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Ce travail porte sur l’étude du rôle du régulon Pho dans la virulence
de souches d’Escherichia cou pathogènes causant des maladies extra-
intestinales (ExPEC) et de son influence sur la surface bactérienne. Le
régulon Pho, contrôlé par Le système à deux composantes (TCS)
PhoRIPhoB, est un circuit génétique impliqué essentiellement dans
l’acquisition du phosphate. Il est induit en situation de carence
environnementale en phosphate. Chez les souches d’E. cou ayant une
mutation dans Pst, un système de transport spécifique du phosphate, le
régulon Pho est activé de façon continue. Les souches ExPEC animales
0115 et 07$ causent d’importantes pertes économiques au sein de
l’industrie porcine et avicole respectivement. Notre groupe de recherche a
démontré qu’une mutation dans Pst, chez une souche ExPEC 0115, a des
effets pléïotropiques et résulte en la perte de la virulence.

Notre laboratoire s’intéresse aux bases moléculaires qui pourraient
expliquer ces phénomènes. Notre hypothèse est qu’une conséquence d’une
mutation dans le système Pst provoque des changements au niveau de la
composition des structures de La surface bactérienne qui seraient associées à
certains traits de virulence. Le présent projet visait à identifier des
composantes de la surface bactérienne affectées par une mutation dans Pst.
De plus, nous voulions vérifier si les souches ExPEC 0115 et 07$,
d’origines animales distinctes, sont affectées de façon similaire par une
mutation dans Pst. Parmi les effets recensés, nous voulions déterminer
lesquels peuvent être associés à la virulence bactérienne.

La virulence de souches 0115 et 078 ainsi que de leur mutant Pst fut
évaluée dans des modèles d’infection expérimentale. Les résultats obtenus
démontrent que, chez ces souches, la capacité à causer des lésions extra-
intestinales ainsi que la virulence est fortement atténuée par une mutation
dans Pst. De plus, nos résultats démontrent que les mutants Pst sont
sensibles au choc acide, à l’effet bactéricide du sérum et aux peptides
cationiques antimicrobiens (CAMP). Ces conditions représentent des stress
pouvant être rencontrés dans l’hôte. La surface des bactéries à Gram-négatif
agit comme une barrière face aux différents stress environnementaux. De
façon plus spécifique, le lipide A, la partie membranaire des
lipopolysaccharides (LPS), est impliqué dans la résistance au CAMP. Nos
résultats montrent qu’il y a une diminution de 66% dans la quantité de Lipide
A hexa-acyle-1-pyrophosphate chez les mutants Pst. La diminution des
pontages croisés entre les LPS, engendré par cette modification, pourrait
contribuer à la sensibilité des mutants Pst vis-à-vis le sérum et les CAMP.
Par ailleurs, nos résultats démontrent qu’une augmentation de la
perméabilité de ta membrane externe ainsi que des changements au niveau
de la composition des acides gras membranaires contribuent à la sensibiLité
des mutants Pst au choc acide.

En conclusion, les souches ExPEC 0115 et 078 sont affectées de
façon similaire par une mutation dans Pst. De plus, les modifications de la
surface bactérienne identifiées chez ces mutants peuvent être associées à des
phénotypes de sensibilité. Ces phénomènes surviennent sans doute en
conséquence de l’état d’activation continue du régulon Pho chez les mutants
pst. Donc, le régulon Pho appartient vraisemblablement à un réseau
beaucoup plus vaste de régulation, important à la fois pour l’homéostasie du
phosphate, la virulence bactérienne et la réponse aux stress. finalement, des
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molécules pharmaceutiques induisant cet état d’activation pourraient être
utiles comme agents thérapeutiques pour compromettre la virulence
bactérienne et faciliter l’élimination des pathogènes par les défenses de
l’hôte.

Mots clés : ExPEC, régulon Pho, TCS, système Pst, LPS, lipide A, acides
gras, CAMP, choc acide, sérum.
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This work concems the role of the Pho regulon in the virulence of

extra-intestinal pathogenic Escherichia cou (ExPEC) strains as well as its
influence on the bacterial celi surface. The Pho regulon is controlled by the
two-component regulatory system PhoR/PhoB. It is the major gene circuit
involved in adaptation to phosphate Limitation. The Pst system is involved in
phosphate specific transport. A mutation in Pst resuits in a constitutive
expression of the Pho regulon. The ExPEC strains 0115 and 07$ cause
important economical loss in the swine and poultry industry respectively.
Our research group showed that in an 0115 strain, a mutation in the Pst
system resuits in pleiotropic effects and virulence loss.

Our laboratory is interested in elucidating the molecular basis behind
these phenomena. We hypothesized that a mutation in the Pst system results
in structural changes of the celi surface components. Thus, this project was
to characterize celi surface structures using Pst mutants of ExPEC strains
0115 and 078. We aimed to establish if a Pst mutation has similar effects
on ExPEC strains from distinct animal origins and to determine which
effects can be correlated to bacterial virulence.

The virulence of Pst mutants was evaluated in experimental infection
models. We showed that a mutation in Pst results in an important virulence
attenuation, including a decreased capacity to cause extra-intestinal lesions,
in both 0115 and 07$ strains. Moreover, we showed that Pst mutants are
sensitive to the bacteriolytic effects of serum, to cationic antimicrobial
peptides (CAMP) and to acid shock. These stresses can be encountered
within the host. The ceil surface of Gram-negative bacteria acts as a major
barrier to many environmental cues. More specificaLly, the lipid A which is
the membrane anchor ofthe lipopoLysaccharides (LPS), is a known structure
involved in CAMP resistance. Our lipid A analyses, revealed a 66%
reduction in the amount ofthe hexa-acylated 1-pyrophosphate lipid A in Pst
mutants. This lipid A modification could contribute to serum and CAMP
sensitivity by reducing cross-bridging between LPS molecules. In addition,
our resuits showed that increased outer-membrane permeability as well as
changes in fatty acids composition is Likely to contribute to acid shock
sensitivity in Pst mutants.

In conclusion, we showed that ExPEC strains 0115 and 07$ are
similarly affected by a mutation in Pst. The phenotypes identified in this
study confirmed that Pst mutants are indeed characterized by celI surface
structural changes. Moreover, our resuits showed that the Pho regulon,
which is constitutive in pst mutants, is involved in some of these
modifications. Thus, the Pho regulon might be included in a more global
network of regulation affecting phosphate homeostasis, bacterial virulence
and stress responses. Finally, drugs that induce the expression of the Pho
regulon may also be useful as therapeutic agents that would compromise
bacterial virulence and facilitate elimination of the pathogen by host
defences.

Key words: ExPEC, Pho regulon, TCS, Pst system, LPS, lipid A, Fatty
acids, CAMP, acid shock, serum.
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MRHA (mannose resistant hemaglutinine)

mV millivolt

m/z masse I charge

NA acide nalidixique (nalidixic acid)

NF-ic facteur nucléaire ic43 (nuclear factor ict3)

NN4VO3 métavanadate

nm nanomètre

nmol nanomole

N-terminal amino-terminal

OD densité optique (optic density)

OMP protéine de la membrane externe (outer-membrane
protein)

ORF (open reading frame)

Pag (PhoQ/PhoP activated genes)

PAl (pathogenicity island)

pAPEC-1 plasmide de virulence de la souche APEC x7122
Pb paires de bases

PBS (phosphate buffered saline)

pEtN phosphoéthanolamine

Pho phosphate

PhoB-P PhoB phosphorylée

P phosphate inorganique
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Pit Transporteur du P (P transporter)

PMB polymyxine B

Po1yP métaphosphate

ppGpp guanosine tétraphosphate

PP pyrophosphate

pppGpp Guanosine pentaphosphate

Ppx PolyP phosphatase

1kg (PhoQ/PhoP repressed genes)

Pst Système de transport spécifique du phosphate (phosphate

specific transport system)

QS senseur de quorum (quorum sensing)

RD domaine receveur

REP structure palindromique (repetitive extragenic

pal indromic)
RpoS facteur sigma alternatif (sigmaS)

RR régulateur de réponse

RT-PCR transcription réverse-réaction en chaîne polymérase
(reverse transcription-polymerase chain recation)

SCOTS capture sélective des séquences transcrites

SDS (sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)

Sm streptomycine

T3SS système de sécrétion de type III

TCS système à deux composantes (two component regulatory

system)
TLC chromatography en couche mince (thin layer

chromatography)
TLR (toli-like receptor)

TNf-Œ (tumor necrosis factor Œ)

UFA acide gras insaturé (unsaturated fatty acid)

UPEC E. cou uropathogène (uropathogenic E. cou)

UTI infection du tractus urinaire(urinary tract infection)

UTR séquence non-traduite (untranslated sequence)

Vmax Vitesse enzymatique maximale

XP 5-bromo-4-chtoro-3-indolylphosphate

Zn2 zinc



Aux décrocheurs et auxjeunes qui se cherchent....
...pour un peu d’espoir
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Depuis longtemps, les scientifiques s’intéressent à Escherichia cou

comme système biologique modèle, autant pour l’étude des voies

métaboliques, des voies de biosynthèses, de la régulation génétique, des

cascades signalétiques, que pour la production de molécules hétérologues.

Au niveau de plusieurs aspects, cette bactérie est l’une des mieux

caractérisées. Malgré cela, beaucoup reste encore à découvrir.

E. cou est un coccobacille Gram-négatif anaérobie facultatif. Cette

bactérie occupe naturellement plusieurs niches écologiques de

l’environnement ainsi que plusieurs hôtes. En effet, E. cou fait partie du

biote indigène intestinal de plusieurs mammifères. Cependant, les

phénomènes de mutations et de transfert horizontaux engendrant des

modifications génomiques et pÏasmidiques ont généré de nombreux variants

génétiques augmentant lefltness de ces derniers pour leur niche écologique

respective, ainsi que pour de nouvelles niches. Ces événements génétiques

sont à la base de l’acquisition de facteurs de virulence (FV) et sont

responsables de la capacité des pathogènes à causer la maladie. Il est certain

qu’une souche ayant plusieurs FV a plus de chances d’acquérir un bagage

plus important de fV de façon subséquente de par les pressions de sélection

dans l’hôte et de par la co-habitation avec d’autres pathogènes.

Certes, l’avènement du séquençage automatisé et de l’obtention de

séquences de génomes entiers a permis un progrès considérable au niveau

de la compréhension de l’organisation du génome et du développement de la

recherche fonctionnelle in sitico. Déjà, la protéomique remplace la

génomique, fruit du désir d’associer des structures et fonctions aux

séquences pour l’instant « muettes ». La tâche est cependant beaucoup plus
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ardue qu’il n’y paraît. La recherche fondamentale en microbiologie

cellulaire est nécessaire et est la clé menant aux nombreuses découvertes à

venir. Dans une cellule bactérienne et même à l’extérieur, les molécules

communiquent, résultant en une multitude d’événements « action-réaction»

permettant à la cellule de vivre, de se diviser, d’occuper une niche

écologique donnée, de survivre à des stress environnementaux et parfois

même, à provoquer sa destruction pour permettre la survie de sa population.

La base moléculaire de la régulation implique des interactions complexes

entre plusieurs signaux et composantes cellulaires, dont les molécules

d’acides désoxyribonucléiques (ADN) elles-mêmes, avec leurs séquences

d’acides nucléiques spécifiques, leurs protéines associées et leurs

topologies. La présence et la fonctionnalité d’une protéine dépendent de

plusieurs facteurs. La régulation au niveau de ta transcription, des acides

ribonucléiques (ARN) et de la traduction (post événement aussi) est en effet

responsable des phénotypes «mesurables et observables» dans une cellule.

De plus, les voies métaboliques et de régulations ne sont pas nécessairement

exclusives et isolées dans l’espace et le temps. En effet, les multiples voies

métaboliques et signalétiques peuvent être redondantes, s’entrecroiser et

s’influencer mutuellement. Ainsi, le réseau des événements de régulation,

permettant l’homéostasie cellulaire, est extrêmement complexe et nécessite,

entre tes différentes parties, une bonne communication.
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Chez les microorganismes, la capacité à répondre aux différents stimuli

rencontrés dans l’environnement est déterminante pour leur survie. Celle-ci

nécessite des mécanismes globaux de régulation impliquant des systèmes

pouvant contrôler plusieurs éléments génétiques de façon coordonnée. Par

exemple, le système à deux composantes (TCS) PhoRfPhoB répond aux

concentrations extra-cytoplasmique en phosphate inorganique (Pi), en activant

ou en réprimant plusieurs gènes à la fois. Ces gènes appartiennent

conceptuellement au régulon Pho et sont importants pour le maintien de

l’homéostasie cellulaire en situation de carence environnementale en phosphate.

Le système Pst qui appartient au régulon Pho est impliqué dans l’acquisition

spécifique du phosphate dans ces conditions. Il joue aussi un rôle dans le

contrôle du TCS PhoRIPho3. Une mutation dans le système Pst résulte en

l’activation continue du régulon Pho. Cette thèse de doctorat traite du rôle du

régulon Pho dans la virulence chez des souches d’E. cou pathogènes qui

causent des maladies extra-intestinales (les ExPEC) et particulièrement des

structures de la surface bactérienne affectées par une mutation dans Pst et qui

peuvent être associées à des traits de virulence.

Dans la prochaine section, une recension détaillée des connaissances

actuelles sur le régulon Pho et le système Pst est d’abord présentée. Dans un

deuxième temps, la composition de la surface des bactéries à Gram-négatif est

décrite de même que le rôle de certaines de ses structures dans la résistance à

des stress pouvant être rencontrés chez l’hôte. Dans cette optique, les

mécanismes de résistance à l’effet bactéricide du sérum, aux peptides
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cationiques antimicrobiens et au choc acide sont présentés comme modèles.

Ceux-ci sont associés à la capacité des ExPEC à causer la maladie. La dernière

partie de cette première section est consacrée à la description des souches

ExPEC utilisées dans cette étude ainsi qu’à l’énoncé de la problématique

contextuelle, de l’hypothèse et des objectifs visés par le présent travail. Comme

il sera discuté, l’activation du régulon Pho a un effet global sur la cellule

bactérienne permettant à celle-ci non seulement de s’adapter et de survivre dans

un environnement pauvre en phosphate, mais aussi de répondre adéquatement à

différents stress et d’exprimer des caractéristiques associées à la virulence.



RECENSION DE LA

LITTÉRATURE
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1. Comment les bactéries perçoivent les stimuli

environnementaux

Il existe trois mécanismes par lesquels les bactéries perçoivent et

répondent aux changements environnementaux: les mécanismes de senseur de

quorum (QS; «quorum sensing »), les systèmes à une composante et ceux à

deux composantes. Le QS est un mécanisme de régulation permettant la

synchronisation de l’expression de certains gènes au niveau d’une population

bactérienne (277). Le QS est un processus de communication de cellule à

cellule qui est tributaire de la densité d’une population bactérienne. Les

bactéries relâchent dans l’environnement de petites molécules ff signales» qui,

à forte concentration, induisent une réponse coordonnée au sein de la

population bactérienne. Certaines de ces molécules signales diffusent

directement à travers les membranes et s’associent à des régulateurs génétiques.

D’autres sont des ligands de récepteurs situés à la surface cellulaire et induisent

des cascades signalétiques de même nature que celles induites par les systèmes

à une ou à deux composantes. Les systèmes à une composante sont des

sérine/thréonine kinases ou tyrosine kinases similaires à celles retrouvées chez

les eucaryotes (46, 26). Ces systèmes de signalisation cellulaire dépendent de

transferts d’un groupement phosphoryle entre différentes protéines. Comme il

sera expliqué dans les prochaines sections, les systèmes à deux composantes

tICS) fonctionnent de façon similaire. Les TCS sont cependant beaucoup

mieux caractérisés et leur rôle dans la réponse des bactéries à l’environnement

est appréciable.
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Li Les systèmes à deux composantes (TCS)

Les systèmes à deux composantes (TCS) sont généralement composés

de deux protéines d’où leur nom (Voir aussi section 2.3.3 p.15). Une première

protéine, apte à capter un ou des signaux environnementaux, phosphoryle une

seconde protéine qui, sous forme phosphorylée, joue le rôle d’activateur ou de

répresseur transcriptionnel (104, 105, 237, 282). Les TCS sont impliqués dans

plusieurs processus de réponses cellulaires comme la motilité, la résistance aux

antimicrobiens, l’osmorégulation, la sporulation, la fixation de l’azote,

l’invasion de cellules hôtes, l’acquisition du phosphate, etc (22, 26). Chez E.

cou, une trentaine de TCS ont, à ce jour, été décrits (263). Les TC$ sont absents

chez les humains (26), faisant de ces systèmes des cibles intéressantes pour des

molécules antimicrobiennes.

2. Le phosphate et la vie

Le carbone, l’azote et le phosphate sont les trois éléments les plus

abondants sur Terre. Ce sont des éléments essentiels à la vie. Nous traiterons ici

du phosphate, thème unificateur du présent travail. Le phosphate fait partie

intégrante de la structure de plusieurs composantes cellulaires comme les acides

nucléiques, les lipides et les protéines. Le phosphate est présent dans de

nombreuses voies métaboliques. Par exemple, le phosphate inorganique (P1) est

utilisé comme substrat par les enzymes de la glycolyse, du cycle des acides

fficarboxyliques et de la fermentation. Aussi, le P est très important dans le

métabolisme énergétique cellulaire puisque cette molécule crée des liens
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phospho-anhydrides hautement énergétiques. De plus, les voies signalétiques

intracellulaires dépendent, entre autres, de phospho-relais impliquant la

transmission de groupements phosphoryles entre protéines. Ainsi, en plus d’un

rôle structural, le phosphate est impliqué dans les mécanismes moléculaires

fondamentaux permettant la vie elle-même. Chez E. cou, la gestion du

phosphate est prise en charge, en partie, par le régulon Pho. Ce dernier

appartient conceptuellement au stimulon phosphate, soit tous les gènes affectés

par les variations environnementales en phosphate (262). Le régulon Pho est

induit en situation de carence en phosphate (271).

2.1 Escherichia cou et le phosphate

E. cou utilise trois composés comme source primaire de phosphate: le

P1, l’organophosphate (les esters de phosphate) et les phosphonates. Les

phosphonates font partie d’une grande catégorie d’organophosphates ayant

comme caractéristique particulière d’avoir un lien direct carbone-phosphate à la

place d’un lien carbone-oxygène-phosphate normalement retrouvé chez les

organophosphates. On retrouve trois formes chimiques de phosphate

inorganique dans une cellule d’E. cou: le P, le pyrophosphate (PP) et le

métaphosphate (polyP) (262). Les concentrations intracellulaires en P et en PP

sont de façon générale invariables. Celles-ci sont de 10 mM pour le P et de 0,5

mM pour le PP. La concentration en polyP peut varier de 0,1 à 50 mM (126).

Cependant, chez E. cou, les réserves de po1yP varient moins que chez d’autres

bactéries et se situent autour de 0,2 mM. Chez E. cou, le PP cytosolique est

dégradé en P par une pyrophosphatase unique codée par le gène ppa qui est
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essentielle à la survie de la bactérie. Le polyP est synthétisé par la cellule

principalement en situation de stress environnementaux comme des carences en

P, en azote, en acides aminés et de fortes concentrations en sels. Le PolyP est

une molécule hautement énergétique puisqu’elle est constituée de multiples

liaisons phospho-anhydres. Le polyP1 peut jouer le rôle de substituant de

l’adénosine triphosphate (ATP) dans les réactions kinases, de réservoir de P1,

d’agent chélateur de métaux, de tampon contre les stress alcalins, etc (126). Le

gène ppk est le premier de deux gènes organisés en opéron. Ppk est une enzyme

capable de synthétiser le polyP à partir de l’ATP et vice versa. Le second gène,

ppx, code pour une exopolyphosphatase. L’hydrolyse par Ppx est faite à partir

des terminaisons des chaînes de polyP, produisant du P. La dégradation du

polyP par Ppx en situation de carence en phosphate peut résulter en la

répression du régulon Pho puisque le P relâché peut se retrouver dans le

périplasme, ce qui régule à la baisse l’activité de Pho (261) (Voir section 2.3, p.

9).

2.2 Le stimulon phosphate

VanBogelen et ses collaborateurs (1996) ont démontré que la variation

des concentrations en phosphate influence grandement le profil du protéome

d’une souche d’E. cou K12 (262). En effet, il a été vu, par analyses en gel 2-

dimensions, qu’une carence en phosphate induit 208 protéines et réprime le

niveau d’expression de 205 protéines. Sur la base que le chromosome de E cou

contient grossièrement 4000 gènes codant pour des protéines, le stimulon

phosphate représente donc environ 10% des gènes. Cependant, plusieurs de ces
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protéines sont influencées par d’autres conditions environnementales. Ainsi,

plusieurs protéines observées par gel 2-dimensions ne sont pas exclusives au

stimulon phosphate, mais sont sous le contrôle de plusieurs systèmes de

régulation à la fois, con-une dans la programmation de l’entrée en phase

stationnaire de croissance. Il est donc attendu que plusieurs de ces protéines

fassent aussi partie d’autres stimulons (262).

2.3 Le régulon Pho

2.3.1 Généralités sur te réguton Pho

Le régulon Pho a pour fonction l’acquisition et l’utilisation de

différentes sources de phosphate en condition de carence en phosphate. Par

définition, tous les gènes d’un régulon sont soumis à un même contrôle

moléculaire. Les gènes du régulon Pho d’E. cou sont sous le contrôle du TCS

PhoRfPhoB. L’opéronphoBR code pour ce TCS et est soumis à une régulation

autogène (272). Les gènes du régulon Pho sont organisés en mono et

polycistrons. De façon générale, les produits protéiques de ces gènes sont

impliqués dans l’acquisition et l’utilisation du phosphate incluant la dégradation

et la synthèse de molécules phosphatées. À ce jour, chez E. cou, 47 gènes

peuvent être considérés comme faisant partie de ce régulon (Tableau I) (11, 94,

100, 226, 242, 272). De plus, les recherches récentes sur le régulon Pho ont mis

en évidence des gènes Pho-dépendants dont les fonctions se distinguent du rôle

habituel des gènes appartenant à ce régulon (Tableau I). L’expression du
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Tableau I: Gènes appartenant au régulon Pho d’Escherichia cati a

“.__ Mono et polycistrons Fonctions
phoBR Système à deux composantes contrôlant

l’expression des gènes du régulon Pho
pstSCAB-pho U Co-régulateur du régulon Pho; système de

transport spécifique pour le phosphate
inorganique (P)

ugpBAECQ Système de transport du glycérol-3-phosphate et
de son hydrolyse comme source de P

phnCDEFGHIJKLM]’IOP Système de transport des phosphonates et de
leurs dégradation: voie C-P lyase

phoApsif Le gène phoA code pour une
phosphomonoestérase alkaline non spécifique
alors que psiF code pour une protéine
périplamique de fonction inconnue

phoE Porine ayant une légère préférence pour les
anions

phoH Protéine liant l’ATP de fonction inconnue

psiE Protéine hydrophobe de fonction inconnue

pit3 * Système de transport du 1)

yibD Glycosyl transférase ou inosine triphosphate
diphosphatase ou ribulose-bisphosphate
carboxylase hypothétique. Le gène yibD est
aussi régulé par BasRfBasS en réponse aux
variations de concentration en fer et zinc.
Pourrait avoir un rôle à joue dans la résistance
aux détergents

amn AMP nucléosidase
yJK Protéine de fonction inconnue
iciA IciA est un régulateur de la famille LysR,

contrôlant tes gènes impliqués dans le transport
de l’arginine. IciA inhibe l’initiation de la
réplication de par sa liaison à OriC

asr Protéine de type chaperonne impliquée dans la
tolérance au stress acide

0ppABCDF* Transporteur de type ABC impliqué dans le
transport d’oligopeptides et dans le recyclage
des peptides de la paroi cellulaire

dppABCDf* Transporteur de type ABC impliqué dans le
transport de dipeptides. Similaire au système

opp
* Gènes réprimés par l’activation du régulon Pho
aRéférences: 11, 94, 100, 226, 242, 272
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régulon Pho est inhibée lorsque sa source préférentielle de phosphate, soit le P1,

est en concentration environnementale (périplasmique) non limitante. La

croissance en milieu pauvre en P résulte en un accroissement de cent fois

l’expression des gènes du régulon Pho (235). La concentration seuil de P

causant l’activation ou la répression du régulon Pho est de 4 .tM. Il existe une

transition très mince entre l’état activé et inactivé du régulon Pho (260). En

situation de carence en phosphate, l’acquisition du P périplasmique se fait par

le système de transport spécifique (Pst) appartenant aussi au régulon Pho.

