conclusion évidente, les mutations de katG/ahpC empéchent
I’expression de fim, un fimbria essentiel pour la virulence de Salmonella Typhi et d’autant plus
pour ces capacités d’adhésion et d’infection nécessaire pour la colonisation des organes de
I’hote, et assurer la prolifération vers une infection systémique mortelle. Cela confirme donc
I’hypothese discutée dans la section 3.7 (La détoxification du stress oxydatif chez S. Typhi),
mentionnant de récentes recherches ciblant katG et ahpC comme des médiateurs clés pour la

réduction des ROS (Wan et al., 2021).
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5. Role des complexes de la chaine de transport d’électrons

La chaine de transport d’¢lectrons étant au cceur de notre analyse, il était pertinent d’explorer
I’importance de chacun des complexes de celle-ci. Aussi, les inhibiteurs des complexes étant
des cibles thérapeutiques envisageables, il devenait impératif de déterminer leur effet sur les
complexes. Ici, seulement le premier complexe a été étudié, mais afin d’obtenir un portrait
global de la régulation de fim dans la CTE, il serait pertinent de créer les mutants des complexes

IT et III ainsi que de tester leur inhibiteur respectif.

5.1 Complexe I
Notre étude se concentre sur le complexe I de la CTE de Salmonella Typhi, et donc le role des
NADH-déshydrogénase, nuo et ndh, discuté plus haut. La roténone est un inhibiteur du
complexe I bien connu et bien documenté chez la mitochondrie (Palmer et al., 1968) et c’est
celui que nous avons choisi de supplémenter a 140 mM dans nos croissances bactériennes de

nuit.

L’inhibiteur ajouté réprime significativement I’expression de fim chez les mutants nuoH et ndh.
Cela nous prouve I’efficacité de ’inhibiteur choisi quant au complexe I de la CTE. Le méme
niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les autres mutants oxyR,
sodB, katG, ahpC, tsaAd et yqiC, qui eux, ne font pas partie du complexe ciblé (Fig. 22). La
roténone devient donc un bon choix pour cibler le complexe I et donc empécher la régulation
de fim, et par le fait méme la capacité de la bactérie de produire de I’énergie pour assurer sa
survie et sa virulence. Toutefois, comme 1’effet de la roténone sur les cellules humaines agit de
la méme facon que la chimiothérapie, donc elle empéche la formation des microtubules
nécessaire pour former le fuseau mitotique pour faire la mitose (Brinkley et al., 1974), le
traitement se vaudrait trés invasif et dommageable pour I’individu. L’investigation d’autres
inhibiteurs du complexe I de la CTE serait favorable pour limiter I’effet sur 1’hote, tout en lui

assurant une efficacité contre la virulence de Salmonella Typhi.
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Conclusion

Les objectifs de notre étude ont partiellement été atteints, laissant place a plusieurs autres projets
portant sur la redondance des enzymes détoxifiantes de stress oxydatif, les complexes II et I11
de la chaine de transport d’électrons et leur inhibiteur respectif, concernant la régulation de fim,
un fimbria essentiel a I’adhésion et la formation de biofilm, deux facteurs de virulence essentiels

pour I’infection et la colonisation de son hote.

Nos expériences ont d’abord démontré le role de la chaine de transport d’électron,
principalement le complexe I, avec la NADH-déshydrogénase encodée par ndh qui possede des
effets spécifiques concernant la régulation de fim. Ce complexe est aussi composé d’une autre
NADH-déshydrogénase nuo. Nous proposons des pistes de recherches ciblant totalement la
régulation de fim par le complexe I par la mutation compléte par le biais du double mutant
nuo/ndh. Nous avons déja prouvé ’efficacité de la roténone, un inhibiteur du complexe I.

Toutefois, étant trés néfaste pour ’humain, il serait pertinent de cibler d’autres inhibiteurs.

En discutant toujours du réle de la CTE, YqiC stimule un grand intérét puisque c’est un super-
régulateur de Salmonella qui agit dans la syntheése des transporteurs d’électrons comme les
ubiquinones et les métaquinones, dans la génération d’ATP et dans le maintien du métabolisme
bactérien lorsqu’en présence de stress oxydatif. Lorsqu’en condition forte en oxygéne, yqiC
n’est pas essentiel pour la régulation de fim, mais tout ceci change lorsque 1’accepteur final
d’¢lectron n’est plus I’oxygeéne, comme c’est le cas dans le tractus intestinal. Cette
caractéristique de S. Typhi s’explique par le fait que la bactérie est anaérobie facultative et peut
utiliser différents accepteurs finals autres que 1’oxygeéne. Ce geéne devient lui aussi une cible
thérapeutique dans la régulation de fim, ce qui limiterait sa capacité d’adhérence et de

prolifération lors de I’infection de I’hote.

Finalement, la caractérisation des catalases et des peroxydases s’est avérée pertinente, indiquant
que katG et ahpC, lorsque toutes deux absentes, réprime totalement I’expression de fim. De plus,
en ajoutant un stress oxydatif dans le milieu de croissance de ces bactéries, nous avons pu ne
constater aucun changement au patron d’expression de fim. Ces changements non significatifs

peuvent sembler non concluants. Au contraire, les génes détoxifiants restants, comme katE, katN
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et tpx n’ont pas pris le dessus lorsqu’une forte concentration de stress est survenue dans le
milieu. Ayant des rdles similaires, ces génes auraient pu nécessiter une activation selon la

quantité de ROS rencontrée dans son milieu de croissance.

Somme toute, cette ¢tude a permis de contribuer a la caractérisation de la chaine de transport
d’¢lectrons et a la compréhension des patrons de régulation du fimbria fim, lui procurant de
nombreux avantages dans la virulence de Salmonella enterica sérovar Typhi. Ces expériences

laissent des pistes évidentes et de nombreuses opportunités de recherche.
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Annexes

Création d’un mutant par échange allélique

Exemple avec le mutant peroxydase AhpC

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str.
CT18

ahpC - alkyl hydroperoxide reductase subunit C

Position: 654566..655129 Length: 564 bp. (187 amino acids)

Genomic context (fragment size: 20000 bp.)

Shown is a diagrammatic representation of the genes in the region surrounding ahpC (positions 644848-664847). The genes are coloured
by GC. Mouseover the image to view annotation of genes.

645000 650000 655000 660000
GC '
>1cl| |STY0653|ahpC|72985681 alkyl hydroperoxide reductase subunit C

ATGTCCTTAATTAACACCAAAATCAAACCTTTCAAAAACCAGGCGTTCAAAAACGGTGAA
TTCATTGAAGTCACCGAGAAAGATACCGAAGGCCGCTGGAGCGTCTTCTTCTTCTACCCG
GCCGATTTTACCTTTGTTTGCCCGACTGAACTGGGTGACGTTGCCGACCATTACGAAGAA
CTGCAGAAGCTGGGCGTAGACGTTTATTCCGTCTCAACCGATACTCACTTTACGCACAAA
GCATGGCACAGCAGCTCTGAAACTATCGCAAAAATCAAATATGCGATGATCGGCGACCCG
ACTGGCGCCCTGACCCGTAACTTCGACAACATGCGTGAAGATGAAGGCCTGGCAGACCGT
GCGACCTTTGTTGTTGACCCGCAGGGTATCATTCAGGCGATCGAAGTTACCGCTGAAGGT
ATCGGCCGTGACGCGTCTGACCTGCTGCGTAAAATTAAAGCAGCACAGTATGTTGCCGCT
CACCCAGGCGAAGTATGCCCGGCGAAATGGAAAGAAGGTGAAGCGACTCTGGCTCCATCC
TTAGACCTGGTCGGTAAAATCTAA

>ahpC (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. CT18) plus
1000 bp. Upstream

ct

atttttctttttaatatcaaagcgaaaagagtattaatgatgatgcc
tatcgcagacataggtaagagctggcgtgccaggattgceccctttectgtgectggggtgatgtaatcecttttegetgt
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tacagcctttgttaaggtaatgtagagcgcaacacttagccagcatatacgctatggatttcgagtggcaggcaat
acgcctgccatttgcaagacgagtcgtactggectctgaagttacctacgggtagttcaggtaatggggeccgectgt
caggcggcctttttactttagatggctgacagggcgcagtgttcacaatgtcgeccgaatecgggttgttagttaac
gcttattgatttgataatggaaacgcattagccgaatcagcaaaatttcgttaacttactcctcaacgaaaacacg
gaggaagtatagATGTCCTTAATTAACACCAAAATCAAACCTTTCAAAAACCAGGCGTTCAAAAACGGTGAATTCA
TTGAAGTCACCGAGAAAGATACCGAAGGCCGCTGGAGCGTCTTCTTCTTCTACCCGGCCGAT [lNCCCRe
BEEEAB rGAACTGGGTGACGTTGCCGACCATTACGAAGAACTGCAGAAGCTGGGCGTAGACGTTTATTCCGTCTCA
ACCGATACTCACTTTACGCACAAAGCATGGCACAGCAGCTCTGAAACTATCGCAAAAATCAAATATGCGATGATCG
GCGACCCGACTGGCGCCCTGACCCGTAACTTCGACAACATGCGTGAAGATGAAGGCCTGGCAGACCGTGCGACCTT
TGTTGTTGACCCGCAGGGTATCATTCAGGCGATCGAAGTTACCGCTGAAGGTATCGGCCGTGACGCGTCTGACCTG
CTGCCTAAAATTAAAGCAGCACAGTATGTTGCCGCTCACCCAGGCGAAGTATGCCCGGCGAAATGGARAAGAAGGTG
AAGCGACTCTGGCTCCATCCTTAGACCTGGTCGGTAAAATCTARAatttccgtecgtectttcacgeccatagectgegtt
ggcgttgcctgctcaccccecggtcacttacttcagtaagectececcggggattectcagge

Igaaatactttggaaattgtttcagtcatgggcgcatccgcgcccatttcatttcagcaccatgacgcaagttgca
ttaatgcagtcccgcgaagtcggcttgcatgatgatgttttcagagagggaagaaga

tggagcagattcgcgatattgacggcgattttgaattcgaaacttattattcactctcctgccataactgeccg
gacgtagtgcaggcgctgaacctgatggcggtgctgaacccgecgtattaaacatacggcaattgatggecggcacct
tccagaacgaaatcaccgaacgtaacgtgatgggecgttccecggeggtgtttgtcaacggtaaagagttcggeccaggyg
acgtatgactctgaccgagattgtcgctaaagtggatactggcgcagaaaaacgtgcggcggaagcgctgaacaaa

cgcgatgcgtatgacgtgctgattgtcggctceccggececggecgggegeggeggecggeggtcectactecggecgegcaaag
gcatccgtaccggtctgatgggcgagecgecttecggecggtcaggtgectggataccgtyg

ahpCF1 aaacgcattagccgaatcag
ahpCR2 GTCGGGCAAACAAAGGTAAA
W : TTTACCTTTGTTTGCCCGAC
ahpCF3 GTCTGACCTGCTGCGTAAAA
- acgtcagagtaaggcggcta

W : tagccgcecttactctgacgt
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Résultats de la sensibilité au peroxyde d’hydrogene

Diametre d’inhibition mesuré apres 24 heures
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Figure 23. — Compilation des résultats obtenus en triplicatas

Les données présentées sont le taux + I’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student
par rapport a la souche sauvage (WT). Le mutant fim pfim :lacZ est utilis€ comme un controle