Aucun gène appartenant au régulon Pho ne semble être sujet à une régulation

individuelle étant donné qu’aucun gène requis pour l’utilisation d’une source

spécifique de phosphate n’est régulé en réponse à la présence de ce même

composé. Dans l’hôte, les concentrations en phosphate sont généralement non

inductrices pour le régulon Pho. Par exemple, chez le porcelet naissant, les

concentrations plasmatiques de phosphate sont de 1,5 mmolJL alors qu’après

deux semaines, elles grimpent à 3,0 mmollL (280). Cependant, comme il est

montré dans la présente étude, le régulon Pho peut parfois être activé dans ces

conditions. Ainsi, le régulon Pho pourrait être induit par d’autres conditions

environnementales. Il est aussi vraisemblable que, lors d’une infection, les

bactéries rencontrent des micro-environnements dans lesquels la concentration

en phosphate est limitante.

2.3.1.1 Organophosphates etphosphonates

Les systèmes permettant l’acquisition des organophosphates chez E.

cou sont: Ugp, GTpT, UhpT et Phn (272). Les gènes responsables de la saisie et
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de la transformation des phosphonates, soit les gènes de l’opéron phn,

appartiennent au régulon Pho. Le système Ugp, aussi sous le contrôle du

régulon Pho, permet l’acquisition d’un organophosphate, soit le sn-glycérol-3-

phosphate (G3P), comme source de phosphate (220, 272).

2.3.1.2 Laphosphatase aikaline PhoA et laponne PhoE

PhoA est une phosphomonoestérase aikaline non-spécifique qui

appartient au régulon Pho. PhoA est une protéine périplasmique. Son

expression peut être augmentée de mille fois en condition de carence en

phosphate (272). PhoA est une phosphatase très importante pour la cellule

puisqu’elle rend disponible le P1 dont la cellule a besoin pour survivre dans des

environnements où le phosphate est rare. Son activité est aussi utilisée comme

mesure de l’état d’activation du régulon Pho. Pour sa part, la porine PhoE est

composée d’un trimère d’une protéine de 330 acides aminés. L’association en

trimère s’effectue lors de l’insertion dans la membrane externe (ME). Chaque

monomère forme un canal constitué de 16 feuillets 3-antiparallèles (272). En

situation de carence en phosphate, PhoE est produite en grande quantité et

permet l’entrée dans le périplasme, par diffusion passive, de plusieurs petites

(jusqu’à 600 Da) molécules hydrophiles comme les organophosphates et le P

(67, 68).

2.3.2 Le système de transport spécifique du pitosphate (Pst)

2.3.2.1 Les gènes pstSCAB-pho U
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Les gènes codant pour le système Pst, soit l’opéronpstSCAB-phoU, sont

situés à 24 min sur le chromosome. Il a été démontré que cet opéron génère un

seul transcrit polycistronique, clivé de façon sites spécifiques en différents

ARNm, certains d’entre eux ayant une demi-vie plus courte que d’autres

(Figure 1) (1). L’ARNm correspondant à pst$ est le transcrit principal de

l’opéron. Une structure palindromique (REP) (« Repetitive Extragenic

Palindromic »), située immédiatement en 3’ du transcrit, permettrait la

stabilisation de celui-ci, puisqu’elle inhibe la dégradation 3’-5’

exonucléolytique (figure 1) (1, 4, 241).

2.3.2.2 Le transporteur Pst$CAB

Chez E. cou et plusieurs autres bactéries à Gram-négatif, le système Pst

permet le transport unidirectionnel du P du périplasme vers le cytosol (figure

2). Ce système à haute affinité pour le P le transporte à faible vélocité (Km

0,4 jiM; Vmax 15,9 nmol de P/minlmg de protéines) (260, 272). Les protéines

PstSCAB forment un système de transport ABC (« ATP binding cassette»)

(279). PstS est une protéine périplasmique associée à la membrane interne et lie

le P disponible avec une grande affinité (Kd est de 1 1iM). PstS possède un seul

site de liaison pour le P et peut transporter les anions H2P04 et HP042 (272).

Le transit du P vers l’intérieur de la cellule s’effectue grâce à deux protéines,

soit PstA et PstC, qui forment un canal dans la membrane interne (MI). PstB est

associée à la MI du côté cytosolique. Cette protéine, interagit sous forme de

dimère avec PstC (163) et est impliquée dans la libération de l’énergie

nécessaire à la translocation du P via le canal formé par PstA et PstC.
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PHO
boxes1°____________

____________________ ________________

jjj’ pstS pstC p4 jL3O. pstB phoU

Figure 1. Structure génétique du transcrit de l’opéron pst.

En 5’ de l’ARNrn, la région promotrice de l’opéron pst est montrée avec ses

deux boîtes Pho recouvrant la région -35 (Voir section 13.4, p.20) et la région -

10 (149). Les boucles en épingles à cheveux représentent des structures

secondaires dans l’ARNm. Celles-ci pourraient protéger les transcrits contre les

ribonucléases. La région intergénique entre pstA et pst3 contient un promoteur

putatif Cette même région est un régulateur positif de la traduction de rpo$

(Voir section 3.5.3.1, p186). Les lignes rouges représentes les transcrits majeurs

de l’opéron pst. f igure adaptée de Aguena et aÏ. (2002)



15

PstB possède un seul motif de liaison à l’ATP (273). L’acquisition du

phosphate par le biais de ce système est donc un processus énergétiquement

coûteux nécessitant l’hydrolyse de l’ATP.

2.3.3 Le système à deux composantes PhoR!PhoB: domaine et
mécanisme du phospho-retai entre PhoR et PhoB

2.3.3.] L ‘histidine kinase PhoR

PhoR est une histidine kinase (HK) de 431 acides aminés qui se localise

dans la MI (figure 2). PhoR serait susceptible de répondre aux variations de

concentrations périplasmiques en phosphate. Cette HK est constituée de deux

domaines, soit un domaine catalytique et un domaine bi-fonctionnel de

dimérisation et d’auto-phosphorylation. PhoR est ancrée dans la membrane

cytosolique par sa partie N-terminale. Un petit domaine d’environ sept acides

aminés fait face à l’espace périplasmique (273). La majeure partie de PhoR,

incluant la région C-terminale, est située dans le cytosol. Cette partie porte les

domaines catalytiques de la protéine (273). Lorsque les concentrations

périplasmiques en phosphate chutent sous 4 jiM, il y a modification

conformationnelle de la protéine PhoR, qui acquiert alors une activité auto-

kinase. Cette activité est ATP dépendante (91). PhoR active s’auto-phosphoryle

sur le résidu histidine conservé (en position 213); puis un phospho-transfert

s’opère, relayant le groupement phosphoryle vers le résidu d’acide aspartique

de PhoB (272).
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Activation

P. ]<4pM

Désactivation

Changements de conformation (?)

PhoU/PstB (?)

P. J>4pM

Répression

P ]>4pM

Régulation de la transcription

PHO
Gènes du

‘ réguIon Pho
Boîtes

Figure 2. Contrôle du régulon Pho et signaux de transduction

transmembranaire induit par le phosphate inorganique (Pi).

Les petits canés marquent des sites putatifs pour la liaison du P sur PstS et

PhoR. Annotation: PhoB: régulateur de la transcription des gènes du régulon

Pho (régulateur de la réponse (RR); PhoR: protéine senseur et histidine kinase

(HK) (A, autophosphorylée; R, réprimée); PstS : protéine périplasmique liant le

P avec grande affinité: PstA et PstC: protéines intégrales de la membrane

interne (MI) qui forment un canal permettant le passage du P vers le cytosol:

PstB : ATPase qui libère l’énergie nécessaire au processus d’acquisition du P;

PhoU: régulateur négatif du régulon Pho. Voir le texte pour les détails. Figure

tirée de Lamarche M.G., Waimer B.L., Crépin S et Harel J. (2007)

P’ P

t” ‘s
PhB

phospto-PhrB
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2.3.3.2 Le régulateur de la réponse PhoB

La protéine PhoB est le régulateur de la réponse (RR) des gènes

appartenant au régulon Pho. PhoB est une protéine de 229 acides aminés

composée de deux domaines fonctionnels, soit le domaine receveur (RD) et le

domaine bi-fonctionnel de liaison à l’ADN et de transactivation (DBTD). Le

RD est un domaine de 124 acides aminés situé en N-terminal, alors que le

DBTD, de 99 acides aminés, est situé en C-terminal. Ce dernier est responsable

de la liaison entre PhoB et l’ADN et de la transactivation de la transcription

(26). PhoB est retrouvée sous forme de dimère, prenant une conformation

différente en état activé ou inactivé (9). La phosphorylation survient sur le

résidu d’acide aspartique 53 du RD (272, 274) et nécessite la présente de Mg2

comme co-facteur. Le Mg2 est lié au site actif du RD (229, 230). La liaison du

Mg2 et la phosphorylation de PhoB par PhoR provoquent un changement de

conformation au sein de la protéine (5, 66). Le dimère de PhoB, sous sa forme

phosphorylée (PhoB-P), peut alors interagir avec la sous-unité a70 de l’ARN

polymérase, facilitant ainsi l’initiation de la transcription des gènes Pho

dépendants (26, 148, 232, 272).

Lorsque les concentrations en phosphate deviennent non-limitantes,

l’inhibition de l’activation s’ effectue de manière PhoR et Pst-dépendante (91).

Dans cette situation, PhoR n’agit plus comme une auto-kinase, mais comme

une phosphatase responsable de la déphosphorylation de PhoB-P. De plus, en

condition non limitante pour le phosphate, le RD non-phosphorylé de la
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protéine PhoB inhibe l’activité du domaine effecteur (26, 66). Les protéines du

système Pst sont aussi nécessaires pour la régulation négative du régulon Pho

(91). La désactivation et la répression de Pho nécessitent donc un excès de P

extracellulaire et la présence du système Pst incluant la protéine PhoU (197)

(Voir la section 2.3.5, p.21, qui traite de la protéine PhoU). Ce mécanisme est

indépendant du transport du P1 fait par Pst (235). PhoB ne fait pas partie du

complexe de répression (273). Le mécanisme de désactivation et de répression

s’opère probablement par le biais d’interactions protéine-protéine entre

PstPhoU et la protéine PhoR (235). Encore aujourd’hui, les mécanismes exacts

d’activation et de répression du régulon Pho ne sont pas connus.

2.3.3.3 Modèles moléculaires d’activation et de répression du régulon
Pho

Deux modèles théoriques pour l’activation et la répression du régulon

Pho étaient considérés jusqu’à tout récemment, soit le modèle stoechiométrique

et le modèle par sites de liaison du P-. En effet, des données récentes pourraient

modifier ces modèles. Il est intéressant de les décrire brièvement puisqu’ils

peuvent toujours expliquer en partie le phénomène.

Dans le modèle stoechiométrique d’activation et de répression du

régulon Pho, lorsque la concentration environnementale en P1 est élevée, PstS

serait saturé à l’équilibre par le P périplasmique. PhoR serait en contact avec le

système Pst sous sa forme réprimée. Lorsque les concentrations en P sont

inférieures à 4 iM, la forme P libre de PstS induirait probablement un
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changement de conformation dans Pst. Ceci provoquerait la dissociation de

PhoR, qui deviendrait active. PhoR pourrait ou non être sous forme de dimère

ou d’oligomère dans sa forme activée ou désactivée (273).

Dans le modèle d’activation et de répression du régulon Pho par les sites

de liaisons du P, PhoR serait toujours en association avec le système Pst. En

condition non-limitante pour le phosphate, PstS et PhoR seraient saturées à

l’équilibre par le P•. La répression du régulon Pho se produirait lorsque les deux

sites sont occupés. En condition de carence en phosphate, le P lierait

préférentiellement PstS de par sa plus grande affinité pour celle-ci. Dans cette

situation, PhoR serait donc sous sa forme active (273). La proximité de PhoR et

PstS permettrait donc la compétition pour le P. Comme présenté à la figure 2,

la désactivation est la transition entre l’état d’activation et l’état de répression

du régulon Pho. En plus de Pst et de PhoR, la désactivation et la répression du

régulon Pho nécessite aussi la présence de la protéine PhoU. Le rôle de cette

protéine est présenté plus en détails à la section 2.3.5, p. 21.

2.3.3.4 L ‘activation continue du régulon Pho chez tes mutants Pst

Le système Pst est présent dans les cellules sauvages en condition non

limitante pour le phosphate en raison d’un taux basal d’expression. Cette

observation simple est faite sur la base qu’une mutation dans pstSCAB—phoU

affecte le contrôle du régulon Pho (235). Chez K cou et plusieurs autres

bactéries, des mutations dans l’opéron pst-phoU résultent en l’activation

continue du TC$ PhoRIPhoB, peu importe la concentration environnementale
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en phosphate. Les mécanismes pouvant expliquer ce phénomène ne sont pas

encore connus. Une mutation non-sens en N-terminal dans la protéine PstA

résulte en la dérepression partielle du régulon Pho (environ 10%) (45, 287).

Cette mutation abolit le transport spécifique du P,. Ainsi, la répression du

régulon Pho semble nécessiter une conformation particulière au sein des

protéines du système Pst, probablement pour permettre des interactions avec

PhoR. Le transport du P en soit n’est pas important pour le contrôle du régulon

Pho. Chez des mutants Pst d’E. cou, il n’y a pas de répression partielle du

régulon Pho en condition non limitante pour le phosphate, contrairement à

certaines autres espèces bactériennes comme Pseudomonas aureofaciens. En

effet, ces dernières démontrent, malgré des défauts de répression de Pho, une

réduction de l’expression de ce régulon (163).

2.3.4 Les boîtes Pito

Les gènes appartenant au régulon Pho possèdent des sites de

reconnaissance de la protéine régulatrice PhoB appelés boîtes Pho (« Pho

box »). En effet, ces gènes ont une ou plusieurs boîtes Pho situées en amont du

codon d’initiation, à laquelle ou auxquelles PhoB-P se fixe avec grande affinité

(272). De façon générale, cette séquence remplace la région -35 du promoteur

(232) et se termine 10 paires de bases (pb) en amont de la région -10 du

promoteur (262). Les gènes inhibés par PhoB-P ont une boîte Pho en amont ou

recouvrant la région -35. Cependant, les sites de liaison de PhoB-P à l’ADN

dans les cas de régulation négative ne sont pas caractérisés (100, 226, 288). Une

boîte Pho est définie par la séquence consensus: 5’-
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CTGTCATA(AJT)A(T/A)CIGTCA(C/T)-3’(272). Celle-ci se décrit comme

étant deux séquences répétées directes et séparées par 4 pb constituant une

région AI-riche. Une boîte Pho pourrait en fait être composée de 22 pb avec

deux répétitions de 11 pb. Les 4 dernières pb de la deuxième répétition

semblent être moins conservées, ce qui explique qu’elles ne sont pas souvent

identifiées comme faisant partie de la boîte Pho (26). Chaque sous-unité DBTD

de PhoB reconnaît une séquence répétée sur le brin d’ADN correspondant à

exactement un tour d’hélice (11 pb) (66). On croit que plusieurs boîtes Pho

augmenteraient l’affinité de PhoB vis-à-vis des gènes ayant des boîtes Pho

moins conservées (26).

2.3.5 La protéine PhoU

Le gène phoU est le plus distal de la partie 5’ de l’opéron pst. PhoU est

une protéine cytosolique associée à la MI et son rôle n’est pas encore bien

décrit. PhoU est un régulateur négatif du régulon Pho et ne participe pas au

transport du P (1, 91, 235). PhoU est probablement localisée à la face interne

de la membrane cytosolique et interagirait avec PhoR ou le système Pst (165,

273). Oganesyan et ses collaborateurs (2005) ont suggéré que PhoU pourrait

agir en liant PhoR, PhoB ou le complexe transitoire PhoRPhoB pour ainsi

promouvoir la déphosphorylation de phospho-PhoB ou inhiber la formation du

complexe PhoR/PhoB (174). Pour être active, la protéine PhoU pourrait lier le

fer conuie co-facteur (13$). Comme expliqué par les modèles d’activation et de

répression, il est probable que la fixation du P à PstS engendre des

changements de conformation au sein des protéines du système Pst. Ces
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changements pourraient affecter la fonction de PhoU qui pourrait alors agir sur

PhoR ou PhoB pour désactiver et inhiber le TCS PhoR/PhoB (269). PhoU

pourrait être un répresseur ou une sous-unité d’un répresseur pour PhoB ou une

enzyme de conversion du phosphate en effecteur activant un répresseur de

PhoB (165). Ainsi le transporteur Pst et PhoU sont des régulateurs négatifs du

régulon Pho (232, 272). En plus de son rôle dans la régulation négative de

PhoR!PhoB, il a été proposé que PhoU pourrait aussi être impliquée dans le

métabolisme du phosphate, en ayant par exemple un rôle à jouer dans la

synthèse de 1’ATP (235). L’association entre une telle enzyme et le système Pst

serait en effet avantageuse pour permettre la survie de la cellule en situation de

carence en phosphate. PhoU pourrait aussi être impliquée dans la synthèse

d’autres molécules phosphatées ou dans l’incorporation du P- dans le

métabolisme central de la cellule (165, 235).

2.3.6 Les systèmes Fit et autres sytèmes pour l’acquisition du P

PitA est un système uniprotéique impliqué dans le transport du P (Pit:

P transport) et est exprimé de façon continue. PitA est un transporteur de faible

affinité et de grande vélocité (Km = 38,2 1iM; Vmax 55 nmol de P/minlmg de

protéines) (260, 272). En condition non limitante pour le phosphate, le P est

transporté par PitA alors que Pho est réprimé (235). Il existe un deuxième

système Pit pour le transport du P, soit le système uniprotéique PitB (100, 106).

Ce dernier possède une homologie de séquence de 75% avec pitA. Le gène pitB,

contrairement à pitA, est influencé par Pho. L’inactivation dephoBR entraîne la

prise du P par PitB (100). En plus de PitA, de PitB et du système Pst, les
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systèmes Glp et Uhp peuvent aussi accepter le P1 (faible affinité) comme

analogue du G3P ou du glucose-6-phosphate (G6P) respectivement. Cependant,

en absence de Pit et Pst, ces systèmes seuls ne peuvent supporter la croissance

bactérienne. finalement, l’absence de PitA n’a pas d’effet sur la croissance

bactérienne, sur le P intra-cellulaire ou sur la régulation du régulon Pho (272).

Par ailleurs, le système PitA permet le transport de complexes métal-

phosphate (Mg2, Ca2, Mn2 Zn2 et Co2 sous forme de métal-HPO4) neutres

et solubles (20) à travers la membrane cytoplasmique et est dépendant de la

force proton-motrice (100). Ainsi, PitA a probablement un rôle à jouer dans la

détoxification de la cellule lorsque les concentrations en ions métalliques

toxiques sont trop élevées (20). Lorsque le P est relâché des réserves

intracellulaires de polyP1, grâce à l’activité de la polyP phosphatase Ppx, le P1

ainsi rendu disponible est subséquemment lié aux cations toxiques et évacué de

la cellule par le biais du système PitA (20).

2.3.7 Reflexion sur tes mécanismes de contrôle du réguton Pho

Les modèles d’activation et de répression expliqués ci-dessus pourraient

ne pas être tout à fait justes à la lumière de résultats obtenus récemment. En

effet, en observant les clones Pst, PhoU, PhoB et PhoR, de la collection ASKA

(http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/strainltop/top.j sp) en microscopie confocale,

il a été observé que PhoU et PhoR sont localisées aux pôles cellulaires, alors

que le système Pst est distribué uniformément tout autour de la cellule (Figure

3).
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Figure 3. Images de microscopie confocale obtenues de différents clones de

la collection ASKA (« A Complete Set of E. cou K-12 ORF Archive ») (123).

(A et B) Clones exprimant la GfP en fusion protéique avec PhoB et PstB

respectivement. La distribution uniforme de ces deux protéines est visible. Les

clones ASKA PstS, PstC et PstA montrent une localisation similaire à celle de

ces clones (http ://www.shigen.nig.ac.ip/ecoli/strain!top/top. isp). (C et D)

Clones exprimant la GFP en fusion protéique avec PhoR et PhoU

respectivement. Leur localisation aux pôles cellulaires est bien visible.



25

La co-localisation de PhoU et PhoR appuie Je rôle de PhoU comme

régulateur négatif du régulon Pho qui agirait via une interaction avec PhoR.

Chez Baciltus subtilis, le domaine cytoplasmique de PhoR est suffisant pour

l’induction du régulon Pho en condition de carence en phosphate (223). Il

pourrait en être de même chez K cou. Ainsi, le petit domaine périplasmique de

PhoR n’agirait pas comme senseur du P. Par ailleurs, il a été observé par fusion

protéique utilisant la —galactosidase, que l’expression de phoU est élevée pour

les cellules en phase exponentielle de croissance, alors qu’ elle diminue lors de

l’entrée en phase stationnaire de croissance (165). Ainsi, le gène pho U pourrait

également être soumis à une régulation autogène, c’est-à-dire que PhoU agirait

comme un régulateur de sa propre transcription (165). En accord, il y a

augmentation de l’expression de PhoU chez les mutants phoB en condition non

limitante pour le phosphate (165), ce qui suggère que PhoB n’est pas le seul

régulateur de phoU. La région génétique de régulation du gène phoU pourrait

être localisée dans la région intergénique entre pstA et pstB ou à l’intérieur de

pstB (figure 1). Par ailleurs, l’état d’activation continue du TC$ PhoRfPhoB

chez les mutants pst n’est pas la conséquence d’une diminution de la

concentration intracellulaire en phosphate, puisque cette dernière est maintenue

par des systèmes secondaires comme le système PitA. Cependant, il a été

observé que l’activation continue observée chez un mutant pstS pouvait être

restaurée en augmentant l’activité des transporteurs uniprotéiques PitA et PitB.

Le rôle précis du phosphate intracellulaire dans l’activation du régulon Pho

reste donc à découvrir (107). Le P1 pourrait moduler l’activité de PhoU ou
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servir de substrat pour la synthèse d’un composé important pour la régulation

du régulon Pho (107).

2.3.8 La régulation croisée entre tes TCS

PhoB peut être phosphorylée par d’autres HK ou molécules

bioréactives, en conséquence d’un phénomène nommé «cross-talk ». Le

«cross-talk» est défini comme étant le transfert de groupements phosphoryles

d’une HK vers un régulateur de réponse non-légitime (ou non-analogue) (263).

Dans certaines conditions, la molécule bioréactive acétyl-phosphate (293) et la

protéine CreC, régulateur catabolique, peuvent activer PhoB en absence de

PhoR (235, 275). L’activation de PhoB par l’acétyl-phosphate pourrait

également nécessiter l’activité d’une HK non-légitime (122). La diminution du

ratio ATP/acétyl-phosphate mène à l’activation du régulon Pho (273).

CreC/CreB contrôle le régulon Cre composé de huit unités transcriptïonnelles

incluant ackA-pta, une voie bidirectionnelle de conversion du pymvate en ATP,

produisant l’acétyl-phosphate comme produit intermédiaire (7). Curieusement,

cette voie métabolique appartient au régulon Pho chez $inorhizobiurn metitoti

(240). En absence de PhoR, CreC peut phosphoryler PhoB, ce qui résulte en

l’activation partielle du régulon Pho. Aussi, plusieurs autres gènes affectent

l’état d’activation du régulon Pho en absence de PhoR (cya, icd, mdh, ops, ppk,

pstHl, rpiA, pur, etc.) (273). Il est probable que ces gènes influencent l’état

d’activation du régulon Pho via Cre et la voie de biosynthèse de l’acétyl

phosphate puisqu’ils sont, pour la plupart, connectés au métabolisme central de

la cellule. Chez B. subtilis, la protéine CcpA (« carbon catabolite protein A »)
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agit comme régulateur négatif du régulon Pho en situation d’excès de phosphate

et de certaines sources de carbone (187). Comme il a été observé pour E. cou,

plusieurs indices suggèrent une relation entre Pho et le métabolisme du

carbone. Cependant, un lien direct n’a toujours pas été établi.

2.3.9 Importance biologique du « cross-tatk »

La connexion entre les différents domaines impliqués dans les phospho

transferts d’une voie en particulier est beaucoup plus importante que la

connexion entre des voies signalétiques non-analogues (< non-cognate ») (263).

C’est pourquoi, dans le cas du TCS PhoRfPhoB, la phosphorylation par CreC

par exemple, n’est significativement mesurable que lorsque PhoR est absent.

Malgré cela, la signification biologique de tels phénomènes n’est pas à négliger

puisqu’ils peuvent contribuer à l’activation stochastique de l’expression

génique (voir section suivante: 2.3.10). Des études récentes ont démontré

qu’au moins 6 HK non-analogues (QseC, ArcB, CreC, KdpD, BaeS et EnvZ)

peuvent activer PhoB en absence de PhoR et d’acétyl-phosphate (figure 4) (71,

92, 122, 169, 263, 270, 273-276, 289, 303). Ces régulateurs appartiennent à la

famille OmpR-PhoB composée de 14 membres.

2.3.10 Activation stochastique de l’expression génique

L’activation stochastique de l’expression génique est un phénomène se

produisant naturellement dans une cellule. Ce phénomène est aussi appelé bruit

de fond de l’expression génique. L’observation de l’état d’activation du régulon

Pho à l’échelle des cellules individuelles, utilisant la GfP (« green fluorescent
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Figure 4. Activation de PhoB par des histidines kinases (11K) non

analogues. Les ovales blancs représentent des HK qui activent fortement PhoB,

c’est-à-dire que la régulation croisée entre celles-ci et PhoB survient même en

présence des RR analogues. Les ovales gris représentent des HK qui activent

PhoB seulement en absence de leur RR analogue. Figure tirée de Zhou L,

Grégori G, et al. (2005).
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protein ») comme gène rapporteur lors d’analyses par FACS (« Fluorescent

Activated Celis Sorting »), a révélé une activation «tout ou rien» du régulon

Pho (199, 303). Ainsi, une proportion de cellules d’E. cou restent non-induites

même en présence du signal d’activation. Il ne semble donc pas y avoir

d’activation graduelle du régulon Pho. L’activation stochastique du régulon Pho

se produit aussi en conséquence de l’activation de PhoB par PhoR (Zhou et

Wanner, données non publiées). Les facteurs déterminant le seuil d’activation

du régulon Pho sont inconnus. Il est probable que les HK et les RR,

phosphorylés ou non, ainsi que d’autres facteurs contribuent au phénomène

d’activation seuil (303). La régulation autogène du TCS PhoR/PhoB doit

contribuer au comportement stochastique de l’expression du régulon Pho. Ces

phénomènes favorisent l’émergence de phénotypes multiples et stables au sein

d’une population bactérienne génétiquement identique. Ils favorisent aussi la

propagation et l’auto-amplification du bruit de fond au sein des gènes situés en

aval dans la chaîne de régulation (199, 227, 272). L’activation stochastique de

l’expression génique est donc un phénomène impliqué dans l’apparition de

sous-populations clonales pouvant avoir unfitness plus grand pour de nouvelles

niches écologiques, mais aussi pour permettre la survie à des stress

environnementaux subis. Le bruit de fond génique est donc un phénomène de

sélection naturelle important pour la survie des pathogènes dans

l’environnement, mais aussi à l’intérieur de l’hôte.

3. La paroi des bactéries à Gram-négatif
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3.1 Structure globale de l’enveloppe des bactéries à Gram-négatif

La paroi des bactéries à Gram-négatif est une barrière à perméabilité

sélective, très efficace pour protéger la bactérie contre les nombreux stress

pouvant être rencontrés dans l’environnement et dans l’hôte (167). Cette paroi

est d’une complexité remarquable (Figure 5). Globalement, elle est composée

d’une membrane interne (MI) et une externe (ME), celles-ci étant séparées par

l’espace périplasmique. Le périplasme contient un mince réseau de

pepdidoglycan donnant à la fois résistance et forme à la cellule bactérienne. La

ME est composée d’un feuillet interne essentiellement composé de

phospholipides, majoritairement de phosphatidyléthanolamine, et d’un feuillet

externe composé principalement d’un glycolipide complexe: les

lipopolysaccharides (LPS) (191). La partie membranaire des LPS est nommée

lipide A et est aussi connue sous l’appellation d’endotoxine. Le lipide A sert

d’ancrage dans la ME au reste de la molécule de LPS. Ces caractéristiques font

de la ME une bicouche lipidique asymétrique. Le reste de la molécule de LPS

est composé d’une chaîne saccharidique plus ou moins longue projetée dans le

milieu extracellulaire. Les LP$ couvrent environ 75% du feuillet externe de la

ME et il y a environ deux millions de molécules de lipide A dans une cellule de

E. cofl (256). Plusieurs types protéiques sont insérés dans la ME, soit

intégralement ou partiellement, i.e. les protéines de la ME (OMP: «outer

membrane protein »). En effet, le reste de la surface bactérienne est

principalement occupé par les porines (256). Ces dernières forment des canaux

nécessaires à l’import et à l’export de différents éléments ou composés

possédant une taille inférieure à environ 600 Da. Aussi, les lipoprotéines de
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Braun font le pont entre le peptidoglycan et le feuillet interne de la ME,

contribuant à la stabilité et à la robustesse de la cellule. Pour leur part, les deux

feuillets de la MI sont composés de phospholipides et de protéines (Figure 5).

3.2 Les Iipopolysaccharides (LPS)

3.2.1 Structure globale des LPS

Les LPS sont divisés conceptuellement en trois parties: le lipide A, le

noyau oligosaccharidique, en position proximale au lipide A et la chaîne

saccharidique aussi nommée chaîne O ou antigène O (figure 5) (3$). Le noyau

du LP$ est attaché de façon covalente au lipide A et peut être à son tour divisé

en deux parties, soit le noyau interne et le noyau externe (Figure 5). Le noyau

interne est composé d’acides 3-kéto-déoxy-D-manno-octulosoniques (KDO) et

des molécules de L-gÏycéro-D-manno-heptose. Le noyau interne est

phosphorylé et est conservé parmi les Enterobacteriacae. Le noyau externe est

quant à lui variable. L’antigène O consiste en une chaîne plus ou moins longue

d’unités répétées de sucres. Cette chaîne peut varier en longueur de I à 40

unités de sucres et chaque unité peut être composée de 3 à 12 sucres individuels

(191). Chez E. cou, il existe environ 170 différents types d’antigènes O.

L’antigène O est une molécule hydrophile, neutre ou acide et qui est

typiquement chargée négativement. Les membres de la famille des

Enterobacteriacae possèdent aussi un glycolipide de surface unique nommé

antigène commun des entérobactéries (ECA). L’ECA est composé d’une sous-

unité tri-saccharide (Œ-D-fuc4NAc (-1-4-) 13-D-ManNAc (-1-4-) Œ-D-GlcNAc)
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répétée liant le phosphodiacylglycérol et le noyau des LPS et des

oligosaccharides (16).

Les LPS sont un facteur de protection important contre les différentes

molécules antimicrobiennes rencontrées dans l’hôte (Voir section 4, p.39) et

peuvent contribuer à la pathogénie de l’infection via leurs effets sur la réponse

inflammatoire et immunologique de l’hôte (Voir section 3.2.3, p.34). Ceux-ci

rendent la surface cellulaire plus hydrophile, ce qui protège la cellule contre la

déshydratation (16). Les LPS participent à la modulation de la perméabilité

membranaire et contribuent par le fait même à bloquer l’accès aux molécules

antibactériennes (256). De plus, les LPS peuvent bloquer physiquement

différentes molécules antimicrobiennes puisqu’ils provoquent un

encombrement stérique à la surface de la cellule bactérienne. Les LPS protègent

contre la phagocytose et augmentent la diversité antigénique (16).

3.2.2 Le lipide A: structure prototype du lipide A chez E. cou et
Salmonetta Typhimurium

Le lipide A est conservé entre les différentes souches de E. cou (Figure

6). 11 s’agit d’une molécule hydrophobe constituée d’un squelette de

glucosaminyl-3Çl—6)-glucosamine dans lequel les résidus glucosamines sont

phosphorylés par un groupement phosphomonoester à la position 4’ et par un

groupement phosphoryl à la position 1 (191). Cette structure bis-phosphorylée

est présente dans deux tiers des molécules de lipide A, alors que le tiers restant

des molécules possèdent un groupement pyrophosphate en position 1, donnant
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lieu à une molécule de lipide A tris-phosphoryÏée. Quatre chaînes 3-

hydroxymyristates sont liées directement au squelette glucosamine aux

positions 2, 3, 2’ et 3’, tandis que deux chaînes sont estérifiées à l’extrémité

non-réductrice des résidus myristates 2’ et 3’. Toutes les souches de E. coït

possèdent le lipide A et au moins deux résidus KDO dans la région du noyau du

LPS, puisque ceux-ci sont essentiels au maintien de l’intégrité de la membrane

externe (Voir section 3.2.3, p.34 et 3.3.3, p.175).

3.2.3 L ‘activité immunostirnulatrice dtt lipide A

Le lipide A est aussi appelé endotoxine à cause de sa nature pyrogène et

sa capacité à causer des chocs septiques lors d’infections bactériennes (2). Le

lipide A initie des cascades de médiateurs de l’inflammation chez l’hôte. Il lie

une protéine de phase aigu présente dans le sérum (LBP; LP$-binding

protein). Cette liaison facilite le transfert du complexe LBP-lipide A vers les

CD! 4. CD 14 est une glycoprotéine de surface trouvée sur tes macrophages, les

monocytes et les neutrophiles. I! existe aussi une forme soluble de CD14

présente dans le sérum (191). Le domaine N-terminal de CDI4 semble être le

site de liaison aux LPS et est suffisant pour induire la réponse cellulaire (191).

Subséquemment, le complexe, CD 14-lipide A interagit avec MD2 et TLR4. Il y

a alors cascade signalétique infra-cellulaire impliquant différentes MAP

( mitogen activated protein ») kinases et MKK (« MAP kinase kinase >) (191).

Ceci résulte en la transiocation de Nf-K13 (« nuclear factor-K13 ») dans le noyau

cellulaire et l’activation subséquente des gènes impliqués dans la réponse
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inflammatoire, comme ceux impliqués dans la biosynthèse de TNFŒ, IL-Ï, 6 et

8, des radicaux oxygènes et de prostaglandine. Certains des médiateurs

cellulaires ainsi produits peuvent amplifier leur propre synthèse. À

concentration sanguine élevée, les lipides A engendrent donc une amplification

de la réponse immunitaire. Les symptômes sont la fièvre, la coagulation,

l’hypotension et peuvent engendrer un choc irréversible menant à la mort (159).

La structure du lipide A est un facteur clé de son pouvoir immunomodulateur.

En effet, la modification de sa structure peut atténuer grandement son caractère

pyrogène.

3.2.4 L ‘importance des LPS pour ta stabilité de ta membrane externe

La charge négative des LPS permet la capture d’ions cationiques. Ce

phénomène est essentiel au maintien de l’intégrité de la surface bactérienne. Les

résidus phosphates des noyaux internes et des molécules dc lipide A lient les

cations divalents (267, 295, 296). 11 en résulte la création de pontages croisés

entre les molécules de LPS favorisant la stabilité dc la ME et le maintien de son

intégrité (167, 168, 257). Pour cela, le noyau est requis pour améliorer la

capacité de la ME à agir comme barrière aux antibiotiques.

3.3 La capsule ou antigènes K

Les antigènes K sont des polymères acides entourant la cellule

bactérienne. Ils sont constitués d’unités oligosaccharides répétées variant dans

leurs compositions, embranchements et densité de charge (166). Les capsules
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polysaccharidiques (CPS) masquent les LPS en analyses sérologiques. Chez E.

cou, on distingue les différents types de CPS en quatre catégories (285) selon

des critères physiques, chimiques et génétiques. La majorité des souches d’E.

cou possèdent les gènes codant pour la capsule du groupe I qui est caractérisé

par la présence d’acide colanique, tandis qu’un petit groupe possède les CPS du

groupe 2,3 ou 4. Les goupes 2 et 3 sont les plus souvent associés aux souches

d’E. cou pathogènes. Une souche peut exprimer à la fois des antigènes CPS de

différents groupes. Il est possible de distinguer plus de 80 types capsulaires

sérologiquement et chimiquement distincts (215).

3.3.1 Les capsules potysaccharidiques de groupe 1 et 4

Les capsules de groupe I (e.g. K27, K29 et K30) peuvent être retrouvées

sous deux formes distinctes, soit la forme d’antigène K de haut poids

moléculaire (> 100 kDa), soit sous la forme K[p5 de faible poids moléculaire

(285). Ces deux types de CPS sont de même composition. Les CPS de groupe 1

sont acides en conséquence de leur composition en pyruvate et acide

hexuronique. Elles possèdent une faible densité de charge et sont stables à

100°C. Le KLps est un oligosaccharide d’une ou de quelques unités répétées

attachées à la membrane externe par une molécule de lipide A. L’ancrage

membranaire de la forme de haut poids moléculaire n’est pas encore connu. La

majorité des souches ExPEC sont capables de produire la capsule de groupe I.

Cette dernière n’a pas été démontrée comme étant importante dans la

pathogénie de ces souches. Cependant, les ExPEC co-expriment souvent une
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capsule de groupe 2 ou 3 (Voir section suivante: 3.3.2), qui elles sont

importantes dans la pathogénie bactérienne (215). Les capsules de groupe 4

peuvent se retrouver sous les mêmes formes que celles du groupe 1 (e.g. 0111

et K40). Elles ont cependant été classées séparément puisque les gènes associés

au transport et à l’assemblage des CPS sont différents de ceux des CPS du

groupe 1(215).

3.3.2 Les capsules polysaccharidiqties de groupe 2 et 3

Les CPS des groupes 2 et 3 sont rattachées à la cellule via des molécules

d’a-glycérophosphate. Ces capsules possèdent une forte charge négative, sont

hautement hydrophiles et possèdent tm poids moléculaire d’environ 50 kDa

(285). Les CPS des groupes 2 (e.g. K1 et K5) et 3 (e.g. Kl0, K54) peuvent être

composées de plusieurs molécules acides tel que l’acide hexuronique, l’acide

N-acétyl neuraminique (acide sialique) et l’acide glucuronique. Ces capsules

ont une plus grande densité de charge et ne sont généralement pas stables à

100°C à pI-1 5-6. Il semble y avoir une prévalence de ces deux types de capsules

chez les ExPEC. Il a été démontré que certaines combinaisons de CPS des

groupes 2 et 3 et LPS engendrent un phénotype de résistance contre la

phagocytose et l’effet bactéricide du complément (215).
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4. Trois stress que la bactérie peut rencontrer chez l’hôte:
les mécanismes de résistance dus aux structures de la
surface bactérienne

4.1 Effet bactériolytique du sérum

La résistance à l’effet bactériolytique du sérum, c’est-à-dire aux voies

alterne et classique du complément (figure 7) (120), est multifactorielle et

dépend des structures de la surface bactérienne comme les LPS et les CPS (48,

248). Aussi, les effets combinés des LPS et de certaines OMP sont en

corrélation avec la capacité d’une souche d’E. cou à causer la septicémie et la

mort (129) puisqu’ils favorisent la résistance à l’effet bactéricide des voies

alterne et classique du complément.

4.1.1 La capsule et ta résistance à l’effet bactériolytique du sérum

La CPS agit comme première barrière physique contre les facteurs

hostiles de l’environnement. La capacité de la CPS à bloquer l’accession de ces

facteurs à la ME est dépendante de sa grosseur et de sa distribution. De plus, de

par leur composition apparentée aux molécules retrouvées chez l’hôte, certaines

capsules, comme celles composées d’acide sialique, ne sont que faiblement

reconnues par le système immunitaire. Par exemple, la capsule Ki ne semble

pas lier fortement le facteur du complément C3b. Ce mécanisme est nommé

mimétisme. De plus, l’acide sialique favorise aussi la liaison du facteur H plutôt

que du facteur B, ce qui favorise la conversion de C3b en molécule inactivée.
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___________________
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Figure 7. Activation du système du complément. Le complément peut être

activé par le biais de trois voies distinctes: la voie classique, alterne et par les

lectines. Le facteur B est clivé par le facteur D et agit conme l’élément C2 de

la voie classique pour produire les C3 et C5 convertases. Le facteur P ou

properdine stabilise les convertases de la voie alterne. Le point commun des

voies d’activation du complément est la formation des convertases. Celles-ci

produisent les anaphylatoxines C3a et C5a, le complexe d’attaque membranaire

(MAC; C5b-C9) et l’opsonine C3b. Les anaphylatoxines agissent comme des

chemokines, des chemoattractants et des activateurs de cellules

immunocompétentes. Le MAC induit directement la lyse cellulaire. L’opsonine

C3b induit l’adhérence immunitaire et la phagocytose des pathogènes. Elle

provoque aussi une boucle à rétro-action positive au sein de la voie alterne du

complément. MASPs : « maimose binding lectin (MBL)-associated serine

protease ». Figure adaptée de Kemper et Atkinson (2007).
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4.1.2 Les LPS et ta résistance à l’effet bactériotytique du sérum

E. cou peut résister à l’effet bactéricide du complément par substitution

de l’antigène O des LPS. En effet, l’efficacité de la fixation des molécules du

complément dépend de la nature des sucres qui composent le LPS (156). Par

exemple, l’antigène 018 lie moins bien la protéine du complément C3b

comparativement à d’autres sérogroupes comme 01. Aussi, les souches

possédant une chaîne O plus longue, sont plus résistantes à l’effet bactéricide

du complément que les souches ne possédant pas de chaîne 0 (113). La

distribution et la densité des chaînes O sont des facteurs importants pour la

résistance aux molécules du complément puisqu’elles déterminent

l’encombrement stérique à la surface cellulaire (82). Ces facteurs interfèrent

avec la formation de la cascade humorale du complément et du complexe

d’attaque membranaire (MAC). Le MAC est un complexe de protéines

arnphiphiliques capable de s’insérer dans la membrane externe des bactéries à

Gram-négatif. Celle insertion résulte en la dissipation du potentiel

électrochimique et en la lyse cellulaire. Les LPS peuvent donc nuire à la

formation du MAC par entrave physique ou en affectant la configuration de la

formation de ce dernier. Comme vu précédemment, les chaînes acyles

composant le lipide A sont déterminantes pour la perméabilité membranaire.

Celles-ci déterminent aussi la fluidité du feuillet externe de la ME. De façon

générale, plus il y a d’acides gras insaturés (UFA), plus la membrane est fluide.

Une grande fluidité contribue à la sensibilité aux molécules du complément

(286).
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4.1.3 Les protéines de la membrane externes (‘OMP,) et la résistance
à l’effet bactériolytique du sérum

Parmi, tes protéines de ta membrane externe (OMP) connues pour être

impliquées dans ta résistance à l’effet bactéricide du complément. les protéines

Iss (72, 109, 171) et TraT (172, 184), souvent encodées sur un plasmide Co1V

ou f, sont effectivement très souvent associées à ce phénotype de résistance.

Les mécanismes d’action sont peu connus, mais il semblerait que ces protéines

seraient impliquées dans l’inhibition de la formation du MAC plutôt que dans la

dégradation des composantes du complément. De façon similaire, le gène bor

du phage 2 augmente la résistance à l’effet bactéricide du sérnm (13). Ce gène

est homologue à 93% avec le gène iss de CoYV. Finalement, les OMP des

bactéries à Gram-négatif. comme ta porine PhoF (Voir section 2.3.1.2. p.12),

sont intimement associés avec les LPS, ce qui participe à la cohésion de la

surface cellulaire et à l’entrave des molécules du complément pour l’accession

vers la ME.

4.2 Les peptides cationiques antimicrobiens (CAMP)

4.2.1 Où retrouve t-on tes CAMP?

Les CAMP sont présents dans toutes les sphères de la vie. En effet, ils

sont présents chez les mammifères, les amphibiens, les insectes, les crustacés,

les oiseaux, les plantes, les bactéries et les virus. Chez l’homme et les autres

mammifères, les CAMP représentent environ 10-18% de toutes les espèces

protéiques au sein des granules des neutrophiles, ces derniers ayant un rôle

essentiel dans la réponse immunitaire innée contre les micro-organismes et dans
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la réponse inflammatoire. Les neutrophiles contiennent un grand éventail de

peptides ayant des fonctions antimicrobiennes comme les protéines

«bactericidal/permeability-increasing », les lysosymes, les lactoferrines, les

défensines, les indolicidines et les cathélicidines (44, 76, 195). Les CAMP sont

aussi présents dans les cellules de Paneth. Plusieurs autres types cellulaires

synthétisent des CAMP comme les cellules épithéliales et les leucocytes (f3-

défensines) (95).

4.2.2 Propriétés des CAMP: structure et composition

Les CAMP ont une charge nette positive variant entre +2 et +7 due à

leur composition riche en arginines et en lysines et sont formés de 12 à 50

acides aminés en moyenne (96). Les CAMP sont des molécules amphipathiques

possédant une face hydrophobe, comprenant une chaîne d’acides aminés

latérale non-polaire et une face hydrophile de résidus polaires chargés

positivement. La plupart des CAMP ont au moins 50% d’acides aminés

hydrophobes et une faible proportion de résidus polaires et neutres ou

négativement chargés (96).

4.2.3 Mécanismes d’action et effets sur l’hôte et sur te pathogène

La nature à la fois cationique et hydrophobe des CAMP est très

importante pour les premières interactions avec les membranes : la charge

positive promouvoit les interactions avec les membranes cytoplasmiques

externes des bactéries, tandis que l’augmentation du moment d’hydrophobicité
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(une mesure de l’amphiphilicité d’un segment d’une protéine), engendre une

augmentation des liaisons des peptides sur la membrane. La première étape est

l’interaction des polycations avec les cations divalents natifs Mg2 ou Ca2 à la

surface de la membrane externe. Ceci produit le déplacement compétitif de ces

derniers. C’est alors que les CAMP s’accumulent et l’agglomération devient de

plus en plus grosse, ce qui provoque des modifications majeures des propriétés

normales de la membrane externe, résultant en un accroissement de la

perméabilité membranaire. Pendant leur assimilation subséquente dans la ME

(« seif-promote uptake ») sous l’influence du potentiel électrique important de

la membrane cytoplasmique bactérieime, les peptides subissent une transition

de forme. Il y a alors agglomération des peptides pour former des pores, les

côtés hydrophobes vers la membrane et les côtés hydrophiles vers la lumière du

pore. L’intégrité membranaire est alors détruite et la cellule meurt. En plus de la

progression des CAMP vers la MI, ceci peut favoriser l’entrée de plusieurs

types de molécules à caractère antimicrobien (95). La capacité à former des

pores est favorisée par le grand potentiel transmembranaire des bactéries à

Gram-négatif en conséquence de la présence d’une grande quantité de lipides

chargés négativement et du manque de lipides cationiques et de cholestérol.