interne.
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	Résumé 
	La bactérie Salmonella enterica sérovar Typhi est l’agent responsable de la fièvre typhoïde qui cause 20 millions de cas et plus de 200 000 morts annuellement. Elle possède plusieurs facteurs de virulence y compris 14 fimbriae, des structures protéiques que l’on retrouve à la surface de certaines bactéries. Plusieurs facteurs impliqués dans la chaîne de transport d'électrons (CTE) influencent l’expression du fimbriae fim, tel que Ndh, une NADH déshydrogénase (NADH-2), qui accepte et transmet les électrons du complexe I au pool de quinones entre le complexe II et III, et est un facteur majeur de la respiration aérobie chez les bactéries qui régit l'équilibre entrele NADH et NAD, et YqiC, une protéine multifactorielle et un facteur accessoire des ubiquinones, ont été identifiés comme activateur du fimbriae Fim. Notre hypothèse est que la CTE est impliquée dans la régulation du fimbriae fim. Nous voulions déterminer si la CTE régule l’expression du fimbriae fim de façon directe ou indirecte. Pour ce faire, nous avons déterminé le rôle du complexe I ; l’effet du stress oxydatif; et le rôle de l’accepteur final d’électron. Plusieurs mutants ont été créés par échange allélique et l’expression de fim chez ces mutants est quantifiée à l’aide d’un gène rapporteur, soit une fusion du promoteur fim avec le gène rapporteur lacZ. Pour déterminer le rôle du complexe I de la CTE, nous avons testé le mutant NDH-1 et NDH-2, qui s’avère à jouer un rôle important essentiel pour la régulation de fim. Pour évaluer l’effet du stress oxydatif, nous avons testé les mutants OxyR, SodB, la catalase KatG et les 3 peroxydases (Tpx, AhpC et TsaA) qui détoxifient les espèces réactives d’oxygènes (ROS) produites lors de la respiration. L’absence combinée de la catalase KatG et de la peroxydase AhpC empêche totalement l’expression de fim. Le rôle de l’accepteur final d’électron a été évalué par la présence ou absence d’oxygène, avec ou sans ajout de nitrate, nous suggérant un rôle important de YqiC pour la synthèse des transporteurs d’électrons, la génération d’ATP et le maintien du métabolisme bactérien en cas de stress oxydatif. Cette étude a permis d’identifier Ndh (NDH-2) comme une cible thérapeutique potentielle puisqu’elle ne se retrouve pas dans la chaîne d’électron de la mitochondrie chez les mammifères, donc chez les humains.  Aussi, cette étude a permis de cibler les gènes détoxifiants essentiels à la régulation de fim, devenant eux aussi des cibles thérapeutiques potentielles. 
	Mots clés :  S. Typhi, fimbriae, chaîne de transport d’électron, stress oxydatif.
	Abstract
	The bacterium Salmonella enterica serovar Typhi is the causative agent of typhoid fever, which causes 20 million cases and more than 200,000 deaths annually. It has several virulence factors including 14 fimbriae, protein structures found on the bacterial surface. Several factors involved in the electron transport chain (ETC) influence expression of the fim fimbriae, such as Ndh, an NADH dehydrogenase (NDH-2), which accepts and transports electrons from complex I to the quinone pool between the complex II and III, and is a major factor in aerobic respiration in bacteria that governs the balance between NADH and NAD, and YqiC, a multifactorial protein and an ubiquinone biosynthesis accessory factor, have been identified as an activator of Fim fimbriae . Our hypothesis is that ETC is involved in the regulation of the fim fimbriae. Our aim was to determine whether ETC regulates the expression of the fim fimbriae directly or indirectly. To do this, we determined the role of complex I; the effect of oxidative stress; and the role of the final electron acceptor. Several mutants were created by allelic exchange and fim expression in these mutants was quantified using a reporter gene, i.e. a fusion of the fim promoter with the lacZ reporter gene. To determine the role of ETC complex I, we tested the NDH-1 and NDH-2 mutants, which appears to play an important role essential for fim regulation. To assess the effect of oxidative stress, we tested mutants of OxyR, SodB, catalase KatG and the 3 peroxidases (Tpx, AhpC and TsaA) which detoxify reactive oxygen species (ROS) produced during respiration. When both the catalase KatG and the peroxidase AhpC were mutated, the fim expression was totally turned off. The role of the final electron acceptor was evaluated by the presence or absence of oxygen, with or without addition of nitrate, suggesting an important role of YqiC for electron carrier synthesis, the generation of ATP and the maintain bacterial metabolism in the event of oxidative stress. This study made it possible to identify Ndh (NDH-2) as a potential therapeutic target since it is not found in the electron chain of the mitochondria in mammals, therefore in humans. Also, this study made it possible to target the detoxifying genes essential to fim regulation, also becoming potential therapeutics targets.
	Keywords : S. Typhi, fimbriae, electron transport chain, oxydative stress.  
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	Introduction
	La résistance bactérienne aux antibiotiques est un problème émergeant auquel nous devons faire face et trouver des solutions alternatives afin de neutraliser les infections et les conséquences possibles. En effet, on estime que d’ici 2050, 10 millions de personnes par année décèderont si la situation n’est pas prise en main rapidement (Organisation mondiale de la santé [OMS], 2019). L’éventail d’alternatives est rempli de possibilités; il ne reste qu’à déterminer lesquelles s’appliquent à chaque bactérie. On parle souvent de la vaccination, de la phagothérapie, les peptides antimicrobiens ou du détournement du système CRISPR-Cas9 (Gholizadeh et al., 2020) pour contrer cette problématique. Ici, nous avons décidé d’apprendre à mieux connaître notre microorganisme d’intérêt dans l’optique d’attaquer directement sa constitution, afin de limiter sa prolifération ainsi que sa capacité d’infection. 
	1. Salmonella 
	Salmonella est une bactérie Gram négative qui infecte autant l’humain que les animaux, se transmettant facilement par contact avec la nourriture et l’eau, faisant d’elle un continuel problème. Les symptômes typiques sont l’affection du système digestif ; diarrhée, vomissement, crampes, etc.
	Appartenant à la famille des entérobactéries, cela fait d’elle une cousine très proche d’Escherichia coli. Leur patrimoine génétique et leurs gènes de ménages sont grandement similaires. Ces similitudes facilitent la recherche concernant sur Salmonella et aident à mieux comprendre la régulation de cette dernière puisque E. coli est la bactérie la plus étudiée dans le monde. Salmonella se divise en 2 espèces : bongori et enterica, puis en six sous-espèces et on ne dénombre pas moins de 2 500 sérovars (Brenner et al., 2000). La sous-espèce enterica comprend la majorité des souches pathogènes chez l’humain et contient des souches typhiques et non-typhiques (Mandal et Brennand, 1988). 
	À ce jour, l’agent de la fièvre typhoïde, Salmonella enterica sérovar Typhi (S. Typhi) est une bactérie peu connue du public et de la communauté scientifique, elle est souvent confondue avec les salmonelles non-typhiques que l’on retrouve chez les produits de la volaille. Pourtant, elle infecte entre 11 à 20 millions de personnes par année et tue parmi ceux-ci, entre 128 000 à 161 000 meurent (OMS, 2021). Salmonella enterica sérovar Typhimurium est utilisé comme modèle de la typhoïde, car il existe un modèle murin d’infection systémique (Thompson, 2016).  S. Typhi voit son étude mise de côté et les informations qui la concernent sont extrapolées du modèle murin, malgré le fait que ces deux sérovars sont très différents l’un de l’autre, autant dans leur virulence et leur régulation globale. La recherche présentée dans ce mémoire porte donc sur la régulation de S. Typhi. 
	1.1 Généralités de Salmonella Typhi

	Tel que mentionné plus haut, Salmonella enterica sérovar Typhi est spécifique au genre humain et est l'agent causal de la fièvre typhoïde. Ce pathogène intracellulaire facultatif pénètre dans le tractus gastro-intestinal humain via l'eau et les aliments contaminés. L'infection de la muqueuse épithéliale intestinale engendre des symptômes comme la fièvre, l’intoxication du système nerveux, l’hémorragie intestinale causant la perforation et une infection systémique sévère pouvant causer la mort (House et al., 2001; Zhang et al., 2018). Lors de la fièvre typhoïde, l’infection atteint de façon plus agressive le foie, la rate, la vésicule biliaire et la moelle osseuse. Les rechutes et la persistance, présentent chez la plupart des convalescents, sont également des caractéristiques typiques de la fièvre typhoïde. 
	C’est le schéma de Kauffman-White (Popoff et al., 2001) qui permet d’identifier et diviser les salmonelles en sérovars. Ces antigènes de surfaces sont: l’antigène flagellaire « H », l’antigène oligosaccharidique « O » et l’antigène polysaccharidique capsulaire « Vi ». C’est d’ailleurs grâce à la capsule Vi que S. Typhi peut passer inaperçu du système immunitaire de l’hôte et avoir une infection optimale. De plus, à sa surface S. Typhi présente des fimbriae, facilitant son attachement spécifique aux cellules et assurant la formation de biofilms et donc la persistance chez l’hôte (Rhen, 2019) (Kolenda et al., 2019).
	1.1.1 Infection par Salmonella enterica sérovar Typhi

	S. Typhi peut seulement infecter son hôte par le biais de nourriture ou d'eau contaminées. Tout d’abord, elle doit survivre aux enzymes buccales, qui sont présentent pour dégrader les microorganismes et débuter la digestion mécanique des aliments. Cette difficulté est très minime pour la bactérie, comparée à l’acidité qui l’attend dans l’estomac. Son chemin dans le tractus digestif est facilité par le mouvement de péristaltisme de l’hôte et par les flagelles qu’elle possède, permettant une locomotion fluide et rapide. Lorsque Salmonella atteint l'intestin et traverse la barrière épithéliale, elle pénètre par les cellules M des cellules des plaques de Peyer. On estime que ces cellules seraient la porte d’entrée vers les macrophages (Jepson et Clark, 2001). Dans les macrophages, S. Typhi active différentes stratégies de virulence afin d'y survivre et de se répliquer. Grâce à la circulation lymphatique, les macrophages migrent et la bactérie rejoint les ganglions lymphatiques, le foie et la rate pour s’y multiplier. (Vazquez-Torres et al., 1999) Cette réplication durera quelques semaines et permettra un relargage massif dans le sang. L’infection devient alors systémique. Les symptômes cliniques sont la fièvre, les fibrillations cardiaques et l’encéphalopathie (House et al., 2001). Il est aussi possible que la bactérie aille rejoindre la vésicule biliaire, qui permettra un relargage vers les intestins, et éventuellement dans les selles du patient (Dougan et Baker, 2014). Cette propagation dans ces organes peut même mener à des perforations du tractus intestinal et des saignements, rendant l’infection encore plus sévère, voire mortelle (Parry et al., 2002).
	Dans un cas de porteur chronique, l’hôte va continuer d’excréter des bactéries après l’infection, la bactérie va adhérer aux cellules de l'hôte pour coloniser la vésicule biliaire, et ce, à l'aide de ces 14 fimbriae et ces facteurs de virulence. C’est ce qu’on qualifie de biofilm, donc une communauté bactérienne qui tapisse l’intérieur de l’organe, permettant la prolifération et la persistance de la bactérie (Parry et al., 2002). De son côté, l’hôte aussi utilise différentes stratégies pour sa survie. L’une d’entre elles est d’utiliser les phagocytes pour tuer et éradiquer les bactéries présentes. Ce phénomène produit beaucoup d’espèces réactives d’oxygène (ROS) dans l’environnement qui sont toxiques à la fois pour la bactérie et l’hôte endommageant principalement leur ADN (Karash et al., 2017). 
	Salmonella va produire des protéines effectrices, localisées sur des îlots de pathogénicité de Salmonella (SPI1 et SPI2), qui augmentent la réaction d’inflammation en influençant à la hausse les espèces réactives d’oxygène et de nitrate. Les facteurs de virulence de la salmonelle sont contenus dans les îlots de pathogénicité ont été acquis horizontalement par S. Typhi (Hansen-Wester et Hensel, 2001; Lou et al., 2019). SPI1 et SPI2, respectivement, jouent tous deux un rôle fondamental dans l’invasion de S. Typhi, facilitant l’invasion de l'épithélium intestinal et la réplication dans les phagocytes. Une fois bien attachées, les bactéries vont pouvoir entrer dans les cellules par ondulation, grâce au système de sécrétion type 3 (SST3) du SPI1 qui permet l'introduction forcée dans la cellule non-phagocytaire en entourant la bactérie, dans le but de se reproduire de façon intracellulaire. Le SPI2, quant à lui, permet la survie des bactéries intracellulaire dans les cellules phagocytaires comme les macrophages, ce qui permet que l'infection devienne systémique (Parkhill et al., 2001).
	2. Fimbriae
	2.1 Généralités

	Les fimbriae sont des structures protéiques filamenteuses que l’on retrouve à la surface de plusieurs bactéries et ayant plusieurs rôles dans leur virulence. Il est important de ne pas confondre ce type de prolongement avec les pili, qui quant à eux, jouent un rôle dans la conjugaison bactérienne. On retrouve les fimbriae chez la plupart des entérobactéries et surtout chez les bactéries à Gram négatif (Duguid et al., 1955).
	C’est dès le tout début du 20e siècle que l’on remarque au microscope ces filaments. Mais c’est vers 1950, que la microscopie électronique à haute résolution va permettre une observation plus claire et que l’étude plus sérieuse débute. Les premières constatations se font chez E. coli et suggèrent que ces filaments servent à l’adhésion entre la bactérie et son hôte ou bien à des surfaces abiotiques (Houwink et van, 1950; Miles et Pirie, 1949).
	Certains fimbriae utilisent la voie d’assemblage chaperons-placiers « CUP » qui signifie « chaperon-usher pathway ». Un chaperon périplasmique et un placier à la membrane externe servent à assembler les principales sous-unités dans les structures filamenteuses externes finales. Cette classe de fimbriae est la plus diversifiée. Les fimbriae de S. Typhi sont phylogénétiquement sous-classées en cinq clades en fonction du placier : γ1, γ3, γ4, π et α (Townsend et al., 2001). Éventuellement, il a été possible de regrouper les fimbriae et de les classer en se basant sur trois caractéristiques principales, soient leur spécificité, leur structure et leur phylogénie basée sur l’homologie de séquence (Fronzes et al., 2008; Nuccio et Bäumler, 2007). 
	2.1.1 Fonctions des fimbriae

	En étant des prolongements physiques de la bactérie, les fimbriae peuvent être comparés des bras qui vont entrer en contact avec les cellules de l’hôte afin de s’y établir et de le coloniser. C’est grâce aux propriétés adhésives des fimbriae ainsi qu’à leur spécificité qu’une bactérie peut rapidement cibler un hôte à infecter (Forest et al., 2007; Kolenda et al., 2019).
	2.2 Fimbriae chez S. Typhi

	Bien que les salmonelles possèdent beaucoup de caractéristiques similaires, une des différences est le nombre ainsi que la fonction de ces fimbriae. Comme mentionné plus haut, l’étape d’adhérence assurée par les fimbriae est essentielle lors de la pathogenèse, surtout chez S. Typhi. Cependant, les fimbriae ne semblent pas se limiter qu’à cette étape, en ayant un rôle dans l’invasion de l’épithélium intestinal ainsi que dans la formation de biofilms (Chessa et al., 2009) (Weening et al., 2005; Wilson et al., 2008). Au nombre de 14, les multiples fimbriae de S. Typhi ont chacun des fonctions particulières, rendant la bactérie efficace lors de l’infection systémique (Yue et al., 2012). 
	Figure 1. – Fimbriae de S. Typhi observés en microscopie électronique. 
	Tiré de (Dufresne et al., 2018) avec reproduction autorisée sans permission selon une « creative commons license ». 
	Globalement, 12 des fimbriae sont exprimés par la voie « CUP », (bdf, fim, saf, sef, sta, stb, stc, std, ste, stg, sth et tcf), un fimbriae curli de type agrégatif (csg) et un pilus de type IV (pil) (Townsend et al., 2001). Huit de ces fimbriae sont aussi retrouvés chez S. Typhimurium, comme Bcf, Fim, Saf, Stb, Stc, Std, Sth et Csg, tandis que cinq sont uniques à S. Typhi : Sef, Sta, Ste, Stg, Tcf et Pil. De plus, 5 fimbriae possèdent un ou des pseudogènes dans leur opéron (Bcf, Sef, Ste, Stg et Sth) empêchant possiblement la formation d’un fimbria fonctionnel (Dufresne et al., 2018). Ces fimbriaes de Salmonella Typhi jouent chacun des rôles importants dans la virulence, la figure 2 résume ceux-ci. 
	Figure 2 - Fimbriae de Salmonella Typhi et leur rôle dans la virulence. 
	Tiré de (Dufresne et al., 2018) avec reproduction autorisée sans permission selon une « creative commons license». 
	2.2.1 Fim  