4.2.4 Les LPS et ta résistance aux CAMP

L’encombrement stérique à la surface cellulaire due à la présence des

LPS protège les bactéries à Gram-négatif des CAMP. Ce phénomène permet la

capture des CAMP et empêche ceux-ci d’atteindre la ME ( 7$). De plus, la

présence de Mg2 atténue fortement l’interaction des CAMP avec les LP$, ce
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qui contribue à la résistance des bactéries à Gram-négatif vis-à-vis ces

molécules bactéricides (155). Par ailleurs, il a été suggéré que les LPS

pourraient agir comme le cholestérol des cellules eucaryotes, en favorisant le

compactage des chaînes acyles dans la ME (3). Chez Brucella abortus, une

mutation dans BvrS /BvrR, un TCS essentiel à la virulence, cause une sous

acylation du lipide A et une augmentation de la fluidité membranaire. Ce

phénomène engendre la sensibilité du mutant BvrS /BvrR à la polymyxine B

(150).

4.2.4.1 Modfications covaÏentes de ta structure prototype du lipide A

Chez certaines souches de E. coÏi et de Saïmonella, notamment S.

enterica Serovar Typhimurium, le lipide A peut être modifié de façon covalente

avec des groupements phosphate, phosphoéthanolamine, 4-aminoarabinose et

palmitate (88, 90, 190, 251). S. typhimurium porte des groupements hydroxyles

au sein des chaînes acyles formant le lipide A. La présence de certaines de ces

substitutions est associée à une résistance accrue à certains CAMP comme les

polymyxines. Des mutants de Saïmonella et d’E. cou K-12 résistants à la

polymyxine B contiennent des taux supérieurs de groupements 4-

aminoarabinoses (101, 173). Ces groupements diminuent la charge nette

négative de la surface de la cellule bactérienne, diminuant ainsi l’affinité des

molécules antimicrobiennes cationiques pour celle-ci (252). 11 est aussi possible

que les pontages croisés au sein des molécules de LPS soient plus nombreux

chez des souches possédant un lipide A avec groupement 4-aminoarabinose

(Figure 6). Ceci résulterait des interactions électrostatiques entre ce groupement
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et d’autres groupements anioniques retrouvés dans les molécules de LPS

adjacentes.

4.2.4.2 Régulation des modifications covalentes du Ïpide A

La régulation des modifications covalentes du lipide A est bien étudiée

chez £ Typhimurium et E. cou (29, 190, 251). Ces modifications sont sous le

contrôle des TCS PhoQ/PhoP et PmrA!PmrB. PhoQ/PhoP répond aux

variations de concentration de Mg2 et aux CAMP (10). PmrA!PmrB est activé

directement par de hautes concentrations en Fe3 et en Al3 ainsi que par une

acidité modérée (80, 170, 181).

PhoQ/PhoP contrôle les gènes pag (< PhoQ/PhoP activated genes ») et

prg (« PhoQ/PhoP repressed genes »). PagP est une enzyme de la ME

responsable de l’ajout d’une chaîne palmitate sur la molécule de lipide A

(Figure 6). PagP utilise les phospholipides du feuillet interne comme substrat

(24). Cette enzyme est caractérisée par une activité catalytique dormante dont le

signal d’induction n’est pas encore identifié (112). Cependant, des perturbations

de la surface bactérienne, suite à un traitement à l’aide d’un chélateur d’ions

comme l’EDTA, induisent la palmitoylation du lipide A. La palmitoylation est

importante pour la pathogenèse bactérienne. En effet, le lipide A hepta-acyle

contribue non seulement à la résistance de E. coli vis-à-vis les CAMP, mais

aussi à l’atténuation de la réponse immunitaire de l’hôte via la voie de

signalisation TLR4 (25). L’ajout de groupements hydroxyles sur les chaînes

acyles du lipide A est aussi directement dépendant de l’activité de PhoQ/PhoP.
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Le TCS PrnrA!PmrB contrôle l’ajout de groupements

phosphoéthano lamine (pEtN) et bu 4-amino-4-déoxy-L-arabinose (L-Ara4N)

sur le lipide A (Figure 6). Le gène prnrC est responsable de la modification

pEtN (134), alors que le locus génétique pmrf est responsable de la

modification L-Ara4N (252). Les substitutions par ces deux molécules peuvent

survenir sur les phosphates 1 et 4’ de la molécule prototype du lipide A.

Cependant, L-Ara4N semble être ajouté préférentiellement en position 4, alors

que pEtN est essentiellement observé en position 1. PmrAIPmrB contrôle aussi

l’ajout de pEtN dans le noyau des LPS via l’activation du gène eptA (243).

Chez S. Tvphirnurium. l’ensemble de ces modifications covalentes

peuvent aussi survenir en conséquence de l’activité du TCS PhoQ/PhoP. En

effet, ce système contrôle l’expression de PmrD. une protéine navette

aiguillonnant le signal d’activation vers le TCS PrnrAIPmrB. PmrD agirait

comme protéine chaperonne et interagirait avec PmrB-P, inhibant la

déphosphorylation de cette dernière (63, 115-117, 127). Chez Yersinia sp., il

n’existe pas de protéine navette PmrD. Cependant, pour induire la transcription,

PhoP-P lie directement une séquence distincte des boîtes pmr sur les

promoteurs prnr (290). Chez E. cou, le TCS PmrA!PmrB (BasRfBasS) n’est pas

activé en conséquence de l’induction de PhoQ/PhoP, puisque PmrD est

fonctionnellement divergente et que les gènes pmr ne possèdent pas de boîtes

PhoP-dépendantes (291).
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4.2.5 Les CAMP utilisés dans cette étude

La polymyxine B est un peptide cyclique caractérisé par une queue

peptidique linéaire située en N-terminal et qui porte une chaîne acyle (255). Les

polymyxines se lient fortement aux groupements anioniques des LPS ainsi qu’à

leur lipide A (119, 298). Il en résulte la perturbation de l’organisation de la

superstructure des LPS qui compose majoritairement le feuillet externe de la

ME. Ceci a pour effet d’augmenter la perméabilité de cette dernière. La

cécropine Pi est une hélice a continue et amphipatique portant un groupement

amide en C-terminal sécrétée par les cellules de l’épithélium intestinale porcin

(301).

4.3 Acidité

4.3.1 Environnement à pH acide

E. cou doit faire face à des variations de pH. souvent brusques et

drastiques, dans l’environnement et chez ses hôtes (21, $5). E. cou est très

résistante à l’acidité (85, 137). Par exemple, cette bactérie peut être confrontée

aux fortes concentrations d’acide gastrique de l’estomac et doit alors faire face

à un microenvironnement dans lequel le pH peut s’abaisser jusqu’à une valeur

de 1,5 (59). L’intestin grêle. dans lequel le pH s’approche de la neutralité, est

un microenvironnement riche en acides faibles, dont les acides gras volatiles

provenant de la fermentation (39). Lorsqu’ils se retrouvent sous leurs formes

protonés, ceux-ci diffusent à travers les membranes bactériennes en libérant

simultanément un proton au cours du processus (74). Le microenviroimernent
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acide des phagosornes et phagolysosomes à l’intérieur des cellules épithéliales

intestinales et des macrophages est aussi un exemple de stress acide auquel

certains pathogènes doivent faire face (224). Le stress acide est donc défini par

une juxtaposition et une synergie entre le pH et la présence d’acides organiques

faibles.

4.3.2 Les mécanismes de defense contre te stress acide.

Lorsque le pH interne d’une cellule atteint une valeur de 4.5, les

processus physiologiques sont grandement affectés en conséquence de la

dénaturation des protéines, de la dépurination de l’ADN et des dommages

membranaires (84, 192. 193, 205). Ainsi, la réponse au stress acide doit être

rapide et efficace. Les événements de régulation constituant la réponse adéquate

de la bactérie dans une situation de stress acide constituent un véritable réseau

impliquant différents régulateurs globaux et spécifiques ainsi que différentes

voies métaboliques.

L’enveloppe cellulaire est une structure complexe et est le siège d’une

multitude de processus biologiques. Elle est la frontière entre la cellule et le

milieu externe et doit permettre certains échanges tout en agissant comme une

barrière contre différents agresseurs. Les variations de pH affectent grandement

les paramètres physiologiques d’une cellule. Ainsi, de simples variations de pH

influencent grandement les processus d’imporllexport, de signalisation et de

régulation cellulaire et ce, même si ces éléments ne sont pas impliqués

directement dans les mécanismes de réponse au stress acide (175). De plus, les
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variations environnementales de pH influencent grandement les propriétés

chimiques et physiques de certains ions et de certaines molécules. Par exemple,

la solubilité du Fe3 diminue en fonction du pH d’une grandeur de l’ordre de

1023 de pH 2 à pH 10. Les cellules bactériennes doivent donc répondre

adéquatement aux changements physiologiques et environnementaux

provoqués par les conditions acides.

4.3.3 Les systèmes de ménage dans te maintien du pH interne.

Lorsque la variation de pH est inférieure à une limite de deux unités de

pH par rapport à l’optimum de croissance de la bactérie, des propriétés

intrinsèques à la cellule ainsi que des systèmes constitutifs (non induits de

façon spécifique par F acidité) participent au maintien du pH interne de la

cellule, soit entre 7.4 et 7,8 (224). Ce sont les systèmes de ménage. Ces derniers

ne sont cependant pas importants lors de chocs acides soudains et intenses

(204).

Les membranes bactériennes sont réfractaires au passage des ions H.

Ces derniers pénètrent probablement la cellule via des canaux protéiques. Il est

aussi probable que les ions 1{f traversent directement les bicouches lipidiques

endommagées (73). Des protéines grandement chargées pourraient avoir à jouer

un rôle important dans la survie aux stress acides en agissant comme puits à

protons (protéines pouvant être réduites), permettant ainsi l’homéostasie du pH

cytosolique. En effet, les constituants cellulaires agissent comme tampon en

capturant une partie des ions H tout en contribuant à la charge positive
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intracellulaire (203). De plus, les bactéries possèdent des pompes antiports

K/H (74) et des systèmes de transport de protons couplés à la synthèse et à

l’hydrolyse de l’ATP (H - Fo/F1 AlPases) qui permettent l’expulsion des

protons. L’expulsion de protons est aussi possible par symport avec d’autres

solutés. La chaîne de transport d’électrons permet aussi l’efflux protonique

(175). L’activité enzymatique des membranes est en partie déterminée par leur

composition en acides gras (FA). Par exemple, l’activité des pompes F0/F1-

AlPases, qui est importante comme système de ménage contre une diminution

du pH extracellulaire, est influencée par la composition membranaire en FA

(239)

Un pH acide induit la fermeture des porines, ce qui résulte en une

diminution de l’ordre de 20 à 25% de la perméabilité de la ME (139, 249, 294).

Les polyamines favorisent la résistance à l’acidité en conséquence de leur

influence sur la perméabilité de la ME. En effet, elles bloquent les porines à

cations via des liaisons polyamines (218). Cette propriété favorise donc la

baisse de la perméabilité membranaire envers les protons.

L’acide colanique caractérisant les capsules de groupe 1 favorisent aussi

la survie à des stress à l’acidité (151, 152). Par ailleurs, les LP$ servent à

stabiliser et à maintenir l’intégrité de la ME en favorisant les interactions

électrostatiques entre les différentes composantes de la surface bactérienne. Ces

interactions peuvent modifier la conformation et les fonctions des protéines de

la ME impliquées dans la tolérance à l’acidité (ATR) (74). Les LPS pourraient
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agir en tant que barrière physique ou modifier les charges de la surface

bactérienne diminuant ainsi la perméabilité de cette dernière aux protons. La

chaîne O des LPS et l’antigène commun des Enterobacteriacae (ECA) sont

importants pour la résistance aux acides organiques que l’on peut retrouver

dans l’intestin, surtout vis-à-vis les FA à courte chaîne (16). Chez Rhizobium

tegurninosarum, la perte du locus portant les gènes associés à la résistance à

l’acidité affecte grandement la structure des LPS et résulte en un phénotype de

sensibilité à l’acidité (74).

4.3.4 La résistance et la tolérance à l’acidité

La résistance à l’acidité (AR) fait référence à la survie à des pH

extrêmes d’une population bactérienne en phase stationnaire de croissance

ayant poussée a priori à pH neutre (224). La tolérance à l’acidité (AIR) fait

généralement référence à la survie d’une population bactérienne ayant poussé à

un pH modérément bas, soit environ un pH de 5-6 (224). L’AIR protège les

cellules en phase exponentielle pour une période prolongée de plusieurs heures

àpH 3(74).

4.3.4.1 La phase stationnaire de croissance et 1 ‘acidité

L’AR est la plus grande lors de la phase stationnaire de croissance et

peut protéger les cellules pendant plusieurs heures à pH 2. Les cellules en phase

stationnaire de croissance sont de 10 à 10 000 fois plus résistantes que les

cellules en phase exponentielle de croissance et cela, sans passage à pH modéré

a priori (160). De façon similaire, des cellules dont la croissance est lente,
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démontrent une plus grande ATR que des cellules à croissance rapide. Ceci

pourrait suggérer que des composantes de la surface cellulaire sont impliquées

aussi dans l’ATR.

4.3.4.2 La porine PhoE et Ï ‘acidité

La porine PhoE joue un rôle important dans l’ATR chez E. cou. À pH

acide, les ions H se lieraient à des anions ou à des polyanions, comme les

molécules de polyphosphate, pour atteindre l’espace périplasmique de la cellule

pour ensuite y être relâchés (210). La présence continue de la porine PhoE chez

des mutants pst et phoR augmente l’ATR tout en diminuant, paradoxalement

l’AR (211). À Finverse. un mutant phoE démontre une plus petite capacité

d’adaptation et une AR accrue. Dans l’espace périplasmique, il est possible que

les H lient une ou des protéines senseures, qui permettraient la transduction

signalétique engageant par le fait même la cellule dans la réponse d’adaptation

à l’acidité (211). L’ATP et les polyamines peuvent provoquer l’obstruction des

des porines comme PhoE (217). Ainsi, dans certaines conditions, ces molécules

peuvent contribuer à la résistance à l’acide lorsque PhoE est exprimée.

4.3.5 Les acide gras cyctopropanes (CfA) et l’acidité

Chez E. cou, des modifications dans la composition des FA

membranaires sont observées lorsque des cultures à pH 7 et à pH 5 sont

comparées. Pour les cultures à pH 5, il y a une diminution significative des FA

C16 :1 w7c et C1$: o7c avec une augmentation concomitante des acides gras
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cyclopropane (CFA) C17 :0 et C19 :0 et autres FA saturés (28). La quantité de

CFA totale passe ainsi d’environ 3% à un maximum mesuré de 22%. Les CFA

proviennent d’une modification post-synthétique des doubles liaisons C-C des

FA insaturés (UFA) (281). La Cfa synthase catalyse cette réaction par

F addition d’un groupement méthylène provenant du donneur S-adénosyl

méthionine (47). Le gène cfa possède deux promoteurs: Pi et P2. P1 est un

promoteur .70, tandis que P2 dépend de RpoS (47). La formation maximale de

CfA se produit lorsqu’une culture bactérienne entre en phase stationnaire de

croissance (268). Un mutant isogénique pour le gène efa, codant pour la Cfa

synthase, est beaucoup plus sensible à une variation de pH sans adaptation,

allant de pH 7 à pH 3. L’incorporation de CFA exogènes engendre une plus

grande résistance à l’acidité (40). Par exemple, la résistance à l’acidité de

souches normalement sensibles est grandement augmentée par l’addition

exogène de CFA Cl?. Une souche mutante pour c/a et ne possédant que le

précurseur du C17. soit l’acide palmitoléique (C16 : I) reste sensible (40). On

peut observer le même phénomène par l’addition exogène de CFA C19 en

comparaison avec son précurseur CI 8 :1. Cependant, cet homologue à longue

chaîne semble avoir un effet positif de résistance moins grand que le CfA C17.

Le modèle le plus probable pour expliquer le rôle des CFA dans la résistance à

l’acidité serait que ceux-ci diminueraient grandement la perméabilité

membranaire aux protons étant donné que la perméabilité aux protons est

inversement proportionnelle à l’épaisseur de la bicouche phospholipidique. La

conversion des UFA en CFA aurait pour conséquence d’augmenter l’épaisseur
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de la bicouche (40) et de stabiliser tes structures de la surface bactérienne (61).

Il a ausssi été suggéré que l’anneau cyclopropane protègerait de l’attaque

chimique par les protons au site d’insaturation (132). Il est aussi possible que

ces derniers interagissent avec des protéines membranaires pouvant affecter le

flux protonique.

Chez Streptoccocus mutans, la composition des FA membranaires

change en fonction du pH. À pH 7, les FA C14 :0 et C16 t O prédominent, alors

qu’à pH modérément acide (pH 5), les FA C18 :1 et C20 :1 sont les plus

importants en quantité (188). À pH acide, l’apparition de UFA diminue ta

perméabilité de la bicouche lipidique, ce qui favorise la stabilité de la ME et par

le fait même la protection contre les ions W (18$). La longueur des chaînes

acyles pourrait aussi être importante dans ce phénomène. Quivev et ses

collaborateurs (2000) n’ont pas noté de différence significative dans la quantité

de CFA chez £ mutans ayant évolué dans un milieu à pH 7 ou pH 5 (188).

4.3.6 Le potentiel membranaire (A 9

Le potentiel membranaire (AP) tient compte de toutes les charges de la

cellule (73). Chez E. cou, le AP se situe entre -140 et -180 mV. Lorsque le pH

est inférieur à 2,5, le AP a une valeur nulle en conséquence de la perte de

l’intégrité membranaire. Cependant. si le système d’AR glutamate ou arginine

est fonctionnel (voir plus bas), le AP s’inverse pour atteindre l’équilibre (203).

Les valeurs du AP avoisinent alors +30 et +80 mV respectivement. Ce
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phénomène protège la cellule des protons de par la répulsion entre la cellule et

les protons qui en résulte (73). L’antiporteur CYcAICIcB, situé dans la MI,

permettrait l’expulsion de protons simultanément à I’import d’ions CV (203), ce

qui contrebalancerait partiellement l’augmentation du nombre de charges

positives à l’intérieur de la cellule (73).

4.3.7 Le système de résistance à l’acidité dépendant des glutamates
décarboxylases

Lorsque le pH environnemental avoisine 2,5, la valeur du pH interne

d’une cellule de E. cou est d’environ 5. Il faut donc que les mécanismes de

résistance soient efficaces et fonctionnels à ce pH. Chez E. cou, il y trois

systèmes principaux d’AR: le système oxydatif (39) et les systèmes à acides

aminés décarboxylases arginine et glutamate (74, 136, 137). Le système

glutamate décarboxylase (Gad) (103) a de plus été démontré comme ayant un

rôle important dans la résistance à l’acidité de pathogènes entériques comme E.

cou, ShigelÏa Jlexneri et Listeria monocytogenes (221). Lorsque les cellules

bactériennes croissent en milieu complexe comme le milieu Luria-Bertani (LB),

le système Gad contribue de façon prédominante à l’AR (39, 55). Le système

Gad protège les cellules contre des chocs acides sous pI-I 3 (23). Le circuit de

régulation du système Gad est très complexe. La régulation de ce système n’est

pas traitée ici; voir les références suivante (51, 114, 133, 144-146, 153, 254).

Ce système requiert l’apport exogène de glutamate pendant un stress acide à pH

2. Il repose principalement sur l’activité de deux glutamates décarboxylases,

codées par les gènes gadA et gadB. Ces décarboxylases sont responsables de
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convertir le glutamate intracellulaire en acide y-amino butyrique (GABA).

L’activité antiport de la protéine membranaire GadC est responsable de

l’acquisition du glutamate extracellulaire et de l’expulsion simultanée du

GABA intracellulaire. Le système est fonctionnel et protecteur à pH 2,5 même

si l’un des deux isoformes Gad est manquant, alors qu’à pH 2, GadA et GadB

sont nécessaires. La formation d’une molécule GABA par une Gad requiert une

molécule de glutamate ainsi qu’un proton et libère une molécule de C02. Il est

décrit que le résultat net de la décarboxylation et de t’activité importlexport de

GadC est une alcalinisation du cytosol. Cependant. en conséquence de la

variation de pH de part et d’autre de la membrane cellulaire (224), le glutamate,

qui est sous sa forme protonée en milieu acide, libère un H durant le processus

d’importation (39). B semble donc y avoir équilibre entre l’acquisition et

l’exportation des protons (74). À cause du paradoxe existant à propos du cycle

des protons du système glutamate. il a été suggéré qu’un mécanisme de

production de glutamate endogène doit exister. Finalement, d’autres

mécanismes moléculaires, qui ne sont pas décrits ici, favorisent aussi la survie à

des stress acides. Ceux-ci impliquent des petites molécules signales extra

cellulaires qui peuvent capter des signaux d’acidité à distance de la cellule

bactérienne (206-209).

4.3.8 Le gène Pho-dépendant asr et son rôle dans la réponse au
stress acide

Le gène asr (originellement pour «acid shock RNA ») code pour une

pré-protéine de 102 acides aminés et de 18 kDa. Ce gène est fortement transcrit
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en condition d’acidité environnementale (transcription optimale à pH 4,0 - 4,5).

La pré-protéine subit le clivage de sa séquence N-terminale et an second

clivage, donnant respectivement naissance à une protéine de 15 kDa (pré

protéine dont la séquence signale est clivée) ainsi qu’à une protéine de $ kDa.

Le produit de $ kDa, localisé dans l’espace périplasmique, fut démontré comme

étant essentiel au phénotype de l’AIR, contribuant à l’acclimatation à des pH

très acides. Asr supporte la croissance à pH modéré (pH 4,5) et est requise pour

l’induction de l’AIR et de la survie subséquente des cellules en phase

exponentielle de croissance à pH très acide (pH 2). Des cellules en phase

stationnaire de croissance expriment aussi le gène asr à pH 4,5-5,0, mais celui-

ci n’est pas requis pour la survie de ces cellules lorsqu’elles sont transférées

dans un milieu très acide (pH 2,0). Asr pourrait agir en séquestrant les protons

dans le périplasme ou en agissant comme chaperonne pour protéger les autres

protéines de l’acidification. Chez E. cou, la protéine HdeA est induite fortement

en condition d’acidité et est nécessaire pour une résistance à l’acidité et pour la

virulence. HdeA a une activité chaperonne et prévient l’agglomération des

protéines dénaturées par l’acidité (75). Tout comme HdeA, Asr pounait

s’associer aux protéines dénaturées par l’acidité. Il a de plus été démontré que

des conditions limitantes pour le phosphate ne sont pas nécessaires pour

l’observation du phénotype asr, alors que l’intégrité de PhoR /PhoB est

nécessaire (242).

Finalement, une étude effectuée par Tucker et aÏ. (2002), a montré que

28 gènes sont certainement régulés à la hausse en condition d’induction de
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l’AR glutamate dépendante (253). Plusieurs de ces gènes, dont le régulateur

GadE, un régulateur positif du système Gad, sont regroupés sur le chromosome

dans la région du gène gadA. Ces gènes peuvent être divisés en cinq groupes

fonctionnels. En effet, les gènes identifiés sont impliqués dans le métabolisme,

dans la modification de l’enveloppe cellulaire, comme chaperons et comme

régulateurs. Il est donc certain que des composantes de la surface de la bactérie

sont impliquées dans l’AR. L’identification du gène cfa appuie l’étude de Chan

et Cronan (1999) (40). Le petit transcrit asr fut aussi identifié.

5. Les souches d’Escherichia cou pathogènes causant des
maladies extra-intestinales : les ExPEC.

Les souches d’E. cou pathogènes causant des maladies extra-intestinales

sont nommées conceptuellement les ExPEC (< Extraintestinal Pathogenic

Escherichia cou ») (216). Les mécanismes de virulence par lesquels les

souches ExPEC causent les maladies extra-intestinales, comme par exemple la

méningite, les infections du tractus urinaire (UTI) et la septicémie, font l’objet

d’études approfondies puisqu’elles sont la cause de problèmes de santé

publique et de pertes économiques appréciables pour les fermes d’élevage. Ces

mécanismes participent à la capacité du pathogène à coloniser la muqueuse

intestinale, à envahir les tissus extra-intestinaux et à survivre aux multiples

stress pouvant être rencontrés à l’intérieur de l’hôte. Par exemple, ces souches

doivent être aptes à survivre à l’effet bactéricide du complément et des CAMP,

à échapper ou à résister aux différentes cellules du système immunitaire, à
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survivre et à se multiplier dans des environnements hostiles comme l’estomac

et les vacuoles endosomales. à l’intérieur desquelles les pH sont extrêmes, de

même que dans le sang, où les concentrations en fer disponible sont très faibles.

5.1 Les facteurs de virulence associés aux ExPEC

PLusieurs facteurs de virulence (fV) sont associés à la capacité à causer

des infections extra-intestinales (69, 98) parmi lesquels figurent certains

antigènes 0 (018, 078, 011 et 0115) et antigènes capsulaires (KI et K5),

différents fimbriae et autres adhésines de surface (P. FI, F17, X, S, AfaVIIl,

Eae, 31A, curli) et différentes cytotoxines (hémolysine, Vir et les colicines). Le

plastnide ColV des souches ExPEC potentialise la virulence (278). Le plasmide

Co1V porte plusieurs de ces gènes de virulence. Par exemple, le système du

sidérophore aérobactine pour la séquestration du fer, les gènes iss et/ou traT

impliqués dans la résistance à l’effet bactéricide du sérum et à la phagocytose,

de même que certains gènes impliqués dans la motilité, peuvent être portés par

des plasmides de type CoÏV (129, 157, 171, 238).

5.2 Les souches ExPEC aviaires ou APEC (« Avian Pathogenic E. cou »)

5.2.1 Étiologie des APEC

L’industrie de la volaille subit annuellement d’importantes pertes

économiques suite à la morbidité et la mortalité causée par des souches d’E.

cou pathogènes aviaires (APEC; Avian Pathogenic E. cou). Les voies

respiratoires, soit les sacs aériens, sont la voie d’entrée principale des APEC

chez la volaille. Aussi, les infections par les APEC peuvent être causées par la
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transmission à l’oeuf par des parents infectés ou par la contamination fécale de

la surface de l’oeuf et pénétration subséquente de la bactérie à travers la

coquille. Environ 0,5-0,6% des oeufs contiennent E. cou, entraînant ainsi une

grande mortalité des poussins (129). Une grande densité d’individus dans un

poulailler, une mauvaise aération (pour l’évacuation de l’ammoniaque) et un

taux d’humidité trop faible favorisent le stress des individus et la dissémination

des pathogènes à travers le groupe via la présence d’aérosols et de poussières

(157). De plus, la coprophagie et les infections causées par d’autres micro-

organismes (Mycoplasma ssp., le virus de la maladie de Newcastle et le virus de

la bronchite infectieuse aviaire) potentialisent les colibacilloses ($7). La

synergie de tous ces facteurs favorise donc les infections aux APEC (129).

5.2.2 L ‘infection aux APEC

Les infections aux APEC sont caractérisées par une déficience

respiratoire chez les jeunes poulets de 3 à 12 semaines, la plupart du temps

suivie d’une infection plus généralisée. Les APEC adhèrent aux cellules

épithéliales du pharynx, de la trachée et des sacs aériens via les fimbriae de type

1 (62, 128, 129, 157). La présence des fimbriae de type 1 favorise aussi la

colonisation intestinale et est associée à une plus grande fréquence de

transmission fécale-orale (62). Les funbriae de type P permet lui aussi la

colonisation des poumons (mais pas de la trachée) et des sacs aériens. Celui-ci

est aussi important dans la pathogénie des APEC, puisqu’il permet la

colonisation des organes internes (157). Pour sa part, les fimbriae de type 1 ne

sont pas exprimés lorsque les bactéries colonisent les tissus profonds ou
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lorsqu’elles se retrouvent dans le sang. Les APEC sont souvent associées ou

localisées à l’intérieur des macrophages durant les étapes précoces de

l’infection dans les sacs aériens et les pownons (157). Ceci pourrait favoriser

leur dissémination dans l’organisme.

5.2.3 La souche APEC f7122

La souche APEC x7122 cause des infections au niveau des voies

respiratoires (aérosacculites) ainsi que la septicémie chez le poulet. Cette

souche est responsable de plusieurs maladies extra-intestinales comme les

péricardites et les périhépatites. x7122 est de sérogroupe 078, possède une

capsule K80 et un antigène fiage]laire I-19. Les souches APEC 078

appartiennent à un nombre restreint de groupes clonaux et peuvent être des

agents de zoonose (42, 283, 284). Cette souche possède plusieurs gènes de

virulence associés aux ExPEC (Tableau II). Par exemple, Tsh (temperature

sensitive hemaggiutinin). un facteur d’agglutination des érythrocytes du poulet,

est responsable de lésions dues au dépôt de fibrines dans les sacs aériens

pendant la période précoce de l’infection (58). L’expression du gène tsh est

augmentée dans les sacs aériens de la volaille tel que démontré par capture

sélective des séquences transcrites (SCOTS). Des gènes impliqués dans la

biosynthèse des LPS, dans le transport du fer, dans la réplication et la

conjugaison plasmidique etpho3 ont aussi été identifiés (57). Le locus ijb, qui

code pour des gènes de biosynthèse des LPS, est aussi nécessaire pour la
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Tableau II: Gènes de virulence de 5131 et x7122 identifiés par puce à ADNa

Gènes Fonctions

Gènes communs à 5131 et 7l22
ait] Gène d’urovirulence putatif: protéine du périplasme liant l’arginine

b1121 Facteur de virulence pLitatif
csgE Chaperonne des curli
fim-l Sous-unité majeure des fimbriae de type Itou Fi)
fioul Adhésine des fimbriae de type 1
fliC’ Sous-unité flagetlaire majeure (tiagelline)
go] Glutamate décarbexylase
hlu’E Hémolvsine E
ibeB Protéine d’invasion des cellules endothéliales micro-vasculaires

cérébrales (BMEC)
iucD N-6-hydroxylysine (o L-lysine-6-monooxvgenase ») appartenant à

I ‘operon aérobactine
jutA Récepteur de la cloacine DFI3 (aérobactine)
lpfl LpfA (o long polar fimhriae o)

,nviItf Facteur de virulence putatif
mviN Facteur de virulence putatif
ompA Protéine de la membrane externe OmpA
ompT Protéine de membrane externe 3b ou protéase VII (également appelée

omptin ou protéase A)
ma-l Trvptophanasc
IrfiT Protéine de résistance au complément

Gènes uniques à 5131
agn43 Anticène 43, adhésine qui confère des capacités daorégation entre les

cellules
cia Gène structural de la colicine la

foo.1 Sous-unité majeure des flmhriae F1651
mchB Gène structural de la microcine I--147 (classe II)
paa Protéine associée aux effets d’attachement et d’etiacement des

microvillosités intestinales
pap.1(H) Sous-unité fimbriale majeure des pili P

papff Protéine « usher o des pili P
papGIIl Adhésine des pili P (allèle III)

(ciii Gène de résistance aux 3-lactamines (ampicilline)
te! (B Gène de résistance à la tétracycline

Gènes uniques à X7122
ont (3)-la Gène de résistance à la streptomycine et la spectinomycine

cvaC Gène structural de la microcine V (classe 11)
F]7b-A Sous-unité majeure des pili F17b

in! J Intégron de classe 1
iroV Récepteur de sidérophore
iss Gène de résistance à l’effet bactéricide du sérum (o Serum survivance

and surface exclusion protein o) qui est homologue au gène bot du
phage X

sut! Gène de résistance aux Sulfonamides
tsh Hémoglobine protéase (o Temperature sensitive hemagglutitnin »)

Résultats non publiés. Cette puce à ADN contient 189 gènes ou marqueurs de virulence et
30 gènes de résistance aux antibiotiques. Il s’agit d’un outil de diagnostique pour identitier
différents pathotypes d’E. cou. Voir Bruant et al. (2006). Hybridation et lecture des puces
efTeetuée par Guillaume Bruant.
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virulence de la souche z7122 (30). En effet, l’antigène 07$ des LPS augmente

la résistance au sérum et le pouvoir de colonisation des organes internes. Chez

la souche x7122• il a été démontré que l’antigène O et la région 0-mm, une

région génétique non-caractérisée putative pour un ou des FV, protègent la

bactérie contre l’action bactéricide des cellules phagocytaires, surtout des

hétérophiles (157). x7122 s’associe faiblement aux cellules phagocytaires

même lorsqu’elle est opsonisée. L’accessibilité de l’opsonine à la surface

bactérienne et la fixation du complément semblent dépendantes de la présence

et de la composition des LPS (157). Chez x7122 le plasmide pAPEC-1, qui est

associé à la virulence, porte les gènes impliqués dans la pathogénie affectant les

voies aériennes inférieures et les tissus extra-respiratoires lors d’infections in

vivo chez le poulet (5$). Par exemple, pAPEC-l porte iss, un gène normalement

associé à la résistance au sérum. Les systèmes Iro et aérobactine sont aussi

encodés sur pAPEC-1 et sont tous deux impliqués dans l’acquisition du fer dans

les tissus extra-intestinaux (57).

5.3 La souche ExPEC porcine non-entérotoxinogène 5131 de
sérogroupe 0115.

Les souches 0115 KxV 165» peuvent être séparées en deux sous-

groupes, soit les souches d’E. cou entérotoxinogènes (ETEC) et les souches

non-entérotoxinogènes. Les souches 0115 K«V 165)> non-entérotoxinogènes

possèdent les fimbriae F165 (54). Les souches 0115 K«V165» : f165

colonisent l’iléon et causent la septicémie chez des porcelets post-sevrage (69).

5131 est une souche 0115 : K«V165» H51 F165 et fut isolée à partir du
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contenu intestinal de porcs ayant la diarrhée à la faculté de médecine vétéritaire

de l’Université de Montréal (Québec, Canada) (69, 166). Elle possède aussi

plusieurs gènes associés aux ExPEC dont plusieurs sont en commun avec la

souche APEC x7122 (Tableau 11). La transmission d’ExPEC entre les porcs

s’effectue par la voie fécale-orale. La morbidité causée par ces souches d’E.

cou cause des pertes économiques importantes dans l’industrie porcine. L’étude

de fairbrother et al. (1989) a démontré une forte corrélation entre la capacité

des souches d’E. cou 0115 K«V165» à résister à l’effet bactéricide du sérum

de lapin et la mortalité qu’elles engendrent chez la souris adulte (69). La

résistance à l’effet bactéricide du complément est donc un attribut important de

la virulence de la sottehe ExPEC 513 1.

5.4 La capsule des souches ExPEC 5131 et x7122

Les souches d’E. cou 078 et 0115 sont considérées en sérologie comme

étant K négative (176, 177). Cependant, elles synthétisent des polysaccliarides

capsulaires de type «0-like» (22$). Ceux-ci consistent en une seconde chaîne

0, plus longue, masquant celle des LPS. Il a de plus été démontré que ces

capsules contribuent à la résistance à l’effet bactéricide du complément et à la

pathogénicité. La capsule dc 5131 ne comporte pas de composante protéique

majeure, possède une faible charge négative, est faiblement immunogénique et

est antigéniquement différente des antigènes 0115 des LPS (166). Cette capsule

présente quelques similarités avec la capsule « 0-like » (KLps) des souches

0111(83). La CPS des souches 0111 a une charge nette neutre et inhibe la
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réaction d’agglutination de cellules traitées avec des anticorps anti-0111. Le

polysaccharide capsulaire K1.ps interagirait avec les chaînes O des LPS et

masquerait ainsi les déterminants antigéniques de ceux-ci (166). La CPS de

x7l22 est similaire à celle de 5131 (42). La souche x7122 possède aussi les

gènes impliqués dans la biosynthèse d’une capsule du groupe 2 (30, 264).

Cependant, ceux-ci sont silencieux.

6. Le projet de recherche

6. 1 Problématique et contexte scientifique

La présente étude s’intéresse au régulon Pho, plus particulièrement à son

implication dans la virctlence des souches d’E. cou pathogènes causant des

maladies extra-intestinales (ExPEC) et de son contrôle dans la modulation de

certaines structures de la surface bactérienne. Les souches ExPEC 513 1 et

x7122 causent la septicémie chez le porc et la volaille respectivement. Les

pathogroupes auxquels appartiennent ces souches sont la cause d’un taux

important de morbidité et de mortalité chez les animaux d’élevage et par

conséquent, de pertes économiques importantes pour l’industrie

agroalimentaire. Notre laboratoire a identifié par mutagenèse par transposon

(TnphoA), un locus génétique important pour la virulence de la souche ExPEC

5131. Le transposon fut localisé dans le gène pstC de I’opéronpstSCAB-PhoU,

qui code pour un système (Pst) impliqué dans le transport spécifique du

phosphate inorganique (Pi). Cet opéron est sous la gouverne du système à deux

composantes (TCS) PhoRPhoB. Une mutation dans Pst induit l’activation
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continue du régulon Pho. De plus, depuis quelques années, plusieurs études ont

établi des liens de corrélation entre Pst, le régulon Pho et la virulence et ce,

chez différentes espèces bactériennes. Cependant. dans tous les cas, la relation

entre le régulon Pho et la virulence a une base moléculaire inconnue. Notre

laboratoire s’intéresse donc à résoudre ce problème.

6.2 Hypothèse de travail

Avant le début de mes travaux de doctorat, notre laboratoire ainsi que

les autres laboratoires du Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du

Porc (GREMIP) avaient cumulé plusieurs données de caractérisation du mutant

pst TnphoA (le mutant 2 ou M2) de la souche 5 13 1 (99). Ce mutant est sensible

à l’effet bactéricide du sérum de lapin (166) et est avirulent dans des modèles

expérimentaux d’infection de porcelets et de jeunes poulets (49, 166). M2 est

capable de coloniser les muqueuses intestinales, de traverser l’épithélium

intestinal et de se localiser dans les noeuds mésentériques lymphatiques, mais

est incapable de persister dans les autres organes extra-intestinaux. De plus, ce

mutant perd certaines adhésines fimbriaires dû aux problèmes au niveau de

l’ancrage plutôt que de l’expression génique.

Dans l’hôte, les souches ExPEC doivent résister à plusieurs facteurs

bactéricides comme les molécules du complément, les peptides cationiques

antimicrobiens, les protons, etc. Les différentes structures retrouvées à la

surface d’E. cou forment une véritable muraille contre ces facteurs

antimicrobiens. Ainsi, puisque nous savons quune mutation dans pst cause
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l’augmentation de la sensibilité au sérum et engendre l’avirulence d’une souche

ExPEC, nous avons fait l’hypothèse de travail suivante: une mutation dans

pst provoque d’autres changements au niveau dc la composition des

structures de la surface bactérienne.

6.3 Objectifs de travail.

Cette hypothèse est véritablement l’élément conducteur du présent

travail. En effet, elle a permis d’établir clairement les objectifs à atteindre, afin

de combler certains manquements dans l’état des connaissances actuelles

concernant la compréhension des effets d’une mutation dans pst. Ainsi, mes

travaux de doctorat avaient pour but de caractériser les effets de la mutation pst.

Mes objectifs étaient de : 1) déterminer si ta mutation pst contribue à d’autres

phénotypes; 2) déterminer si la mutation pst affecte les souches ExPEC de

façon similaire et 3) déterminer quels effets causés par une mutation dans pst

peuvent être associés à la perte de virulence.

6.4 Esquisse de l’étude

Les souches ExPEC 5131 et x7 122 sont utilisées dans notre laboratoire

comme systèmes modèles pour l’étude de l’influence du régulon Pho sur la

pathogénie d’E. cou. Certaines des conclusions qui en découlent dépassent le

modèle ExPEC et s’appliquent à d’autres espèces bactériennes. Dans le but de

répondre aux objectifs et de vérifier notre hypothèse, nous avons conduit

différents tests in vitro pour évaluer la résistance des souches ExPEC et de leurs
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mutants pst dérivés vis-à-vis différents stress auxquels la bactérie est soumise

chez l’hôte. En effet, la résistance au sérum, aux CAMP et à l’acidité est

associée à des traits de virulence bactérienne et fut évaluée chez les mutants pst.

Nos résultats indiquent que la modification de certaines structures de la surface

bactérienne pouvait être impliquées dans la résistance à ces mêmes stress. Les

techniques moléculaires (constructions génétiques, électrophorèse.

inmunobuvardage, chromatographie en phase gazeuse et en couche mince,

spectrométrie, transcriptomique comparative, etc) ont été utilisées pour la

caractérisation des structures de la surface bactérienne. Ceci a permis

d’identifier des différences structurales entre les souches ExPEC et leurs

mutants pst dérivés. finalement, nous avons pu établir une corrélation entre nos

résultats, soit de nouveaux phénotypes caractérisant les mutants pst, et la

virulence bactérienne.

La recherche fondamentale est à la base du développement appliqué.

Ainsi, j’espère que cette recherche pourra ouvrir de nouvelles voies

d’exploration et stimuler la recherche sur d’éventuels traitements thérapeutiques

qui permettraient à leur tour de mettre en échec certains pathogènes. En effet, il

est important de minimiser les pertes économiques reliées à l’industrie porcine

et de la volaille, mais aussi de limiter l’émergence de souches de plus en plus

pathogènes incluant les souches ayant des résistances multiples aux

antibiotiques, une problématique très importante en santé humaine. Dans cette

optique, il est important de souligner que les souches ExPEC à l’étude ont aussi

an potentiel comme agent de zoonose.
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SUMMARY

Eseherichia cou 078 strains are frequently associatcd with extra-intestinal

diseases, such as airsacculitis and septicemia. in poultry, livestock, and humans.

To understand the influence of the pst operon in the virulence of E. cou,

mutations of pst genes, were introduced into avian pathogenic E. cou (APEC)

07$:K$O strain 7l22 by allelic exchange. Mutation of pst genes leads to

constitutive expression of the Pho regulon. Further, the virulence of APEC

strain x7122 in a chicken infection model is attenuated by inactivation of the

Pst system. The pst mutant caused significantly less extra-intestinal lesions in

infected chickens, and bacterial numbers isolated from different tissues afier

infection were signiflcantÏy lower for the mutant than for the wild-type strain.

Moreover, resistance to the bactericidal effects of rabbit serum and acid shock

were impaired in the pst mutant in contrast to the wild-type strain. In addition,

the minimum inhibitory concentration of polymyxin was two-fold less for the

mutant than for the wild-type strain. Although the pst mutant demonstrated

increased susceptibility to rabbit semm, this strain was flot killed by chicken

serum, suggesting differences in host innate immi.me defences and complement

mediated killing. In APEC 07$ strain x7122 a functional Pst system is required

for full virulence and resistance to acid shock and polymyxin. Our resuits

suggest that mutation of pst genes induces deregulation of phosphate sensing,

and changes in ccli surface composition that lead to decreased virulence

indicating the importance of the Pst system for the virulence of E. cou

pathogenic strains from different hosts.
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INTRODUCTION

Avian pathogenic E. cou (APEC) are a frequent cause of extra-intestinal

infections, collectively called colibacillosis, in poultry. Each year, the poultry

industry absorbs important financial losses due to high morbidity and rnortality

caused by APEC. The housing conditions and co-infections by other

microorganisms are major physical and biological risk factors that predispose

poultry to colibacillosis. Most infections occur via acrosol transmission and

colonization of air sacs (4). E. cou causing extra-intestinal diseases have been

termed extra-intestinal pathogenic E.coti (ExPEC) (44). APEC 078:K80:1-19

strain y]122 possesses several ExPEC-associated attributes which are involved

in disease developrnent sucli as septicemia. perihepatitis and pericarditis and

belongs to one of the most prevalent serogroups that cause avian colibacillosis

(48). E. cou 07$ strains can also cause diseases in hosts other than poultry,

such as swine, sheep, and humans (2, 21). Research conducted on E. cou 078

strains from different hosts revealed that pathogenic strains are clonally related.

Moreover, this phenomenon is host independent. Therefore pathogenic 07$

strains from animal origin represent a high risk of zoonotic infections (1, 11,

63, 64).

The ability to sense microenvironments encountered within the host is an

essential virulence property ofbacterial pathogens (35). Sensing is followed by

the coordination of virulence factor expression, promoting bacterial survival

and replication (24, 28). In E. cou, the expression of many proteins is induced
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by growth in lirniting conditions. for example, the expression of the Pho

regulon is activated during growth conditions of phosphate limitation, whereas

its expression is inhibited when phosphate is in excess (60). The Pho regulon is

controlled by the two-component reguÏatory system. PhoB/PhoR, that responds

to phosphate concentration. The PhoR sensor protein located in the inner

membrane transmits a signal by phosphorylating the response regulator protein

PhoB, which in tum activates transcription by binding to the T’Pho box”

sequence of the targeted prornoters. The PhoBR two-component regulatory

system controls the expression of several genes, and currently at least 39 genes

have been identified (7. 30). The Pho reguion could possibly include as rnany as

137 proteins (56). The specific phosphate transport system (Pst) belongs to the

Pho regulon and is encoded by the pstSCAB-phoU (pst) operon. This system

consists of a periplasmic P binding protein (PstS), two trans-membrane

proteins (PstA, PstC), an ATP binding protein (PstB) and PhoU (42, 49). The

two trans-membrane proteins and PstB mediate the uptake of phosphate from

the outside to the inside ofthe ccli. whereas the function ofPhoU is not clear.

PhoU probably ptays a regulatory role in the negative control of the Pho

regulon and is required to repress the Pho regulon in high phosphate conditions

(61). Interestingly, the Pst transport system itself appears to be directly involved

in the regulatory cascade and might serve as the primary sensor for the

extracellular phosphate concentration (59). An intact Pst system and the PhoR

protein are necessary for Pho regulon repression, as constitutive expression of

the Pho regulon. including phoA, was observed when genes of the pst-phoU
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operon and the phoR gene were mutated (62). In phosphate replete conditions,

PhoB activation is blocked in a PhoR and PhoU dependant manner (23, 46, 47).

A number of reports have described an association between the Pst system, the

Pho regulon and bacterial virulence (6, 12, 1 8, 34, 58). Using a technique that

selectively captures unique transcripts (Selective Capture 0f Transcribed

Sequences (13, 22)), PhoB of APEC strain ] 122 was reported to be expressed

during infection (14). Moreover, other Pho regulated genes were also shown to

be expressed in vivo by ExPEC strains (3, 29) . Inactivation of the pst operon in

a porcine ExPEC strain resulted in constitutive expression of the Pho regulon,

and rendered the strain avirulent. APEC strain 7Ï22 (078:K80:H9) (39) shares

many virulence attributes with the porcine ExPEC strain, including the ability

to persist systemically and resist serum (12, 15). Although inactivation of pst

bas been shown to affect the virulence of a number of bacterial pathogens, the

mechanisms underlying this attenuation have flot been elucidated. One

hypothesis to explain decreased virulence due to abrogation of the Pst system is

that inactivation of pst genes causes an alteration in bacterial celi surface

composition.

In this paper, we generated a Apst mutant of APEC strain x7122 and

demonstrate that abrogation of the Pst system influences multiple virulence

attributes associated with the celi surface composition. Moreover, we

demonstrate that deletion of pst genes significantly reduces the virulence of
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APEC strain 7122. These resuits extend the importance of the Pst system for

the virulence of pathogenic E. coït belonging to different serogroups, and which

are pathogenic for different animal hosts.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial straïns, plasmids and media. E. cou strains and plasmids used in

this study are listed in Table 1. In general, bacteria were grown in Luria-Bertani

(LB) broth at 3TC. LB is a high phosphate containing medium. Low P (LP)

broth was used for aikaline phosphatase assay and RT-PCR experiments (LP:

50 mM tris HC1 (jfl-l 7,4); lOmM KC1; 10 mM (NH4)2S04; 0,4 mM MgSO4:

0,1% yeast extract; 20 mM glucose and I mM methionine.). For experimental

infection of chickens, beef heart infusion (BHI) broth and MacConkey-lactose

agar plates were used. Antibiotics or supplements were used at the following

final concentrations when required: ampicillin (Amp) 100 ig/ml,

chloramphenicol (Cm) 12.5 j.rg/ml, kanamycin (Kan) 50 ig/ml, nalidixic acid

(Nal) 40 ig/ml, streptomycin (Sm) 100 jig/ml, and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate (XP) 40 iig/ml.