	Dans l’étude qui suit, c’est le fimbriae fim qui sera étudié. C’est le fimbria le plus étudié chez Salmonella enterica dû à la conservation importante de ces gènes. Il a principalement été caractérisé chez S. Typhimurium, l’homologue murin de S. Typhi. Il est important de noter que ce fimbriae n’est pas homologue à celui d’E. coli, n’ayant que des ressemblances au niveau morphologiques (Humphries et al., 2001 ;(Rossolini et al., 1993). Ce fimbriae de type 1 possède plusieurs gènes codant pour des sous-unités ou des gènes de régulation, tel que fimA, fimI, fimC, fimD, fimH, fimF, fimZ, fimY et fimW (Boyd et Hartl, 1999). L’interaction hôte-pathogène est renforcée par la présence des fimbriae, principalement le fimbria de type 1, celui qui sera principalement discuté dans cette étude. Ce dernier est l’un des prolongements adhésifs bactériens des plus connus et des plus documenter chez les entérobactéries comme E. coli et Salmonella, puisqu’ils sont de redoutables facteurs de virulence. Chez ce fimbria, composé principalement de protéines FimA, on retrouve également l’adhésine nommée FimH se retrouvant à l’extrémité du filament protéique, permet la reconnaissance des glycoprotéines de surfaces exprimer par l’hôte, rendant la pathogenèse bactérienne très spécifique (Kolenda et al., 2019).
	Sans les gènes fimA, fimF ou fimH, aucun fimbria ne serait produit, ce qui affecterait grandement la capacité d’adhérence et de virulence de la bactérie. Pour ce qui est des autres sous unités, leur caractérisation est encore en évolution. Pour l’instant, on attribue à FimC un rôle de chaperonne et FimD le placier jouant un rôle dans l’assemblage du fimbria. FimI aurait des propriétés influençant la longueur des fimbriae, tandis que FimZ, FimY et FimW ont des rôles dans la régulation. 
	Certaines recherches effectuées dans notre laboratoire ont permis de déterminer que la chaîne de transport d’électrons et les perturbations de la membrane influencent l’expression de fim. En effet, certains régulateurs de la chaîne, comme OxyR et Ndh sont des activateurs de fim (Dufresne, 2020). En effet, c’est à l’aide un criblage d’une banque de mutants par insertion de transposon réalisée par Karine Dufresne (Dufresne, 2020), qu’ils ont été identifiés comme étant important dans la modulation de fim. Grâce au promoteur de fim fusionné avec le gène rapporteur lacZ, (pRS-fim-lacZ), un criblage sur gélose contenant le substrat X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-bêta-D-galacto-pyranoside) a pu être réalisé. Cette méthode d’identification engendre la formation de colonies de couleurs (blanche, bleues pâles, bleues foncées) qui varient selon l’expression de fim.
	C’est le mutant 1, présenté sur la figure 3, qui a retenu l’attention avec sa baisse d’expression significative. Après séquençage, il a été déterminé que le gène ndh, qui correspond à la NADH déshydrogénase 2 (NDH-II), qui joue un rôle impératif dans la chaîne de transport d’électron afin d’assurer la production d’ATP, qui est un activateur de l’expression du fimbriae fim de S. Typhi. Le mutant 76, qui démontre une surexpression importante de fim, n’a pas été étudier ici, mais fera l’objet d’expériences futures par notre laboratoire. 
	Figure 3. - Identification de régulateurs de fim à l’aide d’un criblage par transposon.
	L’axe des X correspond au numéro donné aux mutants lors du criblage. L’axe des Y indique de ratio d’expression de fim selon un rapport expression du mutant / expression de la souche sauvage. 
	Adapté de la thèse de Karine Dufresne (Dufresne, 2020)
	Comme Salmonella Typhi et Salmonella Typhimurium ont des similitudes au niveau de leur génome, il était nécessaire de confirmer si les effets démontrés dans notre laboratoire (Dufresne, 2020) concernant des gènes activateurs connus de S. Typhi, soit oxyR, katG, yqiC, sodB et de phoP étaient bel et bien spécifiques à Salmonella Typhi et non généralisé aux autres Salmonella. Il n’y a pas d’effet significatif sur l’expression de fim lorsque ces gènes sont absents chez S. Typhimurium (Fig. 4). 
	Figure 4. - Expression de fim chez S. Typhimurium.
	Adapté de (Dufresne, 2020)
	L’expression de fim chez différents mutants mesurés par essais β-galactosidase. Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	3. La respiration cellulaire

	La respiration cellulaire est particulière à chaque espèce de bactéries et est différente de celle mitochondriale, en reposant toutefois sur des mécanismes de bases communs, afin de produire de l’adénosine triphosphate (ATP) en quantité suffisante. Toutefois, celle-ci ne se fait pas sans embûches, puisque des stress oxydatifs importants telle la variation du ratio NADH/NAD et la production d’espèces réactives d’oxygènes (ROS) surviennent lors du transfert d’électron d’un complexe à l’autre vers son accepteur final.  
	3.1 La chaîne de transport d’électron de la mitochondrie 

	Chez la mitochondrie, globalement, la réaction se résume comme tel : la création d’énergie fonctionne selon l’échange d’électrons par le receveur, ici l’oxygène, qui traverse la chaîne de transport reposant sur cinq complexes enzymatiques : Complexe I – NADH déshydrogénase, Complexe II – Succinate déshydrogénase, Complexe III – Cytochrome bc1, Complexe IV – Cytochrome c oxydase et le Complexe V - ATP synthase (Fig. 5). Sa caractérisation a laissé beaucoup de pistes pour décrire la CTE bactérienne et également découvrir des inhibiteurs de ces mêmes complexes. Plusieurs des inhibiteurs qui seront décrits dans cette section ont tout d’abord été décrits chez la mitochondrie, tel qu’illustré dans la figure 5.
	Figure 5. - Chaîne de transport d’électron chez la mitochondrie. 
	Adapté de (Zhao et al., 2019). Obtenu avec Biorender.
	3.2 La chaîne de transport d’électron bactérienne 

	E. coli est la bactérie la plus utilisée pour faire avancer la recherche, elle est aussi le modèle le plus étudier concernant les mécanismes énergétiques et la régulation de la respiration bactérienne. Comme Salmonella fait également partie des entérobactéries, nous estimons que cette régulation est essentiellement similaire dans ces complexes, malgré la diversité et la variabilité possible d’une bactérie à l’autre. En résumé, la chaîne respiratoire est divisée en trois : le complexe NADH déshydrogénase (I et II), le complexe succinate déshydrogénase et le complexe bd1/complexe bo3, tel qu’illustré dans la figure 6. Dans cette dernière, le cytochrome c diffusible est absent. Dans la respiration aérobique, la majeure partie du flux d'électrons est dirigée par la NADH déshydrogénase II et l'oxydase de type bo3, même si la NADH déshydrogénase I (nuo) est également fonctionnelle. C’est plutôt dans des situations où la quantité d'oxygène environnementale est limitée que le couplage avec la NADH-I est essentiel (Unden et Bongaerts, 1997)
	Figure 6. - Transport des électrons chez E. coli. 
	Adapté de (Price et Driessen, 2010).
	En résumé, cette chaîne comprend des NADH déshydrogénases qui sont liées à la membrane et des cytochromes oxydases. Les NADH déshydrogénases, NDH-I et NDH- II, oxydent le NADH et assure le transfert des électrons aux quinones et par le coenzyme Q, qui voit son efficacité modulée par YqiC, qui sont ensuite oxydées par des cytochromes oxydases, Cytbo3 (CyoABCD) ou Cytbd-I (CydAB), transmettant des électrons à l'accepteur d'électrons terminal, ici l’oxygène, pour obtenir des molécules d’eau. L’énergie conservée dans la chaîne est convertie en gradients de protons pour alimenter la synthèse d’ATP (Liu et al., 2019).
	3.3 La chaîne de transport d’électron de Salmonella Typhi

	Sachant tout ce que nous savons concernant la CTE mitochondriale et celle bactérienne, il a été possible de décrire la chaîne comme telle, possédant trois grands complexes illustrés sur la figure 7. 
	Figure 7. - Chaîne de transport d’électrons chez S. Typhi.
	Les « é » verts dans une forme de soleil représente les électrons, leurs déplacements dans la membrane suivent les flèches vertes. 
	Adapté de (Price et Driessen, 2010)3.3.1 Complexe I – NADH déshydrogénase
	Globalement, la première étape de la CTE a pour but d’oxyder les substrats grâce aux coenzymes NADH, qui vont transférer deux électrons à la NADH déshydrogénase, les rendant accessibles aux quinones se retrouvant dans la deuxième étape articulée par le cycle de Krebs. Le complexe, par le biais de Nuo, va pomper, via le changement de conformation du complexe, des protons vers la membrane externe (Yagi et Matsuno-Yagi, 2003).
	3.3.1.1 NADH déshydrogénase de type 1 (NADH-I) 

	Le premier complexe de la chaîne repose sur une NADH déshydrogénase de type I (NADH-I) qui couple l'oxydation du NADH grâce à la force engendrée par le déplacement des électrons dans la membrane. Cette NADH-I est formée du locus Nuo, qui comprend 14 sous-unités (NuoA-N). Cette première étape de la CTE est très similaire à ce que l’on retrouve dans la respiration mitochondriale (Falk-Krzesinski et Wolfe, 1998).
	3.3.1.2 NADH déshydrogénase de type 2 (NADH-II)

	Bien que présente chez certaines espèces bactériennes seulement, et que son rôle dans la chaîne est mitigé, la NADH déshydrogénase de type II (NADH-II), codé par ndh chez S. Typhi, est importante dans sa respiration. Comme elle ne se retrouve pas dans la respiration des mammifères, cette déshydrogénase pourrait être une cible thérapeutique lors du traitement de la pathogenèse (Heikal et al., 2014). Contrairement à la NDH-I, Ndh-II ne fonctionne pas grâce à une pompe à proton et se retrouve dans la membrane interne de la bactérie. Elle catalyse la réaction transportant l’oxygène de la phosphorylation oxydative vers le cycle de Krebs (Marreiros et al., 2016).
	3.3.1.3 Inhibiteur du complexe I – Roténone 

	Utilisée à la base comme un pesticide, la roténone est un produit obtenu naturellement des racines de plantes tropicales et subtropicales faisant partie des espèces des Lonchocarpus et Derris. Due à sa forte toxicité, certains pays européens ont même cessé l’usage de ce produit (Heinz et al., 2017). Toutefois, certains avantages de cette toxicité ont été démontrés, comme sa capacité à affecter la chaîne de transport d’électrons ainsi que l’apoptose des cellules en contact, dû à l’excès de radicaux libres générés par le produit (Gupta, 2014) .
	Chez les cellules humaines, l’effet n’était pas négligeable non plus, puisque la roténone empêche la formation des microtubules nécessaire pour former le fuseau mitotique pour faire la mitose, soit la division cellulaire des cellules somatiques (Brinkley et al., 1974).
	La roténone est un inhibiteur bien connu dans la chaîne de transport mitochondrial, ciblant le complexe I, de la NADH déshydrogénase. Son fonctionnement est très bien décrit chez la mitochondrie, empêchant principalement les protons de pouvoir réintégrer la membrane vers l’ubiquinone, résultant du blocage de la phosphorylation oxydative (Palmer et al., 1968).
	3.3.2 Complexe II – Succinate déshydrogénase

	Le complexe I, lors de son action de transfert d’électrons, crée en parallèle deux molécules de pyruvate. Elles sont donc converties en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) et elles peuvent passer par le cycle de Krebs et être clivées pour retourner hors de la membrane sous forme de dioxyde de carbone (CO2). Le rôle principal du complexe II est de catalyser l’oxydation du succinate en fumarate et par le fait même réduire l’ubiquinone dans la membrane. (Maklashina et al., 1998). 
	3.3.2.1 Succinate déshydrogénase (SdhA)
	La succinate déshydrogénase est une oxydoréductase qui a pour but de catalyser l'oxydation du succinate en fumarate. Cette enzyme est ubiquitaire, c’est-à-dire qu’on la retrouve dans toutes les cellules aérobiques. L’enzyme FAD (flavine adénine dinucléotide), un cofacteur d’oxydoréduction que l’on retrouve dans le complexe II de la chaîne respiratoire, se lie à SdhA, permettant de transmettre les électrons et les protons à l’ubiquinone, soit la prochaine étape de la CTE (Anraku, 1988).
	3.3.2.2 Inhibiteur du complexe II – Oxaloacétate 

	L’oxaloacétate est principalement un intermédiaire nécessaire dans le cycle de Krebs pour obtenir l’acide citrique, utilisant la citrate synthase comme enzyme. L’oxaloacétate est aussi un inhibiteur du cycle lui-même, lorsqu’en quantité plus élevée que celle nécessaire lors de la formation de l’acide citrique (Krebs et Johnson, 1980). En effet, l’oxaloacétate inhibe un autre intermédiaire du cycle, soit la succinate déshydrogénase, aussi connu comme deuxième complexe de la chaîne de transport d’électron. La régulation de l’activité de ce complexe n’est pas encore très bien détaillée, mais il est évident que l’oxaloacétate empêche l’oxydation du succinate en fumarate et rend alors impossible l’envoi des électrons vers le complexe cytochrome bc 1 (Armstrong et Staples, 2010).
	3.3.3 Ubiquinone et métaquinone (YqiC)

	Le gène yqiC est impliqué dans la synthèse des ubiquinones, comme le coenzyme Q, qui sont nécessaires pour transporter les électrons dans la chaîne vers l’accepteur final (Loiseau et al., 2017) (Garcia-Gutierrez et al., 2016). Aussi appelé UbiK par certains chercheurs, ce facteur est un multirégulateur de Salmonella, et impacte également la CTE. En effet, UbiK se lie avec UbiJ pour créer un complexe régulant l’ubiquinone UQ, servant de principal porteur d’électrons dans la respiration aérobie (Unden et Dünnwald, 2008). D’autres articles suggèrent qu’YqiC, chez E. coli et Bacillus, pourrait aussi être impliqué dans la synthèse des métaquinones, qui agissent en tant qu’antioxydants qui réduisent le stress oxydatif comme le feraient des peroxydases et des catalases (Julsing et al., 2007; Kitagawa et al., 2000; Nowicka et Kruk, 2010).
	De plus, de récentes recherches indiquent que YqiC régule le fimbriae de type 1, tel que Fim. (Kolenda et al., 2019). Même si elle ne fait pas partie d’un grand complexe, YqiC est très intéressante dans la recherche due à son aspect multifactoriel et son exclusivité chez les bactéries, principalement chez celle anaérobie facultative et Gram+. En effet, elle pourrait être une cible potentielle dans le développement d’antibactériens thérapeutiques, sans toutefois causer d’effets secondaires néfastes pour les cellules humaines (Paudel et al., 2016).
	3.3.4 Complexe III – Complexe cytochrome Cyo

	Le cytochrome Cyo est l’oxydase d’ubiquinone principale dans la respiration aérobique chez les entérobactéries comme E. coli et S. Typhi. Cela serait probablement dû au fait que ce cytochrome ne possède pas de mécanisme de pompes à protons, lui permettant d’utiliser beaucoup plus rapidement l’oxygène (Borisov et al., 2021). Cette enzyme utilise les électrons présents dans la membrane cytoplasmique pour oxyder l’ubiquinone et réduire de 4 électrons de l’oxygène moléculaire en eau (Chepuri et al., 1990). Le complexe Cyo, qui regroupe 5 gènes, cyoABCDE, contient deux sites d’attachement pour les quinones, ce qui pourrait être utilisé dans le développement de cibles thérapeutiques (Fisher et al., 2020). 
	3.3.4.1 Complexe III – Cytochrome bo CydA 

	Le cytochrome bo est une oxydase terminale, qui agit comme une oxydase de quinone, donc couple l’ubiquinone oxydée avec l’oxygène moléculaire réduit. Ce complexe est produit de de 4 gènes : cydA, cydB, cydC et cydD, qui s’assemblent pour former ce complexe que l’on retrouve dans la membrane interne bactérienne (Guest et al., 2017). Ce sont cydA et cydB qui codent pour la partie oxydase de cette enzyme (Jünemann, 1997). Plusieurs études suggèrent que chez certaines entérobactéries, tel que E. coli, utilisent ce cytochrome dans des situations où l’oxygène est limité. En effet, en condition microoxique ou anoxique , cyoAD produisent une oxydase avec une grande affinité empêchant l’inhibition de la respiration par manque d’oxygène (Hill et al., 1990).
	3.3.4.2 Inhibiteur du complexe III – Antimycine A et KCN 