Generation of a pst mutant by allelic exchange. E. coït strain XL1-Blue was

used for cloning experiments. A 2914 bp PCR fragment containing the

psISCAB genes was amplified from strain 7l22 (41) with the PstF

(CTGCCGGATAGTGTAGT) and PstBrcv (CATCATGTCCGTGCTCC)

primers, and was cloned into pCR2.1 vector using the Original TA Cloning kit
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(invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. A deletion (ApstcAB,

in the pst operon was obtained by removing an internai EcoRV fragment. A

kanamycin resistance cassette, Hindi fragment from pUC7ÏK (40. 57), was

then ligated to the EcoRV site resuiting in ApstC’AB: :kun. The construct was

digested with Xbai and BamHI and the tXpstC’AB: :kun fragment was Iigated to

the pKNGIO1 suicide vector (27) eut with the same enzymes. The resulting

construct, pKNG800K, was transferred to strain SM1Wpir (37), and was then

mobilized into 7l22 by conjugation. $ingle-crossover integrants of strain

x7l22 were setected on M9 agar containing the appropriate antibiotics (Amp,

Kan. and Sm). Selection for doubie-crossover ailele replacement tvas obtained

by sucB counterselection on LB agar plates without NaC1, containing 5%

(27) and XP. A x7122 derivative, strain K3, was confirmed to contain a

deietion in the pst operon as deterrnined by PCR amplification and Southem

hiot hybridization (data flot shown). The pAN92 plasmid (26) carrying the

functional pst operon was used to complement the ApstCAB:kun mutant K3

and wild-type parent strain 7i22 to create strains CK3 and 7l22 (pAN92)

respectively. The pAN92 plasmid is a derivative of the medium copy

pACYC 184 plasmid.

Mkaline phosphatase assay. Aikaline phosphatase was measured as described

previousiy (12, 52, 61). Briefly, ceils grown in different conditions were

adjusted to an OD 600 of 1.0 and 4 tg/m1 of XP were added to ceils

permeabilized by a 50 pi of 1% SDS and 50 il of chloroform. Development of
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color was rnonitored at 420 mi-i, and PhoA activity was expressed in enzyme

units per minute 1000 x [0D420 —(1,75 X 0D550)] / T(min) x V(ml) x 0D600.

RNA isolation and RT-PCR. Strains were grown in high phosphate (LB) or

low phosphate (LP) medium and were harvested during the mid-log growth

phase. RNeasy Mini Kit from QIAGEN was used for the isolation of total RNA

from bacteria. Quantification of the total amount of RNA was achieved by

spectrophotometry. QIAGEN OneStep RT-PCR kit was used for the RT-PCR

study and 1 jtg of RNA template was used in each reaction. Two primer pairs

were used to target pstA and phofl expression. The rpsL gene was used as a

housekeeping control. The reverse transcription reaction was achieved at 50°C

for 30 minutes. The DNA polymerase (HotStartTaqTM) was then activated at

95°C for 15 minutes as indicated by the manufacturer. For each sample, 25

cycles of PCR amplification was achieved with the different primer pairs. The

annealing temperatures used were 67°C, 62°C and 65°C for the pstA, phoB and

ipsL primer pairs respectively. The sequences of the pstA forward and reverse

prirners were 5’-CAAACCACTGCGGCGCTGGCTGAATCTCG-3’ and 5’-

GTGCTCCATCTGCGCCACCAC-AATGGTG-3’ respectively. The sequences

of the phoB forward and reverse primers were 5’-

CGTATTCTGGTCGTAGAAGATGAÀGCTC-3’ and 5’-

CACGGTCTGCACCATGCGGTCA-3’ respectively. The sequences of the

rpsL forward and reverse primers were 5’-
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GTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGC-3’ and 5’-

GGACGCTTCACGCCAYACT-TGGAACGAG-3’ respectiveÏy.

Experimental infection of chickens via the air sacs. Yhree groups of five 3-

week-old white leghorn specific-pathogen-free chickens (SPAFAS farms) were

reared in separate horsfail isolator cages with food and water available ad

Ïibitum. Each group of chickens was inoculated in the right thoracic air sac with

0.1 ml (10v CFU) ofa bacteriai inoculum consisting ofa diluted 24h beefheart

infusion broth culture of either E. cou 7l22, the pst mutant, or the

compiemented strain. Blood samples were collected aseptically from each

chicken 6. 24. and 48 h following bacterial inoculation and were plated directly

or diiuted 1:4 in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4), and 0.1 ml was

plated on MacConkey-lactose agar plates (Difco) supplernented with nalidixic

acid (40 ig/mF1) and appropriate antibiotics in the case of the E. cou pst

mutant and complemented strains. Ail birds were euthanized at 4$ h post

infection and necropsied. Macroscopic lesion scores for the air sacs, and

combined lesions of the internai organs (heartlpericardium and iiver) were

marked based on a scheme similar to that uscd by Meiatta et al. (2003) (36).

Lesions for the caudal thoracic air sacs were scored from 0-4 each for the left

and right air sac based on the following criteria: 0, no lesions (nonnal); 1, slight

opacity/edema; 2, miid diffuse thickening and fibrinous exudate, mild

neovascuiarization; 3, moderate fibrinous exudate, opacity, and thickening of

membrane. and neovacularization; 4. severe extensive fibrinous exudate,
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opacity, and neovascularization of the air sac. The mean score value for the lefi

and right air sacs was then used as the combined air sac lesion score for cadi

individual. Tic maximal possible lesion score for the air sacs of an individual

chicken was therefore 4. Combined lesion scores for pericarditis and

perihepatitis were based on the following criteria. Heart and pericardium: O.

normal; I, vascularization, opacity, cloudy pericardial fluid, 2, Acute

pericarditis (extensive fbrinous exudate covering pericardium). Liver: O,

normal; I sli%ht fibrinous exudate or decoloration of lobes; 2, severe

perihepatitis (extensive fibrinous exudate). The values for lesions of the heart

pericardium and liver were tien added for each individuel giving a maximal

possible combined individual score of 4 for lesions ofthe heartlpericardium and

liver. The mean lesions + standard deviation in either the air sacs or internai

organs from individuals belonging to each ofthe infection groups vas used for

statistical analyses between groups. Organs were aseptically removed. The lefi

lung, liver, and spleen were weighed, suspended in PBS, and homogenized with

an omnimixer homogeniser. Dilutions of homogenates were plated onto

MacConkey-lactose agar plates with appropriate antibiotics for bacterial

quantification. Several randomly selected colonies per organ were verified by

serotyping using 078-specific antiserum.

Serum bactericidal assay. Tic serum bactericidal assay was adapted from

Taylor and Kroll (1983) (51). Briefly, bacteria were grown ovemight in LB

broth at 37°C. Bacterial cultures were then resuspended in fresh medium at a
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10-fold dilution, incubated at 37°C, and harvested in the logarithmic growth

phase. Bacteria were washed at room temperature with Gelatin-Veronal

Buffered saline pH 7.35 (GVB++) and resuspended to a concentration of i07

CFU/ml. A volume of 0.1 ml ofthe bacterial suspension was addcd to 0.9 ml of

normal rabbit serum or chicken serum and incubated at 37°C. Viable ceil counts

were estimated at 0, 1, 2 and 3 h by spreading out dilutions ofthe suspension on

LB agar plates. A strain was considered resistant if the bacterial count increased

or did not change, intermediate if a decrease in the bacterial count of up to 2

orders of magnitude was observed, and serum-sensitive if a decrease of more

than 2 orders of magnitude in the bacterial count was observed. The survival

rate was calculated as the CFU determined at each time point over the initial

CfU present at time zero.

Polymyxin assay. Strains were grown ovemight and cultures were diluted in

fresh LB medium to obtain exponential growth rate cultures (0D6000.7).

Cultures were then diluted to obtain 106 CFU/ml. Microwell plates were loaded

with 90 tl of the 106 CfU/ml cultures and 10 pi of polymyxin at different

concentrations were added to each well to obtain final concentrations of

polymyxin between 0.5 1g/ ml and 2.5 jig/ ml. Plates were incubated ovemight

and bacterial growth in wells was evaluated for growth by spectrophotometry.

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was considered the lowest drug

concentration that reduced growth by more than 50% compared with growth in

the control weIl (19).
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Lipopolysaccharide (LPS) analysis. Two milligrams of whole bacterial cetis

were solubilized in Laemmli buffer (32), boiled and treated one hour with

proteinase K (0.5 mg/ml) at 60°C. Proteinase K was then inactivated by boiling

samples for 2 minutes (25). Ciassical SDS-PAGE or Tricine SDS-PAGE (33)

were used for the LPS analysis. A volume of 10 tl of each sample were added

to each weii. Siiver staining was used to reveal LPS bands (54). Western blot

analysis was perfonried using standard procedure (53). Briefly, LPS bands were

transfened onto a 0.2 p.m nitrocellulose sheet at 100 volts for one hour. The

membrane was reacted with rabbit 07$ antiserum. Anti-rabbit irnmunogÎobulin

conjugated to peroxidase was used as the secondary antibody. 0-chain LPS

bands were revealed using 4-cffloro-1-naphtol solution.

Acid shock. Acid shock ofthe ccli cultures was carried out by using protocot A

from Chang and Cronan (10). As survival following acid shock is influenced by

growth phase, preliminary growth curves were done for ail strains in LB broth

at 37°C with agitation (150 rpm). Growth was monitored

spectrophotometrically at 600 nrn. For the acid shock treatment, strains were

grown to the early stationary phase in LB. Prior to acid shock, viable ccli

counts were donc by spreading out dilutions of the suspension on LB agar

plates (pH 7). Then, HC1 (1.7 N) was rapidly added to cultures grown in LB

medium until a pH of 3.0 was reached. The pH values were monitored by pi--l

measurements on identicai but separate cultures. Afier acid addition, the

cultures were shaken at 37°C and at different times aliquots were diluted and
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plated for colony formation on LB plates. The survival rate was catculated as

the CfU detemined at each tirne point over the initial CfU present at tirne

zero.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using the data analysis

package SYSTAT 10.0. Analysis of variance followed by Tukey multiple

comparisons test was used for the resuits analysis of bacterial counts, lesion

scores. the serum, polyrnyxin and acid shock assays. for in vitro assays, the

mean values were obtained from a minimum of three independent values.

Statistical significance was established atp <0.05.

RESULTS

b evaluate if a pst mutation affects the virulence of an avian pathogenic 07$

strain, inactivation of the pst genes was achieved in strain 7l22 by suicide

vector mediated allelic exchange (27). Inactivation of pst was confirmed by

PCR and Southem blot analyses, and a confirmed mutant was named K3

(Table Ï). Restoration of the Pst system in this strain was achieved by

complementation with plasrnid pAN92 which contains a functional pst operon.

This generated strain CK3. Mutations of the pst operon are knowri to

deregulate the repressed state of the Pho regulon in high phosphate conditions

and lead to constitutive expression of Pho regulated genes (47). Thus,

evaluation of the state of activity of the Pho regulon in strains grown in high

phosphate medium (LB) or low phosphate medium (LP) was achieved by
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measurernent of aikaline phosphatase (AP) activity and by RT-PCR. These

experiments revealed that the K3 pst mutant exhibits a constitutive Pho

phenotype (294$ units AP) compared to the 7l22 wild-type strain (O unit AP),

to the K3 cornplernented strain CK3 (16 units AP) and 7 122 wild-type strain

plus pAN92 (O unit AP). RT-PCR experiments were used to evaluate the

transcriptional state of both the pst operon and Pho reguton. As expected, the

expression of the pst operon, measured by pstA expression, is higher in the

wild-type strain grown in low phosphate than when grown in high phosphate

medium (LB) (figure 1). The pstA expression level is also low in the wild-type

strain and the pst mutant complemented with pAN92 (CK3) (Fig. 1). There is

no pstA transcript detected from strain K3 since pstCAB are absent in this

strain. However, the Pho regulon is constitutive in pst mutant strain K3, since

phoB expression in this strain grown in high phosphate showed similar

transcription levels than the wild-type strain grown in Iow phosphate

conditions (figure 1). In the complemented strain, the repression of

transcription ofphoB is restored in high phosphate.

Pathogenicity. To characterize pst mutant strain K3, we first evaluated the

virulence potential of this strain compared to the wild-type APEC strain 7122

in a chicken experimental model. Colibacillosis lesions were present in air sacs,

liver and heart of chickens infected with APEC strain y]122 4$ hours post

infection (Table 2). By contrast such lesions were minimal or absent from the

organs of chickens infected with pst mutant strain K3. Complementation of the
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pst mutation restored the severity of the colibacillosis lesions to a level similar

to that observed in chickens infected with the wild-type parent strain x7l22.

Also, in chickens infected with strain K3, fewer bacteria were isolated from the

bloodstream and ail tissues 48 hours post-infection, cornpared to either the

wild-type parent or complemented mutant (f igure 2). Bacterial viable counts

from the pst mutant were significantly reduced in blood, lungs and spleen 48

hours post-infection. No significant differences in bacterial numbers were

observed in tissues or blood of chickens infected with either the wild-type strain

or the complemented pst mutant CK3.

Resistance to serum, polymyxin and acid shock. b provide further insight as

to why a pst mutant of strain x7l22 is attenuated, or whether inactivation ofpst

alters celi surface components, we investigated the capacity of the wild-type

and mutant strains to resist serum, acid and polymyxin. The K3 pst mutant is

sensitive to the bactericidal effect of rabbit semm (figure 3A). In contrast, the

x7 122 wild-type strain is resistant to the bactericidal effect of serum and was

able to multiply in 90% rabbit serum after a 3 hours period. Statistical analysis

showed that differences between the wild-type and K3 mutant strains were

highly significant at 1, 2 and 3 hours. There was no difference between the

wild-type strain and CK3. In contrast to the resuits obtained for bacterial

susceptibility to rabbit serum, wild-type strain y)l22 and the pst mutant strain

K3 were both resistant to the bactericidal effects of chicken serum (Figure 3B).

However, the 078-negative LPS mutant x7145 (9) was rapidly killed by
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chicken serum and was not recovered from saniples I hour following serum

exposure (data flot shown).

Strain K3 was more sensitive to polymyxin compared to the 7l22 wild-type

strain since the MIC of the mutant strain was two-fold lower (1 tg/m1

compared to 2 tg/m1), than for the ]I22 wild-type strain (p < 0.001) (Figure

4). Resistance to polyrnyxin was only partially restored in the complemented

pst mutant strain (CK3). Since 078 LPS antigen is an important factor that

contributes to the resistance of strain x7l22 to serum (36), and modification of

LPS can affect polymyxin resistance, LPS profiles were examined. No

differences between strains were observed in their LPS profiles by silver

staining (Figure 5) or by Western blot using 078-specific antiserum (data not

shown).

The pst mutant strain K3 clearly lost the ability to resist acid sbock compared to

the 7l22 wild-type strain. Indeed, at two hours following acid shock, viability

of the K3 pst mutant ceils was dramatically decreased (Figure 6). By contrast,

the 7l22 wild-type strain was more resistant to acid shock and CFU stabilized

afier 2 to 4 hours of exposure to acid. Differences between the wild-type and

the mutant strains were significant at 1, 2, 3 and 4 hours following acid shock.

The complernented pst mutant strain CK3 was very sensitive to acid shock. At

1 hour foïlowing acid exposure, CK3 viability was reduced by greater than 4

log and no CFUs were present afier 2 hours in acid-treated culture. The survival

rate of the pst mutant strain K3 was significantly lower than the survival rate of
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the wild-type strain j122 at each time point (p<O.O35). However, the

complementation of mutant K3 with pAN92 did flot restore the wild-type

survival rate phenotype. The presence of plasmid pAN92 in the wiÏd-type strain

[x7l22 (pAN92)] also decreased the survival rate at each time point when

compared to the wild-type survival rate.

DISCUSSION

APEC strain (]122 is highly pathogenic for poultry and belongs to the 07$

serogroup. This is one of the most prevalent serogroups associated with avian

E. cou infections. In this study, we show that a pst mutation reduces the

virulence of APEC strain x7122 and that certain virulence traits are modified.

Indeed, in vivo experiments revealed that the ability of this strain to cause

colibacillosis lesions and to survive systemically is significant!y reduced in a

chicken experimenta! infection mode!. Mso, the resistance of APEC strain

7 122 to the bactericidal effect of rabbit serum and to acid shock is diminished

in the pst mutant. In addition, sensitivity to the cationic peptide polymyxin was

increased in the pst mutant strain K3. A decreased capacity to resist these

conditions would suggest a decrease in ce!! surface integrity and could explain,

at least in part, the loss of virulence attributed to deletion ofpst genes.

Multiple virulence traits are affected in the K3 pst mutant, and its virulence is

significantly reduced. The pst mutant is present in the bloodstream 6 hours
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post-infection in experimentally infected chickens, but its numbers are

considerably reduced in blood and tissues at 48 hours post-infection. Ibis is in

contrast with the 078-negative LPS mutant strain yj145 (9), which is rapidly

cleared from blood and extra-intestinal organs of infected chickens (36). The

capacity of the pst mutant strain K3 to survive in early stages of infection

correlates with the ability of this strain to resist avian serum (Fig. 2B), since

only serum-resistant APEC strains are normally able to invade and persist in the

bloodstream early in the infectious process and disseminate systemical!y (9,36).

Despite its ability to resist avian serum. the pst mutant strain K3 demonstrates a

marked and significant reduction of virulence in chickens. Ihe pst mutant strain

K3 is clearly less able to persist and caused reduced lesions compared to the

wild-type parent. Since the pst mutation does flot contribute to decreased

sensitivity to chicken serum or early survival in the chicken infection mode!,

attenuation is Ïikely due to other changes that resuit in decreased virulence.

These may include changes in surface composition or possibïy deregulated

environmental sensing that may be linked to constitutive expression of the Pho

regulon regardless of environmental conditions encountered in host tissues.

In a porcine experimental infection model using an ExPEC strain, a pst

mutation drastically affected the systemic survival of the mutant, as the strain

was flot able to colonize extraintestinal organs and vas rapidly cleared ftom the

bloodstream (12). The differences in the kinetics of infection and attenuation of

either the porcine or avian pathogenic E. cou strains in infection models is
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possibly due to intrinsic differences between the strains andlor differences in

porcine and avian innate inmme defenses. The clearty different resuits in

serum susceptibility of the pst mutant when challenged with avian serum vs.

mammalian serum support a role for differences in innate host immune

defenses. On the other hand, the pst mutants of the porcine and avian

pathogenic E. cou strains were both less resistant to in vitïo stresses including

acid shock and resistance to polymyxin (unpublished resuits), suggesting the

Pst system is equally important for the proper functioning of certain virulence

traits in either ofthese strains.

There is a correlation between resistance to the bactericidal effects ofserurn and

the capacity of APEC strains to cause septicemia and mortality (31, 36). For

strain 7l22, this is exemplified by the 078-negative LPS mutant which is

serum-sensitive and unable to persist in body fluids and internai organs of

infected chickens (36). Resistance to the bactericidal effect of complement is a

multifactorial phenomenon. Bactericidal resistance to serum can correlate with

the expression of proteins and of certain capsular K antigens that in many cases

can act in concert with thc O polysaccharide (65). However, analysis and

comparison ofthe LPS 0-chain by SDS-PAGE and Tricine SDS-PAGE (figure

5) did not reveal important differences between wild-type strain 7l22 and the

pst mutant strain K3. Indeed, no apparent differences are seen in the pattem and

the length of the 0-chains nor in the estimated molecular weight of lipid A.

However, we cannot rule out the possibility that subtie modifications could
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occur in the LPS molecules in consequences of the pst mutation. Thus, finer

approaches are necessary to detect these kinds of modifications and this will be

the subject of future investigations. Strain 7122 has a K80 capsular antigen

which is not a typical capsular polysaccharide antigen, but is more similar to an

0-antigen capsule. Atypical K antigens have been shown to be implicated in

resistance to serum and are important for full virulence (20, 38, 39). Capsular

content was tested by colorimetric assay (16) in strain 7 122 and its pst mutant

and was found to be similar (data not shown). The K80 capsule has not been

characterized yet. However. it is known that these types of K15 are anchored to

the celi surface by a lipid A moiety. Thus, a perturbation of ccli surface could

also affect the proper anchoring of K$0 antigen.

The increased sensitivity of strain K3 to polymyxin further suggests that

mutation of pst causes some surface structure modification. As polymyxin is a

cationic peptide, the bacterial resistance to polymyxin is due, at least in part, to

celi surface components. In Gram negative bacteria, some cationic peptides

have iow affinity for the K antigen and LP$ and these structures repel cationic

peptides from the outer membrane. Change of the bacterial surface net charge

such as modifications of lipid A can confer sensitivity to polymyxin (8). hi

Rhizobium meliloti, mutation in phoCDET genes, homologues of E. cou pst

genes, resuits in a significant reduction in membrane phospholipid content (18).

Perturbation of the ceil surface including alteration of fluidity and modification

of some components could expiain, at least in part, the increased sensitivity of
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the K3 pst mutant to mechanisms affecting the ccli membrane such as those

involved in resistance to serum, polymyxin, and acid.

Acid resistance is an important feature of pathogenic bacteria. Persistence of

APEC in poultry facilities is associated to their capacity to resist acidic

environrnents (31, 66). In addition, coprophagy of pou[try leads to ingestion of

contaminated feces. Thus, bacteriai ceils must repetitively survive gastric

challenge but aiso membrane attack by volatile fatty acids in the less acidic

environment of the intestine to persist in poultry facilities (43). Deletion of the

pst operon significantly reduced the acid resistance of APEC strain 7l22.

Indeed, the pst mutant K3 had a three log lower survival rate than that of the

parent strain 7122, after a 4 hour challenge at pH 3 without habituation. The

Pho regulatory system has been suggested to sense extemal acidity and regulate

transcription of genes that are important for acid shock resistance. It was

reported that the acid-inducible ast (acid shock RNA) gene in E. cou is under

the transcriptional control of the phoBR operon (50, 55). Asr may play a role

similar to that of the periplasmic protein HdeA, by serving as a proton well or

chaperone that protects other periplasmic proteins from deleterious effects of

Ïow pH andlor by preventing aggregation of denatured proteins (17, 45). Thus it

is possible that inactivation of the pst system contributes to sensitivity to acid

shock in APEC strain y]l22, by affecting the regulation ofsuch genes, that are

part of the Pho regulon and are irnplicated in acid resistance mechanisms.

Complementation of the mutant strain did flot restore the wild-type acid
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resistance phenotype (Figure 6). The acid sensitivity of the complemented

mutant could be due, at least in part to gene dosage due to a medium copy

plasmid.

Altogether, the alterations of virulence traits in a pst mutant of APEC 07$

strain ]l22 contribute to its reduced virulence in a chicken infection mode!.

Since constitutive expression of Pho is observed in pst mutants, the pleiotropic

effects observed in these mutants could be indirectly due to the activation ofthe

Pho network, directly due to effects on phosphate transport, or both. Our results

show ffiat deletion of the pst operon reduced virulence of avian and porcine

ExPEC strains and conferred increased susccptibility to rabbit serum, acid and

polymyxin (Ibis study and Daigle, F., Larnarche, M.G., et aï., unpublished

data). These phenotypic changes suggest that alterations in bacterial surface

composition may occur in the absence of the psi operon. More in depth

investigation needs to be done to identify the functions associated with E. cou

virulence genes that are under the control of the Pho regulon. Functional

genomics and proteomics could provide opportunities to advance such findings.

The central control element of the Pho regulon is the PhoB-PhoR two

component system. It has been shown that some compounds are potent

inhibitors of specific bacterial two-component systems and possess antibacterial

activity (5). Drugs that induce the expression of the Pho regulon could have

some utility as therapeutic agents that would compromise bacterial virulence

and facilitate elimination of the pathogen through host immune defences. Thus,
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the Pst system and the associated Pho regulon could be potential drug targets to

treat extra-intestinal diseases associated with pathogenic E. cou.
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids

Bacterial strains or plasmid Relevant characterisbcsa Reference or source

Bacterial strains
SMIOXp1r thi-7, leu, tonA, lacY, supE, 37

, recA::RP4-2-Ic::Mu, Xpir, Kmr
XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdRl7, Stratagene

supE44, relAi, lac [F’ proAB lact3ZLM15 TnlO (Tett)J

z7122 Avian pathogenic strai n 41
078:K80:H9 gyrA, Nait

x7l22 (pAN92) x7122 + pAN92 This wotk

K3 x7122 ApstCAB::kan This work
CK3 K3 + pAN92 This work
x7l45 x7l22 ,rfb deleted by replacement 9

with E. coli K-12 region at 45 min
Plasmids
pAN92 pACYC184::pstoperon, Cmr 26
pCR2.1 Cloning vector Invitrogen
pKNG1O1 suicide vector Smt, sac8 27
pKNG800K pKNG1O1 - ApstCAB.:kan, sacB, Smt, Kmt This work
pUC71K Contains aphTwith transcription terminator, Kant 40, 57

akanamycin Kmr; ChIoramphencoI, Cmt; Streptomycin, Smr; Nalidixic acid, Nait; Tetracyclin Tett
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Table 2:Score based evaluation of colibacillosis lesions

Strains Airsacculitisa Pericarditis/perihepatitisb

i?122 2.56 ± 0.25 2.43 ± 1.07

K3 1.63 ±
O.5O

1.06 ±
020d

CK3 2.29 ± 1.01 2.70 ± 0.90

a
Lesion scoring values for airsacculitis in both caudal thoracic air sacs

b
± standard deviation. See methods for scoring scheme.
Combined lesion scoring values for pericarditis and perihepatitis
± standard deviation. See methods for scoring scheme.
P = 0.046 compared to lesions observed for the wild-Iype strain infected group.
P = 0.0017 compared to lesions observed for the wild-type strain infected group.
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f1G. 1. Transcriptional analysis of the pst operon and Pho regulon in E. cou

strain 7 122 and its mutants. RT-PCR was performed to detect the presence of

pstA (A), phoB (B) and ipsL (C) mRNA in strain 7l22 and isogenic pst

mutants. cDNA from 7l22 (wt) grown in low phosphate (LP) medium and

from jI22
,
jl22 (pAN92), K3 (A pstCAB::kan) and CK3 (K3 [pAN92])

grown in high phosphate (LB) medium are showrt in lanes 1 to 5, respectively.

RNA was isolated from mid-log phase celis. There is no pstA transcript in K3

since pstCAB are absent in this strain. The rpsL transcript was used as a

housekeeping control.
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FIG. 2. Experimental infection of chickens with APEC strain x7122 or

derivatives via the air sacs. Colony forming units (CFU) per gram of tissue or

milliliter of blood 6 and 4$ hours post-infection. Strain 7U2 (wild-type);

strain K3 (ApstCAB::kan); strain CK3 (K3 [pAN92]). Asterisks (*) indicate

significant differences observed between bacterial quantification of the wild

type x7122 and the pst mutant strain K3 in blood (p=O.004.$), lungs (p=0.0059)

and spleen (p=O.0003) 48 hours post-infection. No significant differences in

bacterial numbers were observed between the wild-type x722 strain and the

complemented strain CK3.

Blood 6h Blood 48h Lungs 48h Liver 48h Spleen 48h

Tissues
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FIG. 3. Bacterial resistance to serum. Survival and growth of E. cou wild-type

strain x7122 and pst mutants in 90% rabbit (A) or chicken (B) serum for

various periods of time. •, strain 7122 (wild-type); Â, strain K3

(ApstCAB: .*an); , strain CK3 (K3 [pAN92]) Resuits presented are means of

three distinct tests. (A) The survival rate of the pst mutant strain K3 is

significantly lower than the survival rate of both, wild-type strain 7 122 and

cornpÏemented strain CK3, at each time point. from 1 to 3 hrs of exposure in

rabbit serum, the pst mutant K3 was significantly more sensitive to serum than

either strain V122 (p<0.006) and CK3 (p<O.004). No significant differences

were observed between the wild-type 7l22 strain and the complemented strain

CK3. (B) No statistical differences were observed between the survival rates of

strains 7l22, K3 and CK3 afier exposure in chicken serum. The control strain

x7145 (x7I22 i/b) did flot survive after 1 hour of exposure to 90% chicken

0 1 2 3

serum (data flot shown).
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FIG. 4. Polymyxin assay. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of

polymyxin necessary to inhibit growth of the different strains. The MIC was

considered the lowest drug concentration that reduced growth by more than

50% compared with growth in the control weII. MIC of polymyxin for strain

x7122 (wild-type); strain K3 (ApstCAB::kan); strain CK3 (K3 [pAN92]). The

MIC of the pst mutant strain K3 is signiftcantly lower than the MIC of the wild

type x7122 strain (p <0.001). The MIC differences between the complemented

strain CK3 and either strain 7122 or strain K3 are significant (p = 0.044).

x7l22 K3 CK3

Strai n
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(A) Trîcine SDS-PAGE
1 2 3

FIG. 5. Analysis of LPS by Tricine SDS-PAGE (A) and SDS-PAGE (B). No

differences in LPS profiles were observed among strains. (1) Wild-type x7122;

(2) pst mutant strain K3 (ApstC’AB: :kan); (3) Complemented strain CK3 (K3

[pAN92]).

(B) SDS-PAGE
3

t
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FIG. 6. Acid shock resistance experiment. Survival ofwild-type strain 7l22

and mutant derivatives exposed to LB medium (pH 3) for various periods of

time. •, strain 7122 (wild-type); À, strain K3 (ApstCA&:kan); , strain

CK3 (K3 {pAN92J);•, strain 7l22 (pAN92). In vitro acid shock tests were

carried out on early stationary phase cultures without habituation at 37°C.

• x7122

•CK3
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Abstract.

Environmental phosphate is an important signal for microorganism gene

regulation and it has recently been shown to trigger some key bacterial

virulence rnechanisms. in many bacteria, the Pho reguton is the major

circuit involved in adaptation to phosphate limitation. The Pho regulon is

controlled jointiy by the two-component regulatory system PhoRIPhoB and

by the phosphate specific transport (Pst) system, which both belong to the

Pho regulon. We showed that apst mutation resuits in virulence attcnuation

in extra-intestinal pathogenic Escherichia cou (ExPEC) strains. Resistance

to the bactericidai effects of serum and to acid shock is affected in these

mutants. We hypothesized that the bacterial ccli surface of the pst mutants is

altered. To veriFy our hypothesis, different assays were used to compare

wild-type strains and their isogenic pst mutants. Either high phosphate or

low phosphate medium was used for bacterial growth. LP medium permits

comparison of Pho-activated wild-type strains with pst mutants, the former

being characterized by a constitutive activation of the Pho reguion. In this

paper, we demonstrate that the E. cou pst mutants sensitivity to different

cationic antimicrobial peptides can bc correlated with an unexpected pst

mutation-mediated lipid A modification. We discuss how some lipid A

structural modifications could contribute to such bacterial surface

perturbations. Finaiiy, our resuits indicate that the Pho regulon is involved

in iipid A modifications. Since the Pho regulon and the Pst system are

conserved in many bacteria, such a iipid A modification mechanism could

be widely distributed among Gram-negative bacteriai species.
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Introduction

Under circumstances such as drastic environmental changes, the phenotypic

diversity occurring wïthin a bacterial ccli population due to noise in gene

expression favours the natural selection ofsubpopulations best fit to survive

(42, 44, 45). In addition, bacteria possess more specialised machineries, the

two-component regulatory systems, which permit sensing and response to

environmental changes (22). Environmental stimuli are translatcd into

signalling events leading to the expression ofa highly precise response. One

such system is PhoR]PhoB (52, 53), which responds to environmental

phosphate concentration variations and controls expression of at least 37

genes in Escherichia cou (Pho regulon) (3, 18. 20. 46, 53). PhoR is an inner

membrane sensor protein that responds to periplasmic orthophosphate (P1)

through interaction with the phosphate specific transport (Pst) system. The

activation signal is a P concentration below 4 iM. Under these conditions,

PhoR is autophosphorylated on a conserved histidine residue and transfers

this phosphoryl group to a conserved aspartate residue on its cognate

response regulator PhoB. To initiate or repress gene transcription, Phospho

PhoB binds specific DNA sequences known as Pho-Boxes, which are

located upstream of Pho-dependent genes. The Pst system, which belongs to

the Pho regulon, encodes an ATP-binding cassette transporter involved in

high affinity acquisition of P. In many bacterial species, mutations in the

Pst system result in constitutive expression ofthe Pho regulon regardless of

environmental phosphate availabilities.
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Many studies reported an association between the Pst system. the Pho

regulon, and bacterial virulence (for a comprehensive overview sec

reference 30). However, molecular mechanisms that link the Pho regulon

and the virulence of bacteria have flot been fully established. For this

research, we focused our work on extra-intestinal pathogenic E. col!

(ExPEC) strains. x7l22 (07$:K$0) (3$) and 5131 (0115:K”V165”)(19) are

ExPEC strains that share many virulence attributes and cause extra

intestinal infections in poultiy and swine, respectively. Pleiotropic effects

and loss of virulence was observed in pst mutants of extra-intestinal strains

x7l22 and 5131 (11, 29, 34). Many phenotypes of pst mutants, such as

sensitivity to acid stress and the bacteriolytic effect ofserurn. are suggestive

of important changes in ccli surface properties.

The outer leaflet of the outer membrane (0M) of Gram-negative bacteria is

composed, in most part, of approximately two million copies of a complex

glyco!ipid named lipid A (40). The lipid A is flic anchor for the core

oligosaccharide, which is usually linked to the O antigen polysaccharide that

is exposed on the bacterial cdl surface (4, 40, 50). The entire molecule, the

lipopolysaccharide (LPS), protects bacteria from various environmental

stresses that can be encountered outside and inside the host (13, 35). In E.

cou and Salmone lia typhirnurium, two-thirds of the total membrane lipid A

molecules consist of the I -monophosphate form of the phosphorylated and

acylated di-glucosamine structure (f ig. 1). The remaining one-third

possesses a pyrophosphoryl group at the CI position (Fig. 1). Bacterial

pathogens such as Salmonella typhirnurium and some E. cou stains have an
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abiiity to modify their lipid A structure to resist some adverse environmentai

cues (Fig 1) (17) (40) (15, 16, 48).

As described above, we belicvcd that ccli surface perturbations occur in pst

mutants. Since LPS is a major component of the 0M, which can be

subjected to certain modifications in bacteriai pathogens and piays an

important protective role against bactericidal molecules, we decided to

investigate LPS structural properties in pst mutants. Morcover, since the

Pho regulon is constitutively activated in pst mutants, it was atso possible

that phosphate-rich LPS molecules could be subject to specific

modifications. Indeed, our resuits indicate that pst mutations induce changes

in the lipid A structure that could resuit in a bacterial ccli surface

perturbation. This can be correlated with sensitivity of the bacteria to

cationic antimicrobiai peptides (CAMPs) such as polymyxin B (PMB).

Remarkably, the hexa-acyiated 1-pyrophosphate form of lipid A is

significantiy less abundant in pst mutants. Wc believe that this state of lipid

A could participate in the observed membrane perturbation ofpst mutants.

Materials and methods.

Bacterial strains, plasmids and media. E. cou strains and plasmids used in

this study are listed in Table 1. Bacteria were grown in Luria-Bertani (LB)

or in LP broth at 37°C. LB is a high phosphate containing medium. LP is a

iow phosphate containing medium (LP: 50 mM Tris-HC1 (pH 7.4), 10 mM

KCI, 10 mM (N1-14)2S04, 0.4 mM MgSO4, 0.1% yeast extract, 20 mM

glucose, and I mM methionine). When requïred, antibiotics were used at the
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following final concentrations: tetracycline 10 t.tglml; kanamycin (Kan), 50

ig/rni; nalidixic acid (NA), 40 jig/mi; chloramphenicol (Cm), 10 tg/mi;

streptomvcin (Sm), 100 ig/m1.

Construction ofptasmids and nutant strains. The mutation of the pst operon

vas obtained by alielic exchange as described previousiy (29). A PCR

fragment containing the pstSCAB gene was amptified from strain 5 13 1 with

the PstF (CTGCCGGATAGTGTAGT) and PstBrev

(CATCATGTCCGTGCTCC) prirners, and cioned into pCR2. 1 vector using

the Original TA Cloning kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s

instructions. A deletion (ApstCAB) in the psi operon was obtained by

rernoving an internai EcoRV fragment. A kanamycin resistance cassette,

Hindi fragment from pUC71K, was then ligated to the FcoRV site resulting

in ApsICAB.:kan. The construct tvas digested with Xbal and BurnH I and the

ApsICAB:.kan fragment was iigated to the pKNG loi suicide vector cut with

the same enzymes. The resulting construct, pKNG800K, vas transferred to

strain SM1O2pir, from where it was mobilized into 5131 and 7l22 by

conjugation. Singie-crossover integrants of strain 5131 and x7I22 were

seiected on M9 agar containing the appropriate antibiotics (Kan and Sm).

Selection for double-crossover allele replacement was obtained by sacB

counter-selection on LB agar plates without NaC1, containing 5% sucrose

(26) and 5-brorno-4-chloro-3-indolyi phosphate disodium sait (XP: 40

igIml). 5131 and y7l22 derivatives, strain K2 and K3 respectively, were

confirmed to contain a deletion in the pst operon as determined by PCR

amplification, Southem blot hybridization and RT-PCR (Larnarche et al.



118

2005 and data flot shown). The pAN92 (25) plasmid carrying the functional

pst operon vas used to complement the ApstCAB mutants to create strain

CK2 and CK3.

Folvnzvxin B (PAIB), cecropin Pi (CPi) and vancomi’cin assays.

Experiments were done in LB or LP for bacterial ceils growth. Strains were

grown overnight and cultures were diluted in fresh medium to obtain

cultures in exponential phase. Strains were grown to optical density of 0.7

(2. 600 nm). Cultures were then diluted to obtain 0 CFU/ml. Microweil

plates were loaded with the 106 CFU/rnI cultures and diCferent

concentrations of PMB or CPI tvere added to each well. Plates were

incubated ovemiglit and wells were evaluated for growth by

spectrophotometry. For vancomycin assays, plates were incubated 3 hours.

The MIC was considered the lowest drug concentration that reduced growth

by more than 50% cornpared with growth in the control well (14).

Vancomycin survival was calculated from the ratio of vancomycin-exposed

to non-exposed celis. Experiments are the mean of three biological and

technical replicates. Statistical analyses were performed using the

GraphPad Prism 4® package. A One-way ANOVA foltowed by a multiple

comparison Tuckey test was applied.

A na1sis of radiolabe leU Ïipid A by Thin Layer Chromatographv (TLC).

Experiments were performed in LB or LP for bacterial cell growth. Analysis

of lipid A released by mild acid hydrolysis from 32P1 labeled cells was

adapted from Zhou et aï. (1999)(58). An ovemight culture grown at 37°C
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was diluted 100-fold in 5 ml of fresh medium containing appropriate

antibiotics and 5 jiCi/ml 32P, and allowed te grow for 3h. The 32P labeled

celis were harvested by centrifugation and washed once with 5 ml of PBS.

The pellet vas resuspended in 0.8 ml of PBS and converted into a single-

phase BlighlDyer mixture by adding 2 ml of methanol and I ml of

chloroform. After 10 minutes incubation at room temperature, the insoluble

material was collected by centrifugation in a clinical centrifuge. The pellet

was washed once with 5 ml of a fresh single-phase Bligh!Dyer mixture,

consisting of chloroformlmethanol/water (1 :2:0.$, v/v). This pellet was then

dispersed in 1.8 ml of 12.5 mM sodium acetate, pH 4.5, containing 1% SDS,

with sonic irradiation in an ultrasonic bath. The mixture was incubated at

100°C for 30 minutes te cleave the ketosidic linkage between the flrst inner

core 3-deoxy-D-rnanno-oct-2-ulosonic acid unit and the distal glucosamine

sugar of lipid A. After cooling, the boiled mixture was converted te a two

phase Btigh/Dyer mixture (6) by adding 2 ml of chloroform and 2 ml of

methanol. Partitioning was made by centrifugation and the lower phase

material was collected and washed once with 4 ml of the upper phase

derived from a fresh netitrat two-phase Btigh/Dyer mixture, consisting of

chloroform/methanol/water (2:2:1.8, v/v). The Iower phase lipid A sample

was cotlected and dried under a steam of nitrogen gas. The lipid A sample

was dissolved in l00[L1 of chlorofonri/methanot (4:1, vlv), and

approximately 1000 cpm ofthe sample was applied to the engin ofa Sitica

Gel 60 TLC plate. liC was conducted in a developing thank in the solvent

chloroform/pynidine/8$% formic acidlwater (50:50:16:5, v/v). The plate was
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dried and visualized with a Phosphorlmager (Storm $40 from Molecular

Dynamics). Experiments were repeated three times.

LipopoÏyaccharide (‘LPS,) anaÏysis. iwo milligrams of whole bacterial

celis, grown onto LB agar plates, were solubilized in Laemmli buffer (2$),

boiled and treated one hour with proteinase K (0.5 mg/ml) at 60°C.

Proteinase K was then inactivated by boiling samples for 2 minutes (21).

Classical SDS-PAGE or Tricine SDS-PAGE (32) was used for the LPS

analysis. A volume of 10 tl ofeach sample was added to each well. Silver

staining was used to reveal LPS hands (51). Western blot analysis was

perforrned using standard procedure (49). Briefly, LPS bands were

transferred onto a 0.2 im nitrocetlulose sheet at 100 volts for one bout. The

membrane was treated with rabbit 0115, 078 or enterobacterial common

antigen (ECA) antiserums. Anti-rabbit immunoglobulin conjugated to

peroxidase was used as the secondary antibody. 0-chain LPS bands were

revealed using 4-chloro-1 -naphtol solution.

Microarrav experiments. Microarray experiments were done using

Aff’ymetrix GeneChip® E. cou Genome 2.0 Array. Briefly, the RNA was

isotated from an overnight culture grown at 37 °C was diluted I 00-fold into

5 ml of LB and was allowed to grow to mid-log phase (0D600 0.6) using the

RiboPureTMBacteria Kit (Ambion. Austin, TX), according to the

manufacturer’s recommendations, with the exception that the DNAse I

treatment was performed twice. For cDNA synthesis and biotinylation, two

aliquots of 5 jig of RNA (10 ig total) were supplemented with 2 jiL of
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GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit (Affymetrix, Santa Clara.

CA) and converted into cDNA using SuperScript II and random

hexanucleotide primers (Invitrogen, Carlsbad, CA), according to the

manufacturer’s instructions.. After treatment with RNAse A (lmg!rnl) , the

cDNA were purified using Microcon YM-30 centrifugal filter (Milipore.

Billerica, MA). The cDNA was fragmented with DNAse I (Ambion,

Austin, TX) was and then 3’ biotynylated using GeneChip DNA Labelling

Reagent (7.5 mM) (Affymetrix, Santa Clara, CA) and 60 U of Terminal

Deoxynucleotidyl Transferase (Promega, Madison, W!). The Affymetrix

GeneChip E. cou Genome 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clam, CA)

contains 20.366 genes present in four strains of E. cou (MG1655, EDL933,

SAKAI and CFTO73) and inctudes over 700 intergenic regions. for

supplemental inlbrmation. sec Affyrnetrix web site: at

www.afTvmetrix.com. Biotynilated cDNAs were hybridized onto

Affymetrix GencChip E. cou Genome 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara,

CA) as recommendcd by the manufacturer. Hybridizations were performed

at Genome Québec Innovation Centre (McGill University, Montreal,

Canada). Data were processed using the robust multiarray average algorithm

(RMA) for normalization, background correction and expression value

calculation (24). Expression levels obtained ftom three independent

replicates, in each condition, were compared using the FlexArray RC3

software (Michal Blazejczyk, Mathieu Miron, Robert Nadon (2007).

FlexArray: A statistical data analysis software for gene expression

microarrays. Genome Quebec, Montreal, Canada, URL:

http://genomequebec.mcgill.calflexArray/index.html). The robustness of
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the data was further enhanced by EB algorithm and F-value calculation. The

microarrays resuits were validated by qRT-PCR using the QIAGEN

QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR kit, according to the manufacturer’s

instructions. The tus gene was used as a housekeeping control. Each qRT

PCR run was donc in triplicate and for each reaction, the caiculated

threshold cycle (Ct) vas normalised to the Ct obtained for the tus gene

amplified from the corresponding sample. Fold change were calculated

using the 2-AACt method (33).

Lipid A extraction ana’ mass spectrometly anatysis. Ccli cultures were

prepared exactly as for the analysis of radiolabeled lipid A in the TLC

experiments, but without the addition of32P orthophosphate. A pool of six 5

ml cultures was used for each strain and experiment. Lipid A samples were

prepared as described previousIy, with siight modifications (31, 56). PBS

washed ceils were resuspended in 300 1iL of Tri-Reagent (Ambion) and

incubated for 20 minutes at room temperature. Then, 30 tL of chloroform

was added, and the samples were vortexed vigorously and incubated for 15

minutes at room temperature. The phases were separated by centrifugation

at 12,000Xg for 10 minutes, and the upper phase was transferred to a new

tube. This extraction procedure was repeated twice using 1 OOjiL of water

instead of chloroform, and the combined upper phases were evaporated in a

speed-vac apparatus (DNA 120 SpeedVac® from ThermoSavant). The lipid

A was released from the LPS by mild-acid hydrolysis. The pellet was

resuspended in 500 1.tL of hydrolysis buffer (12.5 mM sodium acetate pi-1

4,5; 1% SDS) and heated at 100°C for I hour, and dried in a speed-vac. To
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remove SDS from the samples. washing steps were performed. The pellet

was resuspended in a mixture of 100 jiL of water and 500 1iL of acidified

ethanol (100 pi of 4M HCI in 20 ml of 95% ethanol). and centrifuge at

2,060 X g for LO minutes. The pellet vas washed again in 95% ethanoL

using the same procedure. Washing steps were repeatcd once. The peltet

was dried at room temperature for 5 minutes. and lipid A was dissolved in

100 tL ofchloroform: methanol: water (2:3:1 v/v). The samples were sent

to the Proteomic and Mass Spectrometry Center (PMSC). Molecular

Medicine Research Centre, University oC Toronto, for the matrix-assisted

Jaser desorption-ionization time-of-fiight (MALDI-TOf) mass spectrometry

analysis. Preparations for MALDI[FOF analysis were performed by

depositing 0.3 iL of the sample dissolved in chloroform: methanol (4:1

v/v), followed by 0.3 1L of a saturated solution of 2,5-dihydroxybenzoic

acid in 50% acetonitrile as the matrix. The sampte was dried at room

temperature. Spectra were acquired in both positive and negative ion linear

modes. Each spectrum was the average of 50 laser shots.

Resuits

CAMPs and vancomycin assays in phosphate-rich medium

The ExPEC ]I22 and 5131 pst mutants are acid and semm sensitive (Il,

29). This could be indicative of a bacterial celi surface modification. b

further investigate this possibility, we submitted the 7l22 and 5131

ExPEC strains and their isogenic pst mutants to CAMP challenges. In LB

medium, the sensitivity of pst mutants to PMB and to CPI is slightly

increased in contrast to that of wild-type strains (Figure 2A and 2C).