	L’antimycine est produit par Streptomyces (Nakayama et al., 1956). Ce composé agit principalement comme un antifongique qui induit l’apoptose des cellules. De plus, l’antimycine agit comme un inhibiteur de la chaîne de transport d’électrons, atteignant plus précisément le troisième complexe. En effet, cet antifongique empêche le transfert d’électrons par le cytochrome bc 1. Elle est connue pour se lier au cytochrome c réductase du complexe III dans le but d’inhiber l'oxydation de l'ubiquinone dans la chaîne, ce qui bloque le transfert d'électrons entre les cytochromes b et c (Alexandre et Lehninger, 1984). Cette inhibition a pour conséquence l’augmentation des ROS produits et la diminution d’ATP produite, menant ultimement à l’apoptose cellulaire. 
	En plus de l’antimycine, un autre composé est bien connu pour affecter la fin de la chaîne, soit le cyanure, un produit toxique, souvent utiliser sous forme de gaz. Dans plusieurs études, le cyanure de potassium (KCN) est une alternative plus facile d’utilisation que la forme gazeuse, ayant les mêmes effets sur le transport. Le cyanure se combine avec le cytochrome oxydase du complexe III, ce qui prévient le transfert des électrons vers l’oxygène accepteur (Nůsková et al., 2010) .
	3.4 Le stress oxydatif

	La réponse au stress est essentielle pour la survie bactérienne. Les effets du stress oxydatif sont très importants sur l’entièreté de l’organisme. En effet, il s’agit de la détérioration des membranes, des macromolécules, y compris l'ADN, l'ARN, des protéines et des lipides, mettant en péril la viabilité cellulaire. Quoique contradictoire au premier abord, il est nécessaire pour un organisme de vivre du stress afin d’assurer sa capacité d’adaptation ainsi que l’amélioration de sa pathogenèse selon les conditions dans lesquels il se retrouve (Riboulet et al., 2007). Bien qu’encore à l’étude, l’effet des ROS semble aussi important pour les organismes non pathogènes comme les bactéries formant le microbiote intestinal humain. En effet, ces bactéries essentielles au bon fonctionnement du système digestif et excréteur de l’hôte, sont aussi en condition de stress oxydatif généré par le métabolisme. Toutefois, ce stress n’affecte pas directement leur régulation, ce qui pourrait suggérer des effets bénéfiques concernant leur apport en nutriment ainsi que la signalisation au cœur de leur environnement (Jones et al., 2012). Lors de la production d’énergie dans la CTE, le NADH permet la production d’ATP, tout en créant des molécules instables et très réactives, soit les ROS. Pourtant, ce sont ces mêmes molécules de NADH ainsi que plusieurs enzymes qui assurent la détoxification de la cellule (Dong et al., 2022). Plusieurs mécanismes de défense sont mis en place par les bactéries dans l’optique de combattre les stress environnementaux tels que le stress oxydatif, ici le ratio NADH/NAD et la détoxification des ROS par les catalases et les peroxydases seront abordés. 
	3.5 Le ratio NADH/NAD

	Tel que mentionné plus haut, le but de la respiration bactérienne est de récolter des électrons à partir de sources de carbone réduites via la NADH déshydrogénase pour générer un gradient de protons, menant à la production d’énergie, l’ATP. Tout au long de ces réactions, les NADH déshydrogénase (NDH-I et NDH-II) produisent des groupements NAD+ ainsi qu’un proton (H+). Il est possible de faire le ratio entre le nombre de NADH et de NAD produit au terme de la chaîne de transport d’électron. C’est le rapport NADH/NAD+ qui est le principal indicateur de l'état métabolique des bactéries, permettant de déterminer le stress exercé sur cette dernière. 
	. L’inhibition de n’importe laquelle des 4 étapes de la chaîne devrait faire augmenter le nombre de NADH (Bhat et al., 2016). L'homéostasie du NAD(H) est essentielle à la survie des agents pathogènes et représente une cible thérapeutique potentielle pour de nombreuses bactéries comme E. coli et Salmonella, puisqu’elles sont des bactéries anaérobies facultatives, possédant donc une chaîne de transport d’électrons efficace dans le but d’assurer leur réplication et la production de leur énergie peu importe les conditions dans lesquelles elles se trouvent (Rodionova et al., 2014).
	3.5.1 Les espèces réactives d’oxygènes (ROS)

	En condition aérobique, l’oxygène, qui passe interagit avec le complexe III, change de conformation vers un oxygène négativement chargé, ce qui créer des molécules qu’on appelle des espèces réactives d’oxygène, contribuant grandement au stress oxydatif d’une cellule. En d’autres termes, les composés générés, principalement l’anion superoxyde (O2-), le peroxyde (H2O2) et les radicaux hydroxyles (HO•) sont très instables et causent des dommages chez les cellules eucaryotes et les bactéries (Karash et al., 2017). La détérioration atteint principalement les macromolécules, y compris l'ADN, l'ARN, les protéines et les lipides, et interfère avec la viabilité cellulaire. Comme la toxicité du H2O2 est très élevée, les bactéries se dotent d’enzymes qui piègent et décomposent la molécule afin de toujours maintenir une concentration intracellulaire de l’ordre des nanomoles (Mishra et Imlay, 2012). Pour limiter les impacts, le senseur superoxyde dismutase SodB détecte les anions instables, les transforment en ROS, et stimule les régulateurs de stress oxydatif comme OxyR et SoxRS. Ces régulateurs se lient aux enzymes comme les catalases et les peroxydases pour enclencher leur activation et donc la réduction des ROS en une forme plus stable comme l’eau (H2O) et l’oxygène (O2) (Vazquez-Torres et Fang, 2001).  Les catalases et les peroxydases sont de loin les plus étudiées quant à la détoxification des ROS, mais depuis tout récemment, des recherches indiquent que certaines des oxydases terminales, comme Cyo et Cyd, faisant partie du complexe III de la chaîne de respiration bactérie pourraient aussi jouer un rôle important dans la protection contre les ROS (Borisov et al., 2021).En effet, les espèces réactives d’oxygène sont aussi un produit de la respiration aérobie, ils ne sont pas exclusivement produits par l’hôte, donc exogène pour le pathogène. Pour cette raison, les ROS ont souvent été qualifiés de « double-edged swords of life » (Mittler, 2017), c’est-à-dire de couteau à double tranchant de la vie. Un avantage à ce qui semble être un désavantage flagrant pour le pathogène, est la capacité d’adaptation nécessaire pour survivre dans un environnement réactif et dangereux pour sa survie. Les bactéries sont donc en mesure d’exploiter cette toxicité envers l’hôte en créant encore plus d’énergie, faisant des ROS et de ces mécanismes de détoxification une possible cible thérapeutique lors d’infection (Li et al., 2021). 
	D’autres conditions sont possibles comme la respiration microaérobie et anaérobie. Il faut savoir que toutes les réactions peuvent se produire avec ou sans oxygène. C’est l’accepteur final d’électrons qui se voit changer. Par exemple, lors de la respiration anaérobique chez S. Typhi, le nitrate peut agir comme accepteur. Il y aura toujours des résidus de la respiration toxiques comme les ROS et les espèces réactives de nitrate (NOS), faisant référence au stress nitroxydatif. Dans le même ordre d’idée, il existe 3 types d’enzymes détoxifiantes, comme la famille des Nar, qui sont des récepteurs d’électrons alternatifs, qui fonctionnent comme des nitrates réductases, qui ont une pompe à proton qui va transférer les électrons vers le pool de quinone ou au cytochrome dans le but de réduire les NOS produits (Lopez et al., 2015). 
	Aussi, un autre accepteur final d’électron qui a longuement été étudié chez Salmonella Typhimurium est le tétrathionate, suggérant que la respiration peut très bien se dérouler et être régulée avec les complexes de la CTE présente chez les entérobactéries. S. Typhimurium utilise les ROS exogènes de l’hôte lors de l’inflammation intestinale. Les ROS produits convertissent le thiosulfate en tétrathionate, qui peut être utilisé comme accepteur final d’électron par la bactérie lorsque le milieu est pauvre en oxygène, comme le tractus intestinal, cela confère un avantage majeur et accentue ses chances de survie lors d’un processus qui se devait être au détriment de cette dernière (Winter et al., 2010; Bäumler and Sperandio, 2016). Cela confère d’ailleurs un grand avantage pour les salmonelles lors de l’infection chez l’humain, là où l’oxygène n’est pas toujours disponible (Thiennimitr et al., 2011).
	3.5.1.1 Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)
	Le peroxyde d’hydrogène a été isolé pour la première fois par Thénard en 1818 (Janoff, 1990) et il a été rapidement reconnu que des concentrations élevées de H2O2 entraînaient des lésions cellulaires en endommageant des molécules cellulaires importantes comme que l'ADN et les lipides membranaires. Plus les recherches avancèrent, plus on s’est rendu compte que des niveaux élevés de ROS créaient plus d'instabilité génomique menant à la non-viabilité des cellules ou à leur apoptose. 
	Les ROS endogènes, tels que le peroxyde d'hydrogène, sont considérés depuis longtemps comme des molécules très dommageables à la membrane et à la viabilité de la cellule. Même s’il est dommageable et instable, le peroxyde d'hydrogène se décompose facilement en oxygène et en eau avec dégagement de chaleur, le rendant moins réactif que le radical libre comme O2-. Sachant que le superoxyde est rapidement converti en H2O2 dans la cellule, nous nous sommes concentrés sur H2O2 comme principal ROS dans nos expériences. 
	Au cours de la phosphorylation oxydative et du transfert d'énergie le long de la chaîne de transport d'électrons de la mitochondrie, 1 à 5% des électrons s'échappent des complexes I et III, formant prématurément du superoxyde en présence d’oxygène, (St-Pierre et al., 2002) pouvant causer des dommages importants à la cellule et à celles qui l'entourent. Ce phénomène est très similaire chez la bactérie, formant principalement du peroxyde d'hydrogène lors de l'activité du complexe I. Cependant, le danger chez la bactérie se voit diminuer grâce aux diverses méthodes de détoxification qu'elle a mise en place comme la superoxyde dismutase, les peroxydases, les catalases, etc. la protégeant des dommages cellulaires causés par les ROS qu'elle produit elle-même (Gough et Cotter, 2011).
	3.5.1.2 t-BHP 

	Le tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) est un peroxyde organique qui peut être métabolisé en radicaux libres, comme les ROS, et qui affecte l’intégrité et la stabilité cellulaire. En effet, ce type de radicaux va enclencher l’oxydation des lipides des cellules, surtout chez le foie, créant une toxicité importante chez les hépatocytes. Il est souvent utilisé comme un modèle de stress oxydatif dû à cet effet chez le foie pour étudier les mécanismes de détoxification (Wang et al., 2017).
	3.6 La détoxification du stress oxydatif

	Le peroxyde d'hydrogène endogène produit par les superoxydes dismutases (SodB) et tout le peroxyde d'hydrogène exogène à proximité immédiate de bactérie se diffuse à travers des bicouches lipidiques et est aussi transporté par les aquaporines dans le cytosol. Lorsque ces ROS sont rencontrés à l’intérieur de la cellule, des enzymes cytoplasmiques comme les 3 catalases (KatE, KatG, et KatN) et les 3 peroxydases (AhpC, Tpx, et TsaA), dégradent le peroxyde d'hydrogène en eau et en oxygène moléculaire (M. Rhen, 2019).
	3.6.1 Superoxyde dismutase

	Dans les années 80, le stress oxydatif est au cœur des recherches scientifiques, ce qui a permis la découverte des superoxydes dismutases (SOD). Ces enzymes catalysent spécifiquement la dismutation des radicaux superoxydes comme O2- en H2O2 et O2 dits moléculaires, donc beaucoup plus stables que l’anion, signifiant une réaction chimique où une molécule joue à la fois le rôle d’oxydant et de réducteur. En somme, il a été démontré que les SOD protégeaient les cellules contre les effets nocifs des ROS en les mettant sous forme plus stable, pouvant facilement être détoxifiés par les enzymes mises en place par la bactérie dans son évolution (Hassan, 1988; Miller, 2012).
	3.6.2 Senseur de peroxyde d’hydrogène 

	Afin de déterminer à quel instant activer ces enzymes détoxifiantes, la bactérie s’est dotée d’un senseur de peroxyde d’hydrogène, nommé OxyR qui va induire l’expression de différentes protéines, comme des catalases et des peroxydases (Gyan et al., 2006).
	C’est la forme oxydée, mais non réduite d’OxyR qui va activer la transcription des gènes codant pour des protéines enzymatiques, en envoyant un signal de stress oxydatif à l’ARN polymérase (Mikael Rhen, 2019; Storz et al., 1990). Le senseur se voit rapidement interpeller alors qu’il ne faut qu’une concentration 0,1 μM de peroxyde d’hydrogène présent dans la bactérie pour oxyder la protéine. Des études approfondies sur le rôle de OxyR dans la régulation et la détoxification du stress oxydatif ont permis également d’établir que chez S. Typhi, OxyR régule positivement l'expression du gène codant pour l'antigène capsule Vi, et ce, de manière directe (Zhang et al., 2018).
	3.6.3 Les catalases 

	Les catalases sont des enzymes antioxydantes, qui réduisent le peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire, dans le but de stabiliser la cellule qui est affectée par le stress oxydatif.  À des concentrations plus faibles d’H2O2, il est possible d'utiliser un autre donneur d'électrons que le peroxyde (Hillar et al., 2000). Ces enzymes sont présentes dans tous les organismes faisant de la respiration pour assurer sa survie, on les retrouve autant chez les eucaryotes que les procaryotes (Lenton, 2003). Très souvent on les nomme Cat ou Kat dans le jargon protéique. Dans le domaine bactérien, chez E. coli par exemple, on retrouve deux catalases distinctes, qui sont aussi retrouvées chez S. Typhi, soit KatE et KatG (Liu et Kokare, 2017; Panek et O'Brian, 2004). Ces catalases sont distinctes l'une de l'autre, en effet KatE est une enzyme monofonctionnelle, alors que KatG est bifonctionnelle (Loewen et Switala, 1986). En d’autres termes, KatE agit uniquement à titre de catalase alors que KatG possède les fonctions de catalase et de peroxydase à fois. Dans ce qui suivra, nous considérons KatG principalement comme une catalase, puisqu’elle est la première à agir dans la détoxification du stress oxydatif. KatE fait partie du régulon de RpoS (Loewen, 1984; Zheng et al., 2001) alors que KatG est dépendante du senseur de stress oxydatif OxyR qui a été vu plus haut (Morgan et al., 1986; Zheng et al., 2001).
	Ces deux enzymes partagent la capacité de détoxifier la cellule et ce rôle s’illustre principalement lorsque la concentration de peroxyde se situe dans les millimolaires, car elles n’ont pas nécessairement besoin d’un réducteur pour agir. Cette caractéristique apporte à la bactérie un grand avantage évolutif, lui permettant de « s’auto-détoxifier » sans dépendre de la disponibilité d’un facteur extérieur. En bref, elles sont capables d’agir rapidement et efficacement lors de vagues plus importantes de stress oxydatif, comme on peut en retrouver lors des étapes de la pathogenèse (Hébrard et al., 2009; Seaver et Imlay, 2001). 
	Des recherches ont permis la découverte d’une troisième catalase présente chez S. Typhi, soit KatN. Dû à la redondance des catalases et de l’activité des peroxydases présentes chez S. Typhi, la bactérie est capable de compenser même lorsqu’on l’empêche d’utiliser une ou plusieurs enzymes détoxifiantes (Robbe-Saule et al., 2001) ;(Mishra et Imlay, 2012)
	3.6.4 Les peroxydases 

	Les peroxydases, aussi nommées peroxirédoxines, se divisent principalement en deux catégories, celle avec un groupement thiol et celle qui n’en possède pas. Toutes les peroxirédoxines contiennent une cystéine peroxydatique conservée qui réagit avec le H2O2 ou des hydroperoxydes organiques et forme une cystéine acide sulfénique. Le résidu d'acide sulfénique réagit ensuite avec un autre thiol et forme un pont disulfure avant d'être réduit en thiol libre. Des variations dans le mécanisme de régénération des thiols et dans l'architecture de la protéine permettent de classer les peroxyrédoxines en deux groupes présents chez Salmonella Typhi : les alkylhydroperoxyde réductases (AhpCF), les thiols peroxydases (Tpx), (Mishra et Imlay, 2012)
	L’alkylhydroperoxyde réductase AhpCF est un système composé de deux protéines cytoplasmiques. Ce système a été isolé de Salmonella Typhimurium en 1989 et a été caractérisé comme un membre important du régulon de stress OxyR (Jacobson et al., 1989; Seaver et Imlay, 2001); Zhang et al., 2018). La présence d'AhpC a été documentée dans environ 3000 espèces bactériennes. Son rôle dans la capture du peroxyde d’hydrogène s’est concrétisé lorsqu'il a été prouvé que son système, AhpCF et les deux catalases KatE/KatG doivent être obligatoirement retirés du génome pour empêcher la détoxification chez E. coli (Seaver et Imlay, 2001). 
	La thiol peroxydase Tpx a été découverte pour la première fois comme un facteur dans les lysats de cellules de Saccharomyces cerevisiae, permettant protéger la glutamine synthétase de la toxicité du H2O2 (Chae et al., 1994). Toutefois, cette découverte n’indiquait pas la localisation cellulaire des thiols peroxydases. En effet, Tpx a été isolé pour la première fois chez E. coli après un choc osmotique; il semblait probable pour les chercheurs, qu'il s'agisse davantage d’une protéine périplasmique (Cha et al., 1995) et en tant que telle, elle pourrait sembler avoir une fonction distincte de celle du système Ahp cytoplasmique. Toutefois, la présence d'homologues de Tpx dans les bactéries Gram positives suggère que sa localisation est bel et bien cytoplasmique.
	Une autre thiol peroxydase, thiol-spécifique antioxydant (TSA), a été identifiée en 1988 chez la levure. Elle a été reconnue comme une enzyme qui pouvait protéger la glutamine synthétase de l’oxydation produite par l’exposition soit au dithiothreitol ou au Fe2+ et à l’O2 (Kim et al., 1988). La caractérisation de TSA a été plus difficile chez les bactéries puisqu’elle ne fonctionnait que dans les extraits cellulaires, car elle était capable d'employer le dithiothréitol comme donneur d'électrons artificiel. Cette expérience avec un donneur d’électrons que l’on ne retrouvait pas habituellement dans l’environnement bactérien a permis d’identifier plus tard d’autres peroxydases à l’aide d’approche biochimique similaire. 
	Avec les années, d'autres peroxirédoxines ont été identifiées, laissant croire que ces enzymes pourraient être plus répandues que la catalase (Kat), qui elle, est pratiquement exprimée dans toutes les bactéries (Mishra et Imlay, 2012).
	3.7 La détoxification du stress oxydatif chez S. Typhi

	En bref, si l’on se base sur le modèle E. coli, il a été démontré que les catalases utilisées pour dégrader le peroxyde d’hydrogène in vivo sont KatG et KatN ainsi que la peroxydase AhpCF.  À l’aide de ces données, il a été possible de déterminer que chez Salmonella Typhi, on dénombre trois catalases (KatE, KatG et KatN) ainsi que trois peroxydases (AhpC, TsaA et TpX) (Borisov et al., 2021). Respectivement, le rôle de ces enzymes antioxydantes est la dégradation ou de la réduction du peroxyde d'hydrogène en eau et en oxygène moléculaire (Marín-García, 2014). Chez plusieurs bactéries, KatG et AhpC sont les médiateurs clés pour la réduction de peroxyde d’hydrogène lors de la respiration, sans quoi OxyR s’active pour stimuler les autres catalases et peroxydases présentes (Wan et al., 2021).
	Problématique
	La bactérie Salmonella enterica sérovar Typhi est l’agent responsable de la fièvre typhoïde chez le genre humain. Cette bactérie possède plusieurs facteurs de virulence y compris 14 fimbriae. Les fimbriae sont des structures protéiques que l’on retrouve à la surface de certaines bactéries. Cette particularité est très avantageuse pour ces bactéries puisqu’elle leur confère plusieurs atouts dans la virulence de ces bactéries comme l’adhésion spécifique aux cellules, la formation de biofilm, etc. Nous avons démontré l’importance du fimbriae fim dans plusieurs étapes de la pathogenèse comme l’adhésion aux cellules, lui permettant de mieux résister aux stress. 
	Puisque que plusieurs facteurs impliqués dans la chaîne de transport d'électrons (CTE) influencent l’expression du fimbriae fim, tel que Nuo et Ndh, des NADH déshydrogénase (NDH-I et NDH-II), des facteurs majeurs de la respiration aérobie chez les bactéries qui régit l'équilibre entre le NADH et NAD. Aussi, YqiC, un super-régulateur chez Salmonella a été identifié comme activateur du fimbriae Fim. De plus, la CTE produit dans son activité des espèces réactives d’oxygène qui influence la régulation de fim. Chez Salmonella, comme chez plusieurs bactéries, des mécanismes efficaces de détoxification sont mis en place. Parmi ceux-ci on retrouve des senseurs de stress, des antioxydants, des catalases et des peroxydases. Ceux-ci seront aussi au cœur de nos expériences afin de mieux comprendre la CTE.
	 Notre hypothèse est que la CTE joue un rôle dans l'expression de Fim. Pour ce faire, nous voulons déterminer si la chaîne de transport d’électron régule l’expression du fimbriae fim de façon directe ou indirecte. Notre but était de déterminer: le rôle des membres de la CTE; l’effet du stress oxydatif; et le rôle de l’accepteur final d’électron.
	Matériel et méthodes
	Souches et plasmides
	Les souches bactériennes et les plasmides utilisés sont énumérés et décrits au tableau 1. Les souches étaient cultivées sur milieu Luria-Bertani (LB) (LB bouillon ou LB agar) et incubées à 37°C, sauf indications contraires. Les bouillons étaient incubés avec ou sans agitation et à différentes concentrations d’oxygène. Les géloses ou les bouillons étaient supplémentés d’un antibiotique si nécessaire selon les concentrations suivantes : ampicilline 100 µg/mL et chloramphénicol 34 µg/mL. Des suppléments de KNO3 à 40 mM ont été ajoutés pour changer l’accepteur d’électron de notre chaîne de transport d’électron (ETC) Des suppléments de H2O2 à 5 µM, 50 µM, 1 mM et 2 mM ou de t-BHP de 50 µM ont été ajoutés pour simuler un stress oxydatif. 
	La souche clinique ISP1820 fut isolée au début des années 1980 dans la ville de Santiago au Chili. À partir de cette souche, notre laboratoire a créé des mutants tels que fim, oxyR, sodB, yqiC, nuoH, ndh, ainsi que les mutants peroxydases (ahpC, tpX, tsaA) et un mutant catalase (katG).
	Souche ou plasmide
	Nom
	Caractéristique    et résistance
	Source ou référence
	S. Typhi
	DEF1045
	WT
	ISP1820 wild-type
	DEF154
	Δfim
	ISP1820 ΔfimAICDHFZYXW
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2018)
	DEF1153
	pRS vide
	(ori pBR322)
	WT(pRS415)
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2018)
	DEF1160
	pRSfim
	(ori  pBR322)
	WT (pSIF474)
	Ampiciline
	(Daigle, U.Montréal)
	PSIF004
	pMEG375 (ori R6K)
	Vecteur suicide
	Ampiciline 
	Chloramphénicol
	R. Curtiss III, U. Florida
	TRASH44
	STY1251
	ISP1820 ndh::Tn10 (pSIF519)
	Chloramphénicol
	(Dufresne et al, 2020)
	TRASH73
	STY2552
	ISP1820 nuoh::Tn10
	Ampiciline 
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1265
	Δfim/pRSfim
	Δfim (pSIF474)Ampiciline
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1530
	ΔoxyR/pRSfim
	ΔoxyR (pSIF474)
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1345
	ΔfimZ/pRSfim
	ΔfimZ (pSIF474)
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1346
	ΔfimY/pRSfim
	ΔfimY (pSIF474)
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1347
	ΔfimYZ/pRSfim
	ΔfimYZ (pSIF474)
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1350
	ΔyqiC/pRSfim
	ΔyqiC (pSIF474)
	Ampiciline
	(Dufresne et al, 2020)
	DEF1818
	ΔkatG/pRSfim
	ΔkatG (pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1819
	ΔsodB/pRSfim
	ΔsodB (pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1912
	ΔahpC/pRSfim
	ΔahpC (pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1913
	ΔtsaA/pRSfim
	ΔtsaA  (pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1927
	Δtpx/pRSfim
	Δtpx (pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1921
	ΔahpCTsaA/pRSfim
	ΔahpCTsaA(pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1922
	ΔKatGAhpC/pRSfim
	ΔKatGAhpC(pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	DEF1923
	ΔKatGTsaA/pRSfim
	ΔKatGTsaA(pSIF474)
	Ampiciline
	Cette étude
	Mutagenèse par la méthode d’échange allélique
	Pour étudier les joueurs directs et indirects de la chaîne de transport d’électron de S. Typhi, nous avons supprimé ces gènes du chromosome de la souche ISP1820. La méthode de mutagenèse par échange allélique a permis de retirer le gène de façon non-polaire, n’engendrant aucune différence quant à l’expression des gènes l’entourant. En effet, la délétion du gène s’est faite par des multiples de 3 (codons), dans le but de ne pas changer le cadre de lecture, n'altérant pas l’expression des gènes faits en aval. 
	Brièvement, la méthode consiste à faire deux réactions PCR avec des amorces F1-R2 et F3-R4 dans le but d’amplifier les séquences spécifiques encadrant le gène. Ces fragments de PCR sont fusionnés par une 3e réaction de PCR (F1-R4). Ce fragment contient la séquence avec le gène délété (allèle mutant), qui sera cloné dans un vecteur suicide pMEG375 (Curtiss III, U. Florida) et inséré dans la souche E. coli Χ7213 (Kaniga, 1998 ; Daigle, 2008). L’allèle mutant sera transféré par conjugaison bactérienne chez la souche de S. Typhi receveuse et le vecteur suicide ne fera plus partie du génome, car il est retiré lors de la contre-sélection sur sucrose des mutants. Les informations détaillées sont décrites dans cette publication (Forest, 2007) et un exemple du processus est mis en annexe (page 96)
	Chaque mutation a été validée par PCR afin de visualiser la présence de l’opéron tronqué et de s’assurer que l’opéron sauvage était absent du chromosome. 
	Aussi, une vérification par amplification par PCR du gène VexA (un gène unique à S. Typhi) a été réalisée afin de s’assurer qu’il s’agit bien d’une souche de S. Typhi ne possédant plus le gène en question.
	Électroporation chez S. Typhi
	Nous avons introduit le plasmide libre pRS-fim, dont le nombre de copies est de 15 à 20 (Simons et al., 1987) , qui contient le promoteur du fimbriae fim couplé au gène rapporteur lacZ, chez les mutants de S. Typhi par électroporation. Les bactéries étaient cultivées de nuit à 37°C sur des géloses d’agar LB ou en agitation dans du milieu liquide LB. L’ampicilline 100 μg/ml a été ajoutée au milieu. La transformation des bactéries a été réalisée selon la méthode d’électroporation dans S. Typhi (O’Callaghan et Charbit, 1990). 
	Essai d’activité β-galactosidase
	L’expression du promoteur fim dans différentes souches a été mesurée par des essais d’activité β-galactosidase tel que décrit par Miller en 1972 (Miller, 1972). Des cultures de nuit de 18 h dans le milieu liquide LB avec ou sans agitation à 37°C ont été lysées et le substrat o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG) a été ajouté. La densité optique à 420 et 550 nm a été prise et utilisée pour calculer les unités Miller. Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins trois différents inoculums de culture opérés en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0.05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Sensibilité aux espèces réactives d’oxygènes (peroxyde d’hydrogène)
	La concentration minimale d’inhibition (CMI) au peroxyde d’hydrogène fut calculée à l’aide de cultures de nuit dans le milieu liquide LB avec agitation à 37°C. Les cultures ont été diluées dans une plaque 96 puits contenant du milieu frais et de la supplémentation de peroxyde d’hydrogène de concentration allant de 16 mM à 31,25 μM. Les plaques ont été incubées 24 h à 37°C puis la densité optique à 600 nm a été prise avec le spectramax pro 7 (VWR). Pour observer la sensibilité au peroxyde d’hydrogène chez les mutants d’intérêts, nous avons mesuré des diamètres d’inhibition. Cette méthode, de diffusion sur gélose (Boyer et al., 2002), nécessitait de nouvelles cultures de nuit dans le milieu liquide LB avec agitation à 37°C. Elles ont été diluées 1/100 pour être inoculées dans du milieu LB frais jusqu’à ce que la densité optique à 600 nm atteigne 0,6. Ensuite, 100 μl de chaque culture a été ajouté à 3 mL d’agar mou 0,7% et ajouté sur gélose LB agar. Le disque de papier 6 mm, contenant 10 μl de la CMI de peroxyde d’hydrogène, fut placer sur la gélose. Les géloses ont été incubées de nuit à 37°C et par la suite le diamètre des zones d’inhibitions a été mesuré (Wan et al., 2021). Les données ont été réalisées en triplicatas techniques et les résultats sont présentés en annexe (page 99).
	 Résultats
	1. Rôle de la chaîne de transport d’électrons
	1.1 Mutagenèse des joueurs clés de la chaîne de transport d’électron de la bactérie S. Typhi ISP1820


	Nous avons démontré que la régulation de fim était modulée par certains joueurs de la chaîne de transport d’électron. Afin de caractériser si l’effet est direct ou indirect, une mutation de ces gènes est généralement nécessaire. Nous avons sélectionné les joueurs clés de la CTE de S. Typhi avec pour but de supprimer ces gènes, tel que : oxyR, sodB, nuoH, ndh, yqiC, tsaA, ahpC, tpx et katG. 
	Certains d’entre eux étaient déjà disponibles dans la banque de notre laboratoire, pour les autres, une méthode de mutagenèse par échange allélique fut effectuée. Chaque mutation a été validée par PCR afin de visualiser la présence du gène tronqué et de s’assurer que le gène sauvage était absent du chromosome. Les amorces créées pour ce faire se retrouvent dans le tableau 2. Par la suite, un plasmide portant le promoteur de fim fusionné avec le gène rapporteur lacZ, (pRS-fim-lacZ) a été ajouté par électroporation dans les mutants pour comparer l'activité du gène fim dans les souches. 
	Tableau 2. - Amorces utilisées dans cette étude
	Amorces 
	Séquence
	Fim_Prom_F_Long_EcoRI 
	AGGAATTCCTTCAAGTCAAAGGGGATAACGCT
	lacZ alpha R
	GGCTGCGCAACTGTTGGG
	VEXA.F2283
	AAT ACC GTT CAG GTG CCT TAT GC 
	VEXA.R2711
	ATG TTT CCC CTG AAC ACC TGC TGC 
	TsaA F1
	cgggatccTGATTGTCAAGACCGCATTG
	TsaA R2
	TGTTACGACACGGGCAAACAAAAGTGAAG
	TsaA F3
	TTTGCCCGTGTCGTAACATCGACGAAATG
	TsaA R4
	gctctagaCGAGGTGGTTCATAATACCTCAC
	TpX F1
	cgggatccACGCGGCTTGCTACAAATAG
	TpX R2
	TCGTCAAGCTATTGGCTGAGGGAAACGTC
	TpX F3
	CAGCCAATAGCTTGACGAAAACGACAAC
	TpX R4
	gctctagaGCTGGGGGTTTTCCATAGAC
	AhpC F1
	cgggatccAAACGCATTAGCCGAATCAG
	AhpC R2
	AGGTCAGACGTCGGGCAAACAAAGGTAAA
	AhpC F3
	TTGCCCGACGTCTGACCTGCTGCGTAAAA
	AhpC R4
	gctctagaACGTCAGAGTAAGGCGGCTA
	1.2 Effet de la quantité d’oxygène disponible dans le milieu de croissance 

	 Sachant que S. Typhi est une bactérie anaérobie facultative, il est possible d’observer sa croissance en condition oxique, microoxique ainsi qu’anoxique. Ces conditions représentent soit la présence totale, la présence partielle ou l’absence d’oxygène. Nous avons sélectionné ces conditions, car elles sont rencontrées lors de l’invasion chez l’hôte infecté et parce que l’oxygène agit comme accepteur final d’électron dans la chaîne de transport d’électron de S. Typhi. L’expression du fimbria Fim a été évaluée dans différentes conditions d’accessibilité à l’oxygène. En comparant les résultats sur la souche sauvage seulement, et l’effet de la quantité d’oxygène, on remarque que c’est dans la condition aérobie que fim est le plus exprimé. La concentration d’oxygène est alors proportionnelle à l’expression de ce fimbria. 
	Lors de la croissance dans un bouillon LB riche en oxygène, l’expression de fim est significativement diminuée chez les mutants oxyR, ahpC, ndh, yqiC et tsaA, ce qui suggère des activateurs de fim, alors que l’expression de fim est significativement augmentée chez les mutants sodB et katG, suggérant qu’ils sont des inhibiteurs de fim (Fig. 8). Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants nuoH et tpx. La croissance dans un bouillon LB modéré en oxygène, ne provoque qu’une expression significative, à la baisse, seulement chez oxyR, suggérant un activateur de fim (Fig. 9). La croissance dans un bouillon LB sans oxygène, provoque l’expression à la baisse du mutant ndh  (Fig. 10).
	 /
	Figure 8. - Expression de fim chez différents mutants en condition de croissance normale; aérobie à 37°C.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	/
	Figure 9. - Expression de fim chez différents mutants en conditions de croissance microaérobie à 37°C
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	/
	Figure 10. - Expression de fim chez différents mutants en conditions de croissance anaérobie à 37°C
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Comme mentionné dans l’introduction, la première étape de la CTE a pour but d’oxyder les substrats grâce aux coenzymes NADH, qui vont transférer deux électrons à la NADH déshydrogénase, les rendant accessibles aux quinones se retrouvant dans la deuxième étape articulée par le cycle de Krebs. Le complexe, par le biais de Nuo, va pomper, via le changement de conformation du complexe, des protons vers la membrane externe (Yagi et Matsuno-Yagi, 2003).
	Ce premier complexe repose sur une NADH déshydrogénase de type I (NDH-I) qui couple l'oxydation du NADH grâce à la force engendrée par le déplacement des électrons dans la membrane. Cette NDH-I est représentée dans nos expériences par nuoH. Chez certaines bactéries, comme S. Typhi, il existe la NADH déshydrogénase de type II (NDH-II), qui est aussi importante dans sa respiration. Contrairement à la NADH-I, ndh ne fonctionne pas grâce à une pompe à proton et se retrouve dans la membrane interne de la bactérie. 
	La protéine encodée par le gène ndh, associé à la NDH-II, s’est avéré être un activateur significatif de fim, autant en condition aérobie qu’anaérobie. Afin de déterminer si son effet était spécifique aux fimbriae Fim, nous avons évalué l’expression de différents fimbriae, tels que stb et std, afin de déterminer si c’était un effet de la mutation ou bien un effet spécifique à fim. Un plasmide comportant le promoteur fimbriaire en fusion avec le gène rapporteur lacZ a été introduit chez le mutant ndh par électroporation. La croissance dans un bouillon LB du mutant ndh avec le promoteur de différents fimbriae induit seulement l’expression de fim. Cela confirme que seul fim est affecté par la mutation dans ndh (Fig. 11).
	Figure 11. - Expression de différents fimbriae chez le mutant ndh
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). 
	Rôle de l’accepteur d’électrons 

	L’expression de fim a été évaluée en offrant un autre accepteur final d’électrons. Sachant que S. Typhi est une bactérie ayant la capacité d’utiliser d’autre accepteur que l’oxygène, nous avons décidé d’ajouter du nitrate à une concentration finale de 40 mM. 
	Le nitrate de potassium a été choisi comme accepteur alternatif d’électron, car il est connu de la littérature puisqu’il se retrouve dans la nature et aussi dans le corps, car le microbiote en produit (Stuehr et al., 1991; Tenopoulou et Doulias, 2020). Ce supplément n’a pas d’effet sur la croissance de S. Typhi. 
	La croissance dans un bouillon LB avec oxygène et avec le nitrate comme accepteur final réprime significativement l’expression de fim chez les mutants ndh, yqiC, ahpC et tsaA, qui codent pour des activateurs de fim. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants sodB, oxyR, nuoH et tpx (Fig. 12).
	La croissance dans un bouillon LB sans oxygène et avec le nitrate comme accepteur final réprime significativement l’expression de fim chez les mutants nuoH et ahpC, qui codent pour des activateurs de fim. Les mutants oxyR et tsaA indiquent ici une surexpression de fim. Pour le mutant de la peroxydase TsaA, le profil d’expression de fim se voit complètement inversé. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants sodB, ndh, yqiC et katG (Fig. 13). Les résultats concernant le tpx ne sont pas affichés puisque l’expérience n’a pas été réalisée sur ce mutant, faute de temps. Il serait intéressant de le mettre dans ces conditions, puisque lorsque l’on compare le milieu avec oxygène et nitrate avec celui-ci, on se rend compte que oxyR, nuoH et yqiC ont un profil d’expression complètement différent. Il sera donc pertinent de vérifier si c’en est de même pour tpx. 
	Figure 12. - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de KNO3 40mM
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Figure 13. - Expression de fim en condition anaérobie 37°C avec ajout de KNO3 40mM
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Rôle du stress oxydatif 

	Sachant que S. Typhi est une bactérie qui rencontre beaucoup de stress oxydatif, comme le peroxyde d’hydrogène lors de l’infection de son hôte, nous voulions déterminer sa capacité à détoxifier son milieu et conserver sa capacité d’expression dans différentes conditions. Tout comme le peroxyde d’hydrogène, le tert-butyl hydroperoxide (t-BHP), est un type de stress oxydatif que l’on peut retrouver lors de l’infection de l’hôte (Alía et al., 2005). 
	Nous avons donc décider de modifier notre choix de stress afin de déterminer lequel influence plus l’expression de fim de S. Typhi, entre le H2O2 et le t-BHP. Des essais pour ces deux sources de stress (Alía et al., 2005; Zhao et al., 2017) étant efficaces à 50 µM, nous avons choisi cette concentration pour réaliser nos expérimentations.
	La croissance dans un bouillon LB avec du peroxyde réprime l’expression de fim chez les mutants oxyR, nuoH, ndh, yqiC et ahpC. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants sodB, katG, tsaA et tpx (Fig. 14). 
	La croissance dans un bouillon LB avec oxygène et avec le t-BHP réprime significativement l’expression de fim chez le mutant yqiC, tandis que l’expression est augmentée significativement chez le mutant oxyR.  Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants sodB, nuoH, ndh, katG, tsaA, ahpC et tpx (Fig. 15). 
	/
	Figure 14. - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de H2O2 50 μM
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	/
	Figure 15. - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de t-BHP 50 μM
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	3.1 Rôle de la durée d’exposition au stress oxydatif

	Comme les résultats étaient très similaires entre la condition sans stress, versus celle avec le stress oxydatif généré par le t-BHP, nous avons porté notre attention plus particulièrement sur le H2O2. Les faibles concentrations étudiées sont 5 μM et 50 μM. Pour les fortes concentrations, nous avons déterminé que 3 mM était la concentration inhibitrice minimale (CMI) à ne pas dépasser puisqu’après une croissance de nuit, il n’y avait plus de bactérie viable, nous laissant avec un bouillon translucide. Donc, nous avons fait nos expériences avec des concentrations fortes de 1 mM et 2 mM. Le temps d’exposition au stress a été évalué par l’ajout du supplément pendant la culture de nuit, ou par un traitement choc où l’ajout du supplément se faisait lorsque la culture avait atteint la concentration bactérienne désirée, durant un temps précis de 30 minutes.
	3.1.1 Effet de l’exposition pendant la croissance
	La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde d’hydrogène à 5 µM provoque significativement la diminution de l’expression de fim chez le mutant ndh. Plus on ajoute une forte concentration de peroxyde, l’expression de fim chez la souche sauvage se voit légèrement s’éloigner du taux d’expression sans peroxyde. Bien que la croissance bactérienne ne soit pas significativement atteinte par le stress oxydatif, on peut voir une corrélation négative entre l’ajout et l’expression de fim. Aucune différence du niveau d’expression de fim n’est observée chez les mutants oxyR, sodB, nuoH, ndh, katG, tsaA, ahpC et yqiC (Fig. 16).  La croissance dans un bouillon LB avec du peroxyde à 50 µM réprime l’expression de fim chez les mutants oxyR, nuoH, ndh, yqiC et ahpC. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants sodB, katG, tsaA et tpx (Fig. 14). La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde d’hydrogène à 1 mM provoque la répression de l’expression de fim chez le mutant ndh et la surexpression chez les mutants sodB et katG. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants oxyR, nuoH, tsaA, ahpC et yqiC (Fig. 17). La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde d’hydrogène à 2 mM provoque la répression de l’expression de fim chez le mutant ndh. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants oxyR, sodB, nuoH, ndh, katG, tsaA, ahpC et yqiC (Fig. 18).
	Figure 16 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde d’hydrogène à 5 µM.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Figure 17 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde d’hydrogène à 1mM.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Figure 18 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde d’hydrogène à 2 mM.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0.05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	3.1.2 Effet lors d’un traitement choc
	Après avoir évalué l’expression des différents gènes en croissance de nuit avec du peroxyde, nous avons décidé d’observer l’expression après un choc à forte concentration, comme celle pouvant être rencontrée chez l’hôte lorsque l’infection persiste. Notre choix s’est donc arrêté à une exposition de 30 minutes à la concentration de 1 mM, puisque la différence entre la densité optique mesurée à 600 nm pour la croissance de nuit à 1 mM et 2 mM n’était pas significativement différente, les deux se situant entre 0,7 et 0,9. 
	La croissance dans un bouillon LB avec supplément de peroxyde d’hydrogène à 1 mM durant 30 minutes réprime significativement l’expression de fim chez le mutant nuoH et augmente à la hausse chez le mutant yqiC. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les mutants oxyR, sodB, ndh, katG, tsaA et ahpC (Fig. 19).
	Figure 19 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec un choc oxydatif de 1 mM durant 30 minutes.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Doubles mutants

	Comme plusieurs gènes peuvent coder pour des peroxydases et des catalases, et qu’ils sont considérés comme redondants (Hébrard et al., 2009) c’est-à-dire que plusieurs gènes peuvent jouer un rôle similaire, nous avons décidé de déterminer si la perte de plusieurs gènes en même temps avait un effet sur l’expression de la bactérie. Pour ce faire, nous avons construit les doubles mutants katG/tsaA, katG/ahpC et ahpC/tsaA.
	Dans le but de déterminer l’effet de ces doubles mutants, nous avons fait nos expériences en conditions normales pour des fins comparatives avec la souche sauvage et nos contrôles. Ensuite, une fois ces données obtenues, nous avons testé les différentes conditions de stress oxydatifs qui avaient été significatives chez notre catalase katG et nos peroxydases ahpC et tsaA. Ces concentrations sont 50 μm (faible) et 2 mM (forte). 
	La croissance dans un bouillon LB provoque significativement l’expression à la hausse de fim chez le double mutant katG/tsaA. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les autres doubles mutants, katG/ahpC et ahpC/tsaA (Fig.20). Pourtant, lorsque nous avons fait nos premières expériences avec les simples mutants katG, ahpC et tsaA, ceux-ci avaient des patrons d’expression chez fim très différents (Fig.8). En effet, katG présentait une forte surexpression de fim, alors que les peroxydases ahpC et tsaA, une répression significative de l’expression de fim. 
	La croissance dans un bouillon LB avec induction d’un stress oxydatif (faible ou fort) ne provoque pas d’expression différente de la souche sauvage chez les doubles mutants. Leur niveau d’expression reste le même que leur double mutant respectif en condition normale (Fig. 21).
	Figure 20 - Expression de fim chez les doubles mutants de catalase et peroxydase en condition normale (aérobie 37°C).
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Figure 21 - Expression de fim chez les doubles mutants de catalase et peroxydase en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de peroxyde d’hydrogène à faible (50 µM) et forte (2 mM) concentration.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.
	Rôle des complexes de la chaîne de transport d’électrons

	La roténone est un inhibiteur bien connu de la chaîne de transport d’électron mitochondrial, ciblant la NADH déshydrogénase du complexe I en empêchant les protons de pouvoir réintégrer la membrane vers l’ubiquinone, résultant du blocage de la phosphorylation oxydative (Palmer et al., 1968). Nous avons utilisé la roténone dans nos expériences pour cibler le complexe I de la CTE. Chez S. Typhi les gènes nuoH et ndh représentent les joueurs du complexe I, NADH déshydrogénase.
	La croissance dans un bouillon LB avec supplément de roténone à 140 mM réprime significativement l’expression de fim chez les mutants nuoH et ndh. L’ajout de roténone ne modifie pas significativement l’expression chez la souche sauvage, puisqu’en condition aérobie sans ajout, l’expression de fim se situe aux alentours de 400 (Fig.10), ce qui est similaire à l’expression observée ici (Fig.21). Cela nous prouve l’efficacité de l’inhibiteur choisi quant au complexe I de la CTE. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les autres mutants oxyR, sodB, katG, ahpC, tsaA et yqiC, qui eux, ne font pas partie du complexe ciblé (Fig. 22).
	Figure 22 - Expression de fim en condition normale (aérobie 37°C) avec ajout de roténone à 140 mM.
	Les données présentées sont le taux ± l’erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatas. Les essais sont significatifs lorsque P<0,05 (*), déterminer par un T-test de Student par rapport à la souche sauvage (WT). Le mutant fim est utilisé comme un contrôle interne.  
	Discussion
	Salmonella Typhi possède plusieurs facteurs de virulence y compris 14 fimbriae. Les fimbriae sont des structures protéiques que l’on retrouve à la surface de certaines bactéries. Cette particularité est très avantageuse pour ces bactéries puisqu’elle leur confère plusieurs atouts dans la virulence chez l’humain. Les fimbriae sont donc au cœur de plusieurs études, afin de trouver des cibles thérapeutiques pouvant être efficaces contre l’infection. Certains vaccins existent déjà, mais ne sont pas efficaces chez une population vivant au quotidien avec la bactérie dans leur environnement. 
	Le but de ce projet était de mieux connaître la relation entre le fimbria fim de Salmonella Typhi et la chaîne de transport d’électrons (CTE). Ainsi, la caractérisation des joueurs clés de la chaîne était essentielle, autant en conditions normales qu’en conditions de stress rencontrées chez son hôte. 
	Les objectifs étaient de mieux comprendre la spécificité des gènes régulant l’expression de fim chez S. Typhi, l’effet d’un milieu avec des variations de la quantité d’oxygène, le rôle de l’accepteur d’électrons dans la CTE, le rôle du stress oxydatif, sous différentes intensités, ainsi que le rôle de la durée de l’exposition à ce stress. Finalement, le rôle des gènes détoxifiants le stress oxydatif et les différents complexes formant la chaîne ont été étudiés.
	1.    Rôle de la chaîne de transport d’électrons
	1.1 Mutagenèse des joueurs clés de la chaîne de transport d’électrons de la bactérie S. Typhi ISP1820


	La création par mutagenèse de nouveaux mutants était essentielle pour élucider le rôle de la chaîne de transport d’électrons de Salmonella Typhi dans la régulation de fim. Les joueurs clés ciblés sont présentés dans la figure 23. 
	Nous avions déjà les mutants oxyR, sodB, nuoH, ndh, yqiC et ahpC (Dufresne, 2020). Nous avions pour objectif de créer les peroxydases ahpC, tsaA, tpx, les catalases katN et katE, et les autres complexes de la CTE SdhA, CyoB et CydA. Toutefois, nous avons réussi à obtenir seulement les mutants des peroxydases. Nous avons donc orienté le reste des expériences sur le rôle de celles-ci et de la catalase majeure KatG. Nous avons également porté une attention particulière au complexe I fonctionnel de la CTE. Les autres gènes mentionnés ici reste toujours d’intérêts, dans l’optique de mieux comprendre la pathogenèse de Salmonella Typhi. 
	/
	Figure 23. Rôle de la chaîne de transport d’électrons de Salmonella Typhi sur fim.
	Adaptée de (Price, 2010).
	1.2 Effet de la quantité d’oxygène disponible dans le milieu de croissance 

	Nous avons fait varier la quantité d’oxygène disponible dans le milieu de croissance LB, puisque lors de son infection de l’hôte, la bactérie remplit ce type de condition. Étant une bactérie anaérobie facultative, elle peut proliférer avec ou sans oxygène. De plus, l’oxygène agissant comme accepteur final d’électron, nous pouvions explorer deux avenues en une seule expérience.
	Dans l’ensemble, les résultats d’expression de fim nous permettent de conclure que la réduction de la disponibilité en oxygène, de façon partielle n’a que d’effet significatif que chez le mutant oxyR (Fig. 9), alors qu’en absence totale, l’effet sur l’expression de fim n’est observé que chez le mutant ndh (Fig.10). 
	Tout d’abord, sans la présence d’oxyR dans le chromosome de S. Typhi, dans un milieu faible en oxygène, l’expression de fim est fortement diminuée comparée à sa souche sauvage. Cependant, si on compare à son expression en milieu aérobie, elle est également à la baisse. Ces résultats suggèrent que ce gène code pour un activateur de fim lorsque l’oxygène est présent dans le milieu. Sachant qu’OxyR est un senseur du peroxyde d’hydrogène, un produit d’oxygène et d’hydrogène, il est logique que sans oxygène dans le milieu, la quantité de peroxyde soit plus faible et donc la faible concentration n’ait aucun effet sur la bactérie. Il pourrait être intéressant de mesurer le peroxyde d’hydrogène contenu dans chacun des milieux aérobie, microaérobie et anaérobie afin de quantifier l’effet de ce senseur de peroxyde par rapport à la concentration de H2O2 retrouvée dans le milieu. Il serait intéressant de faire des expériences futures évaluant l’interaction OxyR avec un promoteur fim. 
	En conditions aérobies ou anaérobies, l’expression de fim sans le gène ndh est diminuée, suggérant qu’il est un activateur de fim. Puisque ndh n’est pas essentiel au complexe I de la CTE, il est intéressant de constater une variation aussi importante lorsqu’il n’est pas présent dans le chromosome bactérien. En parallèle, il est pertinent de comparer l’expression de fim sans nuoH, un gène clé dans le complexe I chez plusieurs organismes. Peu importe le milieu, fim est fortement exprimé chez le mutant nuoH. Cela peut s’expliquer par le fait que chez S. Typhi, le complexe I contient à la fois Nuo et Ndh. Une certaine redondance permet que lorsque Nuo n’est pas présent, Ndh compense en rééquilibrant le ratio NADH/NAD. Il serait pertinent de créer un double mutant, donc de retirer à la fois nuoH et ndh, afin d’évaluer totalement l’effet du complexe I chez fim. Pour ce qui est des autres gènes testés, la disponibilité de l’oxygène dans le milieu n’a pas influencé l’expression de fim. 
	Puisque l’expression de fim chez le mutant ndh est affectée, nous avons décidé de confirmer si l’effet était propre au fimbria fim. Pour ce faire, nous avons testé le promoteur des fimbriae stb et std chez le mutant ndh.  Cela a confirmé que l’effet était spécifique à fim, puisque c’est le seul dont l’expression était induite comparée à sa souche sauvage (Fig.11).  
	2. Rôle de l’accepteur d’électrons 

	La chaîne de transport d’électrons typique propose l’oxygène comme accepteur final puisqu’il est présent dans notre environnement. En revanche, S. Typhi à la particularité de pouvoir utiliser un autre accepteur d’électron, comme le nitrate. Étant connus dans la littérature comme un accepteur alternatif, nous avons exploré le rôle du nitrate comme accepteur d’électron, puisque celui-ci se retrouve également chez l’hôte. Dans un milieu où à la fois, l’oxygène et le nitrate sont présents, l’expression de fim chez certains mutants se voit significativement réprimer. Ceux-ci sont ndh, yqiC, ahpC et tsaA (Fig.12). Pour ce qui est du mutant ndh, le patron d’expression de fim est similaire avec la condition normale aérobie, il ne semble donc pas être affecté par la présence de nitrate. 
	L’expression de fim est très faible lorsque yqiC est absent, qui a pour rôle d’influencer l’efficacité des transporteurs d’électrons à leurs accepteurs. Cela va dans la même direction que les conclusions tirées dans l’article de Kolenda et al., qui rappelons-nous, indiquaient que YqiC régule négativement les fimbriae de type 1 tel que Fim. (Kolenda et al., 2019). Il pourrait être une cible thérapeutique intéressante pour l’humain, puisque le tractus digestif offre d’autres accepteurs que l’oxygène, donc sans ce gène, fim verrait son expression grandement réprimée, empêchant la virulence. 
	En présence de nitrate, mais en condition anoxique, le patron d’expression de fim concernant les mutants OxyR et NuoH s’est vu changer. En effet, lorsque dans un milieu ayant à la fois différents accepteurs d’électrons, il n’y avait aucune différence avec la souche sauvage. On remarque la surexpression de fim lorsqu’OxyR n’est pas présent dans la bactérie. Ce gène, codant pour la détoxification des ROS, n’étant pas présent, diminue la production du fimbria. Quant à NuoH, faisant partie du complexe I de NADH déshydrogénase, sert à pomper les ions H+ hors de la membrane. Lorsqu’absent, il y a la répression de fim, suggérant que Nuo est un activateur de fim. 
	Lorsqu’on observe les mutants des peroxydases, tel que AhpC, on remarque que l’expression de fim est similaire en présence de nitrate, peu importe l’oxygène dans le milieu. D’un autre côté, la peroxydase TsaA voit une baisse de l’expression de fim en condition oxique avec nitrate, mais augmenter en condition anoxique avec nitrate. Cela peut suggérer que cette peroxydase agit différemment sur l’expression de fim selon l’accepteur final d’électron. En parallèle, lorsqu’on observe la peroxydase Tpx et la catalase KatG, fim à une expression semblable en présence de nitrate. KatG ne varie pas l’expression de fim peu importe l’oxygène contenu dans le milieu avec nitrate. Sachant que ces protéines détoxifiantes sont redondantes dans le génome de Salmonella Typhi, nous pouvons conclure qu’en l’absence d’au moins un de ces gènes, la détoxification est tout de même assurée. Nous avons donc créé de doubles mutants de peroxydases ou de peroxydase/catalase, afin de déterminer l’ampleur de la redondance de ces gènes. Les résultats ainsi que leur analyse seront discutés dans la discussion entourant les doubles mutants créés dans le cadre de cette recherche.  
	3. Rôle du stress oxydatif

	Le stress oxydatif est omniprésent à la fois dans la bactérie, chez l’hôte et dans son environnement. Ce stress à un rôle sur l’expression de certains gènes et sur la survie bactérienne. Nous avons étudié l’effet de deux stress oxydatifs bien connus, le H2O2 et le t-BHP, ajoutés au milieu de croissance à la concentration de 50 μM, considérée comme faible. Cet ajout nous a permis d’observer l’expression à la baisse de fim chez mutant yqiC dans les deux conditions, à un niveau très similaire. Cela nous indique que peu importe le type de stress, sans la présence de yqiC, il y a un facteur qui réprime fim. Nous pouvons également faire un lien avec la répression abordée plus tôt dans un milieu ayant un autre accepteur final d’électrons, suggérant que YqiC n’est peut-être pas impliqué dans la chaîne de transport nécessaire pour la pathogenèse de la bactérie, mais plutôt dans la régulation de fim puisqu’en étant un régulateur de la synthèse de la ménaquinone, il pourrait servir d’antioxydant, faisant alors diminuer le niveau de superoxyde potentiellement produit par Ndh.  
	Les autres mutants de fim n’ont pas eu de variation d’expression significative lors de nos tests portant sur le rôle du stress oxydatif. 
	3.1 Rôle de la durée d’exposition au stress oxydatif

	 La durée d’exposition au stress oxydatif est une variante importante à considérer dans l’infection de l’hôte. En effet, lors de son arrivée dans le tractus digestif, la bactérie rencontre une multitude de variations de stress environnementaux comme la disponibilité en oxygène et le stress oxydatif. Nous avons tout d’abord exploré la diminution et l’absence d’oxygène, l’exposition aux ROS devient donc un sujet d’intérêt assez novateur. 
	Comme les ROS affectent les bactéries qui font leur entrée dans le tractus digestif, elles ont déjà des précédents de croissance sans être touchées par ce stress. Il était donc intéressant de comparer l’effet momentané du stress oxydatif, mais aussi l’effet sur une bactérie en croissance, comme celles qui se répliquent dans le but d’obtenir une infection systémique. 
	3.1.1 Effet de l’exposition pendant la croissance 

	De faibles concentrations, soit 5 µM, 50 µM et de fortes concentrations, 1 mM et 2 mM, ont été ajoutées durant environ 18 heures, pour voir l’effet sur la croissance en présence de stress, comme il en serait le cas pour des bactéries qui se répliquent lors de l’infection de l’hôte. 
	Peu importe une faible ou une forte concentration, le mutant ndh a toujours le même patron d’expression. Ce dernier est la NADH-déshydrogénase qui a habituellement pour rôle de catalyser la réaction du complexe I de la CTE. L’expression de fim s’est vue réprimée, peu importe la condition dans laquelle le mutant ndh se retrouvait. Autant à plus faible concentration qu’à la plus forte testée, le mutant est le seul à avoir un effet significatif sur l’expression de fim, suggérant une grande sensibilité en présence de stress oxydatif omniprésent lors du développement bactérien. Il est important de noter que l’ajout de stress oxydatif, comme le peroxyde d’hydrogène, n’a pas influencé significativement la poussée bactérienne, la densité optique mesurée à 600 nm se situant entre 0,6 et 0,8 autant avec ou sans supplément.
	Lorsque combiné, les résultats obtenus concernant deux grands facteurs environnementaux dans l’infection de l’hôte, soit la variation de la concentration d’oxygène et celle de peroxyde d’hydrogène lors de la croissance bactérienne, il est indéniable que le mutant ndh a un rôle important dans la régulation de fim. D’autres expériences, comme la quantification du ratio NADH/NAD+ produit en absence et en présence de stress oxydatif durant la croissance bactérienne pourrait permettre de mieux comprendre l’effet de ndh, une NADH-déshydrogénase, sur l’expression de fim. En effet, comme ce gène produit des groupements NAD+ et H+, le ratio NADH/NAD+ devient alors le principal indicateur métabolique des bactéries, permettant de déterminer le stress oxydatif exprimé sur cette dernière. Donc en absence du gène ndh, il serait possible de quantifier le NADH, qui est aussi assuré par nuo dans le complexe I, et le NAD+ et H+ produits. Selon ce que nous savons présentement sur ndh, nous estimons qu’il y aurait une baisse de NADH, mais que le NAD+ et les H+ produits seraient considérables, d’autant plus avec l’ajout de protons d’hydrogène sous la forme de H2O2. Il sera d’autant plus intéressant d’étudier la régulation de fim avec le double mutant suggéré plus haut, nuoH/ndh, afin de diminuer au maximum le NADH présent.
	Pour ce qui est des autres mutants étudiés, leur profil d’expression concernant fim est très variable d’une condition à une autre. Rappelons que pour la plus faible et les deux plus fortes concentrations, seul ndh avait un effet significatif réprimant l’expression de fim. À 50 µM de peroxyde, outre ndh, les mutants oxyR, nuoH, yqiC et ahpC réprime fim (Fig. 13). Aucune surexpression de fim n’est notable dans cette condition. Pour ce qui est de 1 mM de peroxyde, seul ndh réprime fim, mais deux mutants surexpriment ce dernier, soit sodB et katG (Fig. 16). Toutefois, cette surexpression ne s’applique pas à 2 mM, ces mutants ayant une expression similaire à la souche sauvage de référence (Fig. 17). L’expression des autres mutants discutés ici ne semble pas être significative et substantielle dans l’optique de tirer des conclusions sur leur effet dans la régulation de fim. 
	3.1.2 Effet lors d’un traitement choc 

	 Lorsque le stress est induit après la croissance, comme c’est le cas durant l’infection de l’hôte, certains mutants, dont ndh, n’ont pas d’effet significatif sur l’expression de fim, alors que ce mutant avait un profil d’expression à la baisse chez fim, ce qui était très distinct (Fig 18). Toujours en gardant en tête que ndh est une NADH-déshydrogénase qui a pour but de produire du NAD+ et des électrons pouvant rejoindre l’accepteur final, il était logique que lors de la croissance de la bactérie, l’expression de fim soit réprimée, car la quantité de NADH produite était plus basse que la quantité d’électrons, donc la quantité de stress était plus élevée. Suivant ce raisonnement, il aurait été normal de voir le même patron lors d’un traitement choc. Il serait encore pertinent de mesurer le ratio NADH/NAD+ dans la situation de choc et de le comparer la situation de croissance. Cela permettrait d’établir un lien clair entre la présence des ions H+ produits par la NADH-déshydrogénase, les ions H+ provenant du stress oxydatif induit et la régulation du fimbria fim. 
	Toujours dans le même ordre d’idée, le mutant nuoH, également une NADH-déshydrogénase du complexe I de la CTE, entraîne la répression de fim. Cela suggère qu’elle aussi, régulerait fim de la même façon que ndh, selon la durée d’exposition au stress oxydatif. Nous pouvons donc en conclure que nuo régule négativement fim lorsque le stress est de courte durée et qu’il survient après la croissance normale de la bactérie. En parallèle, fim est également réprimé par son autre NADH-déshydrogénase, soit ndh, lorsque le stress généré tout au long de la croissance. Cela confère un rôle très important au complexe I de la CTE quant à la régulation de fim, puisque tout au long de l’infection de l’hôte, donc dès son arrivée dans le tractus et lors de sa réplication, la bactérie nécessite la présence du complexe I. Afin de confirmer cette hypothèse, la création du double mutant nuoH/ndh serait essentielle pour caractériser l’importance du complexe I de la CTE sur la régulation de fim. 
	Finalement, un autre mutant qui s’est illustré lors des expériences portant sur le traitement choc est yqiC, qui engendre la surexpression de fim. Selon les autres expériences discutées plus haut, yqiC avait toujours un effet de régulation négative chez fim. L’expression n’était pas significative lors des traitements de longue exposition, alors qu’une exposition très courte, elle est fortement à la hausse. Il est possible que cet effet soit attribuable à son rôle dans la synthèse des métaquinones, qui agissent comme transporteurs d’électrons dans le complexe III, mais aussi comme antioxydants dans le but de baisser le stress oxydatif et faciliter la production d’ATP. Afin d’élucider cette hypothèse, la création des mutants des complexes II (SdhA) et III (Cyo et Cyd) est nécessaire pour mieux comprendre la régulation de fim par rapport à ces autres complexes. 
	4. Doubles mutants 

	La création de doubles mutants permet d’obtenir plus de précisions concernant un groupe de gènes comme les catalases, les peroxydases ou bien les différents complexes de la chaîne de transport d’électrons et l’effet, direct ou indirect qu’ils pourraient avoir sur la régulation du fimbria fim. 
	Bien que plusieurs doubles mutants aient été proposés dans notre analyse, seulement katG/ahpC, katG/tsaA et ahpC/tsaA ont été obtenus par notre laboratoire. Comme il existe trois catalases et trois peroxydases dans le génome de Salmonella Typhi, il était pertinent de déterminer l’effet de leur redondance. Donc, en créant des paires entre notre catalase katG et les premières peroxydases obtenues, ahpC et tsaA, ainsi qu’un mutant de ces deux peroxydases, nous pouvions mieux évaluer leur effet sur la régulation de fim qu’en étudiant seulement de simples mutants. 
	Tout d’abord nous avons étudié l’expression de fim en condition aérobie, afin d’avoir une référence pouvant être comparée avec nos autres mutants discutés plus haut. Seul le double mutant ahpC/tsaA n’a pas influencé l’expression de fim. En revanche, katG/tsaA a régulé positivement fim alors que katG/ahpC le régule de façon négative, voire nulle (Fig. 20). 
	Pour ce qui est du double mutant exclusif aux peroxydases, cela suggère qu’elles n’ont pas de rôle essentiel, puisque lors que toutes deux absentes, elles n’influencent pas la régulation de fim. Parallèlement, lorsque nous les avons étudiées en tant que simple mutant, les deux peroxydases réprimaient fortement l’expression de fim (Fig. 8) Il semblerait que, lorsque seule, elles ont un rôle important quant à la régulation du fimbria, mais lorsque combinée, leur absence chez fim module possiblement l’autre peroxydase du chromosome, soit tpx ou bien ces catalases katG, katE ou katN. Éventuellement, il serait intéressant d’obtenir un triple mutant peroxydases, incluant aussi tpx, afin de déterminer si les peroxydases ont un effet chez fim. Sans quoi, cela nous indiquerait que ce sont les catalases qui ont effet déterminant sur la détoxification du stress oxydatif qui influence la régulation de fim. Donc, la création d’un triple mutant, incluant c’est deux peroxydases et une des trois catalases du chromosome pourrait aussi élucider ces hypothèses.
	La littérature nous indiquait déjà que les catalases, comme katG, ont des rôles très importants dans la détoxification des ROS, et ce chez plusieurs bactéries, comme E. coli, qui présente beaucoup de ressemblance de régulation avec Salmonella. Lorsque nous avons produit la mutation de la catalase, couplées avec la mutation d’une peroxydase, nous avions pour hypothèse que l’expression de fim serait diminuée de façon très significative, n’ayant plus de système de défense efficace contre le stress oxydatif rencontré. Pour le double mutant katG/tsaA, fim présente une surexpression importante. Celle-ci pourrait s’expliquer par les résultats préliminaires qui nous ont poussés à la construction de ce double mutant, indiquant que katG, lorsque simple mutant, entraine la surexpression de fim. Cette surexpression pourrait se justifier par la redondance des systèmes de détoxification, suggérant que katG n’est pas essentiel à la réduction du stress oxydatif. En effet, lorsque katG ne se retrouve pas dans le chromosome, en plus d’une peroxydase jouant un rôle similaire, la tendance d’expression reste la même. 
	Toutefois, cette hypothèse a été réfutée par les résultats obtenus avec le double mutant katG/ahpC (Fig.8). Ici, la logique attendue était la même que celle décrite plus haut. Pourtant, lorsque ni katG, ni ahpC sont simultanément présents, l’expression de fim est nulle. Il est important de souligner que la croissance bactérienne de nuit obtenue était similaire à celle attendue, offrant une densité optique à 600 nm étant supérieure à 0,6. Nous ne pouvons donc pas attribuer de défaut de croissance influençant l’expression de fim. Ces résultats confèrent un rôle important à katG ainsi qu’à ahpC lorsque combinés. Ce résultat très intéressant pourrait rendre la mutation de ces deux gènes des cibles thérapeutiques, empêchant totalement l’expression du fimbria fim et de la virulence. 
	Afin de porter l’expérience plus loin, nous avons comparé l’expression de fim, dans ces doubles mutants, en présence de stress oxydatif induit à faible et à forte concentration lors de la croissance de nuit. Le but de ce test était de déterminer si les bactéries, rendues dans un stade avancé de croissance, comme celui observé lors de prolifération dans les organes clés, verraient leur expression de fim varier. En d’autres mots, est-ce que l’absence de ces gènes détoxifiants dans le chromosome serait capable de se répliquer efficacement et de conserver et/ou modifier son patron d’expression de fim? Peu importe la quantité de stress oxydatifs, 5 µM ou 2 mM, le patron d’expression de fim reste inchangé chez nos trois doubles mutants testés (Fig. 21). Cela nous indique que l’ajout de ROS dans le milieu n’influence pas l’expression de fim alors que ses tactiques détoxifiantes sont atteintes. Cependant, cette information se veut un avantage pour la recherche de cible thérapeutique dirigée vers katG/ahpC, car les gènes détoxifiants restants, comme katE, katN et tpx n’ont pas pris le dessus lorsqu’une forte concentration de stress est survenue dans le milieu. Ayant des rôles similaires, ces gènes auraient pu nécessiter une activation selon la quantité de ROS rencontrée dans son milieu de croissance. Toutefois, comme l’expression de fim reste nulle, nous pouvons suggérer autrement. 
	Nous pouvons donc tirer cette conclusion évidente, les mutations de katG/ahpC empêchent l’expression de fim, un fimbria essentiel pour la virulence de Salmonella Typhi et d’autant plus pour ces capacités d’adhésion et d’infection nécessaire pour la colonisation des organes de l’hôte, et assurer la prolifération vers une infection systémique mortelle. Cela confirme donc l’hypothèse discutée dans la section 3.7 (La détoxification du stress oxydatif chez S. Typhi), mentionnant de récentes recherches ciblant katG et ahpC comme des médiateurs clés pour la réduction des ROS (Wan et al., 2021). 
	5. Rôle des complexes de la chaîne de transport d’électrons 

	La chaîne de transport d’électrons étant au cœur de notre analyse, il était pertinent d’explorer l’importance de chacun des complexes de celle-ci. Aussi, les inhibiteurs des complexes étant des cibles thérapeutiques envisageables, il devenait impératif de déterminer leur effet sur les complexes.  Ici, seulement le premier complexe a été étudié, mais afin d’obtenir un portrait global de la régulation de fim dans la CTE, il serait pertinent de créer les mutants des complexes II et III ainsi que de tester leur inhibiteur respectif. 
	5.1 Complexe I 

	Notre étude se concentre sur le complexe I de la CTE de Salmonella Typhi, et donc le rôle des NADH-déshydrogénase, nuo et ndh, discuté plus haut. La roténone est un inhibiteur du complexe I bien connu et bien documenté chez la mitochondrie (Palmer et al., 1968) et c’est celui que nous avons choisi de supplémenter à 140 mM dans nos croissances bactériennes de nuit. 
	L’inhibiteur ajouté réprime significativement l’expression de fim chez les mutants nuoH et ndh. Cela nous prouve l’efficacité de l’inhibiteur choisi quant au complexe I de la CTE. Le même niveau d’expression de fim que chez la souche sauvage est observé chez les autres mutants oxyR, sodB, katG, ahpC, tsaA et yqiC, qui eux, ne font pas partie du complexe ciblé (Fig. 22). La roténone devient donc un bon choix pour cibler le complexe I et donc empêcher la régulation de fim, et par le fait même la capacité de la bactérie de produire de l’énergie pour assurer sa survie et sa virulence. Toutefois, comme l’effet de la roténone sur les cellules humaines agit de la même façon que la chimiothérapie, donc elle empêche la formation des microtubules nécessaire pour former le fuseau mitotique pour faire la mitose (Brinkley et al., 1974), le traitement se vaudrait très invasif et dommageable pour l’individu. L’investigation d’autres inhibiteurs du complexe I de la CTE serait favorable pour limiter l’effet sur l’hôte, tout en lui assurant une efficacité contre la virulence de Salmonella Typhi. 
	Conclusion
	Les objectifs de notre étude ont partiellement été atteints, laissant place à plusieurs autres projets portant sur la redondance des enzymes détoxifiantes de stress oxydatif, les complexes II et III de la chaîne de transport d’électrons et leur inhibiteur respectif, concernant la régulation de fim, un fimbria essentiel à l’adhésion et la formation de biofilm, deux facteurs de virulence essentiels pour l’infection et la colonisation de son hôte. 
	Nos expériences ont d’abord démontré le rôle de la chaîne de transport d’électron, principalement le complexe I, avec la NADH-déshydrogénase encodée par ndh qui possède des effets spécifiques concernant la régulation de fim. Ce complexe est aussi composé d’une autre NADH-déshydrogénase nuo. Nous proposons des pistes de recherches ciblant totalement la régulation de fim par le complexe I par la mutation complète par le biais du double mutant nuo/ndh. Nous avons déjà prouvé l’efficacité de la roténone, un inhibiteur du complexe I. Toutefois, étant très néfaste pour l’humain, il serait pertinent de cibler d’autres inhibiteurs. 
	En discutant toujours du rôle de la CTE, YqiC stimule un grand intérêt puisque c’est un super-régulateur de Salmonella qui agit dans la synthèse des transporteurs d’électrons comme les ubiquinones et les métaquinones, dans la génération d’ATP et dans le maintien du métabolisme bactérien lorsqu’en présence de stress oxydatif. Lorsqu’en condition forte en oxygène, yqiC n’est pas essentiel pour la régulation de fim, mais tout ceci change lorsque l’accepteur final d’électron n’est plus l’oxygène, comme c’est le cas dans le tractus intestinal. Cette caractéristique de S. Typhi s’explique par le fait que la bactérie est anaérobie facultative et peut utiliser différents accepteurs finals autres que l’oxygène. Ce gène devient lui aussi une cible thérapeutique dans la régulation de fim, ce qui limiterait sa capacité d’adhérence et de prolifération lors de l’infection de l’hôte. 
	Finalement, la caractérisation des catalases et des peroxydases s’est avérée pertinente, indiquant que katG et ahpC, lorsque toutes deux absentes, réprime totalement l’expression de fim. De plus, en ajoutant un stress oxydatif dans le milieu de croissance de ces bactéries, nous avons pu ne constater aucun changement au patron d’expression de fim. Ces changements non significatifs peuvent sembler non concluants. Au contraire, les gènes détoxifiants restants, comme katE, katN et tpx n’ont pas pris le dessus lorsqu’une forte concentration de stress est survenue dans le milieu. Ayant des rôles similaires, ces gènes auraient pu nécessiter une activation selon la quantité de ROS rencontrée dans son milieu de croissance. 
	Somme toute, cette étude a permis de contribuer à la caractérisation de la chaîne de transport d’électrons et à la compréhension des patrons de régulation du fimbria fim, lui procurant de nombreux avantages dans la virulence de Salmonella enterica sérovar Typhi. Ces expériences laissent des pistes évidentes et de nombreuses opportunités de recherche. 
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