124

Because of these resuits, we hypothesized that pst mutants should also be

sensitive to vancomycin as a consequence of a generalized 0M

perturbation. Vancomycin is a glycopeptide antibiotic that interferes with

peptidoglycan biosynthesis (t). High concentrations of vancomycin are

needed to kil! E. cou ceils unless the 0M is perturbed (43). We show that a

mutation in Pst resuits in an increased vancomycin sensitivity (fig. 3).

Complementation of the pst mutation restores the wild-type CAMP and

vancomycin resistance level, indicating that the pst mutant phenotypes

resuit from the Apst..kan mutation and flot from some polar effects. These

resuits suggest that a bacterial celi surface alteration might exist in pst

mutants.

LPS analyses in phosphate-rich medium

Since LPS is one of the first defensive barriers against environmentat cues,

including those encountered within the host, we first looked at the LPS

pattem of expression and at its various immunochemical properties.

However, standard SDS-PAGE and Western blot analyses using 078 and

0115 antiserum show that the pattem of the 0-antigen expression is

unaffected in the pst mutant strains (Fig. 4A and C). Similarly, there are no

apparent difference in the Iipid A-core region ofthe LPS between wild-type,

pst mutant and complemented pst mutant strains, as observed by Tricine

SDS-PAGE (f ig. 43). furthermore, by Western blot using ECA antiserum.

no differences between these strains are observed (Fig. 4D).
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Radiolabeled lipid A analyses by TLC for strains grown in phosphate

rich medium

Since the pst mutants display PMB sensitivity, which could correlate with

lipid A modifïcations (17, 40, 50), we undertook radiolabeled lipid A

analyses by TLC. Because of its known TLC profile, an E. cou 0157:H7

strain was used as a control (27). Its profile is similar to that of E. cou K12

MCIO6I except for an additional phosphoethanolamine (pEtN) lipid A

variant (27) (Fig. SA). In pst mutants grown in LB, a reduction of 66% of

the pyrophosphate form of lipid A (hexa-acytated I -pyrophosphate lipid A;

sec fig. lA) is reproducibly observed (Figure 5B and 5C), as calcuiated by

densitometry (ImageQuant 5.0).

CAMP assays and TLC quantification of 1-pyrophosphate lipid A for

strains grown in 10w-phosphate medium

To evaluate if the Pho regulon activation-state is indeed involved in the pst

mutants Iipid A phenotype, we evaluated properties ofthe wild-type, mutant

and complemented pst mutant strains grown in Iow phosphate medium (LP).

In LP, ail strains have the same PMB MIC value. Furthermore, wild-type

and complemented pst mutant strains have a PMB MIC similar to that ofpst

mutants grown in LB (Fig. 2B). Strikingly, ail strains exhibit a similar

amount of the hexa-acylated 1-pyrophosphate form ofthe lipid A (Fig. 5D).

Furthermore, these amounts are similar to those obtained for pst mutants

grown in LB (f ig. 5B and 5C). This observation confirms our hypothesis

that the bacteriai ccli surface is altered in pst mutants. Furthermore, it
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indicates that the Pho regulon influences the biosynthesis of hexa-acylated

1-pyrophosphate Iipid A.

MALDI-TOF analysis of APEC strains grown in Iow-phosphate

medium

for avian strains grown in LP medium, TLC analyses reveal the presence of

lipid A variants (Fig. 5D) which are more predominant in the pst mutant

strain K3 (Fig. 5D). This observation is interesting since Iipid A

substitutions (Fig. 1) are infrequently observed in E. cou in comparison to S.

typhirnuriwn, in which lipid A variants arc oflen expressed (7, 40, 59). In

accordance. lipid A MALDI-TOF analyses of the pst mutant K3 grown in

LP medium reveal some variations in the lipid A profile when compared to

the wild-type strain 7122 (Fig.6). By comparison with prcviously known

lipid A variant m/z values, a molecule corresponding to the hexa-acyl bis

phosphorylated lipid A prototype (m/z: 1 797) bearing Wvo pEtN residues

(rn/z: 2043) was identified (Fig. 6B). Other ions are also present in the K3

strain (inlz: 1996 and 2108), but these species do flot correspond with known

lipid A structures.

Microarray analysïs

A microarray study of the wild-type strain xf 122 and the pst mutant K3

grown in high phosphate (LB) medium tvas used to analysed LPS-related

genes at the transcription level (Table 2). AIl LPS-related genes identified

are down-regulated in the pst mutant K3 in contrast to the wild-type strain.

Many of the genes identified belong to the ECA biosynthesis pathway,
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which is encoded by a large operon that constitutes 12 genes (ifr-wzzf

rJJEDGHCA-wzxE-rffT-wzyE-ijflvf). Pho boxes are present upstream the

wzxE and wzyE genes as determined by using the Pho box prediction weight

matrix elaborated by Finan and colleagues (57). These genes code

respectively for a flippase involved in the movernent of the ECA trimeric

sugar lipid III (Fuc4NAc-ManNAcA-GIcNAc-P-P-undecaprenol) across the

inner membrane and for a polymerase likely involved in ECA chain

elongation. The rfai gene belonging to rfaQGPSBIJYZ-waaU operon is also

down-regulated. The rJaJ gene coding for a lipopolysaccharide 1,2-

glucosyltransferase is involved in the LPS-core biosynthesis (Table 2). A

Pho box is located upstream de rfczJ gene as welI as just upstream the

starting codon of the rfiP and ,faY genes, which are both kinases involved

in LPS inner-core phosphorylation. Concerning the lipid A biosynthetic

gene expression, only the eptA gene is down-regulated. This gene is an

ortholog of$almonetlapmrC involved in pEtN covalent modification ofthe

lipid A (31). Gene candidates coding for putative factors that could be

involved in the loss of the pyrophosphate lipid A species atso caught our

attention (Table 2). lndeed, the monocistronic gene cdh encoding a CDP

diglyceride pyrophosphatase (39) is up-regulated in the pst mutant K3. Cdh

was shown to cleave a phosphoryl group from UDP-2,3-diacylglucosamine

in vitro, but a distinct enzyme, LpxH, performs this function in vivo (2, 9).

The in vivo function of Cdli is stili unknown (8, 10, 23, 39, 41).

Additionally, genes ydhi and yeiU, which are down-regulated in the pst

mutant K3, encode undecaprenyl pyrophosphate phosphatases that remove

phosphoryl groups from inner membrane phosphate-lïpid carriers. The yeiU
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gene product was recently shown to be responsible for the synthesis of the

pyrophosphate forrn ofthe Iipid A, as demonstrated by Trent and colleagues

(see discussion). TheyeiUgene is Iocated downstrearn ofyeiR and forms an

operon with this gene. No Pho boxes were found in the promoter region of

cdh.veiR and yclhi genes. qRT-PCR experiments conflrrned our microarray

resuits (data flot shown).

Discussion.

In this study we show that a mutation in pst causes a significant decrease

(66%) of the 1-pyrophosphate Iipid A species in high phosphate medium

(LB). This phenotype indicates that 0M composition is aitered in pst

mutants (Fig. 2A and C). Furtherrnore. it correlates with an increased

sensitivity to CAMPs. Thus, we propose that the 1-pyrophosphate of iipid

A contributes to membrane cohesion. Our vancomycin scnsitivity resuits

are in accordancc with the presence of ccli surface perturbations in pst

mutants. LPS structural features, such as the phosphorylation status of lipid

A and the inner core, are essential for maintenance of 0M integrity (4, 35,

36). Divalent cations such as Mg2 bridge the phosphoryl negative charges

together acting as major cohesive factors for bacterial ceil surface

components. Thus, aiteration of the cross-bridging between LPS molecules

in the pst mutants might diminish the overail integrity of the celi surface.

Ibis could overcome the reduction of the negative charge due to loss of

phosphoryl groups (54, 55).

The PMB resistance phenotype is likely dependent in part on the
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phosphorylation status ofthe lipid A, and the Pho regulon might play a key

role in that phenomenon. Therefore, we conducted CAMP assays as well

as lipid A structural analyses by TLC using bacteria from the low

phosphate medium LP. In pst mutants, the Pho regulon is constitutively

activated to mimick the induced state of wild-type strains. Indeed,

phenotypes displayed in pst mutants were also observed in wild-type strains

grown in Iow phosphate medium. In LP, both pst mutants and wild-type

strains express sensitivity to CAMPs, and the amount of 1-pyrophosphate

lipid A spccies is similar to that of the pst mutants grown in rich medium.

Ibis observation indicates that the Pho regulon influences the biogenesis of

this lipid A species as well as the resistance to CAMPs.

Among gene candidates that could be involved in 1-pyrophosphate lipid A

biosynthesis, the gene yeiU that is down-rcgulated in the pst mutant, as

analyzed by microarray, was recently identified by Trent and colleagues to

be involved in the biosynthetic origin of the Iipid A 1-pyrophosphate

moiety. Indeed, the YeiU (LpxT) gene product is identical to an inner

membrane protein previously shown to have undecaprenyl pyrophosphate

phosphatase activity (12), but also appears to catalyze the transfer of a

phosphoryl group from the C55-undccaprenyl phosphate lipid carrier to the

C-1 phosphate of the lipid A molecule (40) (Iran et aï., American Society

for Microbiology 107TH General Meeting, Toronto, May 215T, 2007).

However, no Pho-boxes were found in the promoter region of the yeiRU

operon. It is also possible that other candidates under the control of

PhoRJPhoB participate in this modulation. As the induction of the Pho
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regulon controls phosphate scavenging in phosphate-limiting environments,

the cell’s richer sources of phosphate, such as lipid A pyrophosphate, could

provide P to ensure its avaiiability for metaholism and essential phosphate

containing structures.

By in sitico and microarray analyses. we aiso identified differentially

expressed genes invoived in LPS biosynthesis in the pst mutant K3.

Strikingly, two genes belonging to the identified rfaJ operon, ifa? (waaP)

and rfaY, possess Pho boxes in their promoter region and encode enzymes

involved in the phosphorylation of the LPS inner-core (Table 2). As

discussed above. loss of phosphoryl groups in the inner core of LPS can

resuit in substantiai ccli surface perturbations. Thus, it is possible that Pho

dependent dephosphorylation of the LPS inner-core could influence cdl

surface properties. Although we did flot observe any changes in 0-antigen

andlor ECA profiles (Fig. 3A), our microarray results suggest that moiecular

changes could indeed occur within the LPS structure in the pst mutant

strains. Down-reguiation of some of the ECA biosynthetic genes, such as

the putative ECA polymerase wzyE gene, which aiso possesses a Pho box, is

in accordance with such a hypothesis.

It is weil known that covalent modifications of the lipid A are involved in

resistance to CAMPs such as PMB (4, 5, 40, 50). in E cou K12, covaient

modifications have been observed in PMB resistant strains and in

ammonium metavanadate (a non-specific inhibitor of mammalian

phosphatases) —treated cells (37, 58, 60). Aiso, pEtN substitution vas
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ohserved in an enterohernorrhagic E. cou strain (EHEC; sec Fig. 5A) (27).

In our study, lipid A variants were observed in APEC strains but flot in

porcine ExPEC strains under low phosphate conditions. By comparison to

Iipid A TLC profiles obtained with metavanadate-treated E. cou K]2, we

hypothcsized that lipid A variants observcd in the K3 strain could

correspond to substitutions identified by Zhou et aÏ. (1999). The MALDI

TOF analyses confirmed the presence of covaient substitutions in the K3

prototype Iipid A. One variant proved to be the species twice modified by

pEtN on the I and 4’-phosphate substituents (rn/z: 2043) (fig. 6B), which

was previousiy identified by Zhou and co-workers in their studies (1999).

However. in pst mutants, perturbation of the 0M rnight require more than

just tue presence of lipid A variants with pEtN substitutions, because, in

contrast to tipid A modification by 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L

Ara4N), pEtN modification alone appears to have only minor effects on

CAMP resistance (3 1, 47).

In conclusion, we demonstrate that the pst mutants K2 and K3 are

characterized by multiple defects in virulence attributes. We demonstrate

that one consequence of the pst mutation is a significant reduction of the

lipid A 1-pyrophosphate species and that this participates in the sensitivity

of the bacteria to PMB. However, other membrane modifications occur in

pst mutants (Lamarche et al., manuscript in preparation). Ail these

alterations most Iikety contribute to an increased perrneabitity to

compounds, such as antibiotics or protons. This correlates with our previous

report on apst mutant being sensitive to acid shock and exhibiting multiple
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virulence defect phenotypes (29). AIl together, our resuits strongly suggest

that some pst phenotypes are due to the constitutive activity of the Pho

regulon and that the biosynthetic pathway of the Iipid A I -pyrophosphate is

influenced by the Pho regulon.
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids
Bacterial strains Relevant characteristic&’ Reference or source
or plasmids
Bacterial strains
SMlOXpir thi1, leu, touA, lacYÇ Millet and

supE, recA::RP4-2- Mekalanos, 198$
Tc::Mu, 2pir, Kmt

XL1-Blue recAl, endA], gyrA96, Stratagene
thi-1, hsdRl 7, supE41,

relAl, lac[F pmAB
lacf’ZAMJ 5 Tn 10 (TeC)J

5131 Porcine ExPEC Fairbrother et al., 1988
01 15:K’V165’:F165

K2 5131 Apst.:kan, Kmr This study
CK2 K2 + pAN92, Kmt Cmt This study

z7122 APEC Provence and Curtiss,
078:K80:H9 gyrA, Nalt 1992

K3 x7I22 ApstCAB::kan Lamarche et al., 2005
CK3 K3 + pAN92 Larnarche et aÏ.. 2005
Plasmids
pCR2. I Cloning vector Invitrogen
pKNG 101 Suicide vector, 5mt, Kaniga et al., 199 1

sac3
pKNG800K pKNG1OI - Lamarche et al., 2005

ApsICAB: :kan, sacB,
Smt, Kmt

pAN92 pACYC1$4::pst operon, Jans et al., 1983
Cmt

aKanaIycin Kmt; Chloramphenicol, Cmt; Streptornycin, Smt; Nalidixic
acid, Nalt; Tetracyclin, Tett.
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Figure 1. E. cou lipid A structure. Two glucosamine units are Iinked by a B

l’-6 glycosidic bond to compose the Iipid A backbone. Each glucosamine

unit bears a phosphoryl group and two principal R-3- hydroxymyristoyl

chains. The acyt chains of the distal glucosamine unit are further acylated

with laurate and myristate. The entire structure forrns a hexa-acylated 1,4’-

bis-phosphate lipid A molecule. In approximately one third of the lipid A

population in E. cou, a pyrophosphoryl group is found in position I of the

carbon backbone instead of the single phosphoryl group. Additional

covalent modifications of lipid A that can be observed under certain

conditions are indicated by the dashed unes: 4-amino-4-dcoxy-L-arabinose

(L-Ara4N), phosphoethanolamine (pEtN), and palmitate.
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Figure 2. Cationic antimicrobial peptides (CAMPs) assay. The graphs show

the minimal inhibïtory concentration (MICs) of CAMPs necessary to inhibit

the growth ofthe different strains: the ExPEC strains 5131 and 7l22, their

isogenic pst mutants K2/K3 and pst complemented strains CK2/CK3

respectively. The MIC was considered the lowest dtug concentration that

reduced growth >50% cornpared with growth in the control welL (A)

Polymyxin B MIC for strains grown in LB; (B) Polymyxin B MIC for

strains grown in LP; (C) Cecropin Pi MIC for strains grown in LB. The

MIC for both pst mutant strains, 1<2 and K3, was significantty lower than

for their respective parent strains. No statistical differences were observed

when the LP medium was used for bacterial growth.
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Figure 3. Vancomycin assay. The graphs show vancomycin survival ofthe

ExPEC strains 5131 and x7122 and their pst mutant derivatives.

Vancomycin survival vas calcttlated from the ratio of vancomycin-exposed

to non-exposed celis. The survival for both pst mutant strains, K2 and K3,

was signiflcantly Iower thaii for their respective parent strains.

Complementation of the pst mutation partially restores the wild-type

phenotype.
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Figure 4. Lipopolysaccharide (LPS) analysis. (A) Classical SDS-PAGE (B)

Tricine SDS-PAGE, which gives a higher resolution of the lipid A-core

region of the LPS. Silver staining was used to reveal LPS bands. (C)

Western blot analysis using either 0115 or 07$ antiserum and using (D)

enterobacterial common antigen (ECA) antiserum. Shown are the results

obtained for the ExPEC strain 5 131, its isogenic pst mutants K2, and pst

complemented strain CK2. Similar resuits were obtained with 7l22, K3,

and CK3 (data flot shown and Lamarche et al. 2005).
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Figure 5. Analysis of radiolabeled lipid A by thin layer chrornatography

(TLC) of strains grown in high phosphate (LB) medium. The asterisks (*)

mark the position ofthe hexa-acylated 1-pyrophosphate lipid A. (A) E. cou

K12 MCIO6I (lane 1) compared to the EHEC 0157:1-17 strain (lane 2) as

established by Kim and co-wokers (2006) (27). (B) EHEC 0157:H7 strain

(lane 1), ExPEC strain 5131 flanc 2). the psi mutant K2 (lane 3),

complernentcd pst mutant strain CK2 (lane 4). (C) Avian ExPEC strain

x7l22 (lane 1), the pst mutant K3 flanc 2). complemented psi mutant strain

CK3 (lane 3). (D) Analysis ofradiolabeled lipid A by TLC ofstrains grown

in low phosphate (LP) medium. ExPEC strain 5131 (lane 1). thc psi mutant

K2 flanc 2). cornplemented psi mutant strain CK2 flanc 3), avian ExPEC

strain x7122 flanc 4), the psi mutant K3 flanc 5), complernented psi mutant

strain CK3 (lane 6).
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Figure 6. MALDI-TOf analyses of lipid A from the wild-type (A) and the

pst mutant K3 (B) grown in LP medium. The prototype Iipid A species

(hexa-acylated I ,41-bis-phosphate) corresponds to the major peak in both

spectra, at a ni/z of 1 797. One variant that is visible in the K3 spectrum (*)

includes the addition of pEtN residues to each of the I and 4’ Iipid A

phosphate groups A (m/z: 2043).
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Mutation in the PstSCAB inorganic phosphate transporter resuits in

multiple sensitivity phenotypes and loss of virulence of the ExPEC

strains. Our resuits show that a Pst mutant is subject to growth

dependent increases of the permeability of the outer membrane that

are concomitant with an imbalance of fatty acids.
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The Pho regulon is the major gene network involved in phosphate

acquisition and utilization when phosphate-limiting conditions occur. Pho is

controlted by the two-component regulatory system PhoRJPhoB that

responds to environmental inorganic phosphate (Pi) concentration (25). The

specific phosphate transport system (Pst) belongs to Pho and is encoded by

the pstSCAB-phoU (pst) operon. The PstSCAB proteins form an ABC

transporter involved in P uptake, while PhoU is required to repress Pho in

high phosphate conditions (23, 26). Constitutive expression of Pho is

observed when genes of the pst operon and the phoR gene are rnutated (23,

24. 27). Furthermore, mutations in Pst affect survival and virulence of

many bacteria (14). Apsi mutant ofthe ExPEC strain 5131, the strain K2,

is sensitive to both the bacteriolytic effect of serum and cationic

antimicrobial peptides (CAMPs) (8, 10, 12, 13, 15). In addition, K2 was

recently shown to produce less CI -pyrophosphate Iipid A when high

phosphate medium was used for growth (13). This phenornenon was shown

to be influenced by the Pho activation state (13). Ibis Iipid A phenotype

could explain only in part the K2 multiple defect phenotypes. Our previous

results indicate that the outer membrane (0M) properties could be affected

in K2. We undertook different experiments to resolve this issue.
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The pst mutant K2 has an increased outer membrane

permeability in early stationary phase of growth. The 0M permeability

was evaluated using 13-lactamase activity dosage assays via nitrocefin

permeation through the 0M of intact ceils. Since nitrocefin is a

chrornogenenic substrate of -lactamase. it is possible to quantify the

amount of degraded nitrocefin and to correlate it with 0M perrneability.

Experiments were undertaken as described in a previous study but

with slight modifications (2). CeIls from 3-h (exponential phase of growth)

or 5-h (early stationary phase of growth) LB cultures were centrifuged and

resuspended in 10 mM Na-HEPES pH 7 buffer plus 5 mM MgCI2 to obtain

an 0D600 1.0. This suspension was divided into two samples and kept on

ice. Celis from one sample were broken by sonication and 100 ml ofwhole

or broken ceils was added to 0.65 ml of nitrocefin tpurchased from

Calbiochem; catalogue # 484400) solution at 0.1 mglml in a 1-cm

spectrophotometer cuvette. The kinetics of nitrocefin hydrolysis was

monitored at 0D495. Blank references were made by mixing 0.65 ml of the

nitrocefin final solution with lOOpi of cell supematant, obtained by

centrifuging 200 tL ofthe corresponding celi suspension for I min.

In the exponential phase of growth, K2 lias a similar 0M

permeability index ($o/Se; see Table 1) to that of wild-type 5131. In

contrast, when ce]ls were grown to early stationaiy phase, K2 shows a
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remarkably increased 0M permeability (2.8-fold), in contrast to 5131

(Table 1). CK2 bas phenotypes similar to 5131. Strikingly, for celis in the

exponential phase of growth, no synergic effects hetween K2 Iipid A

phenotype (13) and 0M permeability defect could explain its multiple

defect phenotypes. Since 0M permeability changes occur speciflcally in the

early stationary phase of growth. some of pst mutant phenotypes could

certainly be correlated with specific growth stages.

The pst mutant K2 is sensitive to acid shock. Acid shock of the

ceil cultures was carried out by using protocol A from Chang and Cronan

(1999) (4). Strains were grown to the early stationary phase in LB. Prior to

acid shock, viable ceil counts were undertaken by spreading out dilutions of

the suspension on LB agar plates (pH 7). Then, HC1 (1.7 N) was rapidly

added to cultures grown in LB medium until a pH of 3 was reached. The

pH values were monitored by pH measurements on identical but separate

cultures. After acid addition, thc cultures were shaken at 37°C and at

diffèrent times, aliquots were diluted and plated for colony formation on

LB plates. The survival rate was calculated as the CFU determined at each

time point over the initial CFU present at time zero.

The pst mutant 1(2 is sensitive to acid shock (f ig. 1). Moreover,

after 4 h of acid exposure, K2 has roughly a survival rate that is 2.5-fold
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decreased compared to the wild-type. However, significant differences

were only observed between K2 and CK2. Indeed, complementation of the

pst mutant K2 restores a high level of acid resistance.

An ïmbalance of FAs is caused by a both mutated and over

produced Pst system for E. cou in the stationary phase of growth. The

acid resistance of individual strains of E. cou was suggested to be

correlated with membrane CFA content (4). Thus, the FA composition of

5131, K2 and CK2 was determined by gas chromatography (GC) using the

method described in Paisley (1999) (16).

For FA analysis. bacteria were grown either on LB or Iow phosphate

(LP) medium agar. Approxirnately 40 to 50 mg (wet weight) of celis in the

early stationary phase was harvestcd from each plate and the FA were

extracted and methylated. Saponification by sodium hydroxide in methanol

was performed to liberate the FA from the cellular lipids. Formation of FA

methyl esters was performed by using hydrochioric acid in methanol. The

FA methyl esters were identified using a Hewlett Packard GC. The

reproducibility of the chromatographic technique was deterrnined by

analysis of a standard mixture within every mn.

In LB, 513 1 exhibits an FA profile similar to that generally

observed for E. cou (6. 7). The FA C12:0 (lauric acid). C14:0 (myristic
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acid). C 16:0 (palmitic acid). and C 18:10)7e (cis-vaccenic) are the major FA

(Table 2). When 5131 grown in LP is cornpared to 5131 in LB, a higher

composition of cyclopropane FA (CFA) C17:0 cyclo (21.03 LP versus

17.02 LB) and a lower composition of its unsaturated FA (U FA) precursor

16:lw7c (2.12 versus 3.71) is observed. A lower composition ofCl$:lw7c

(4.31 versus 6.71) is also observed (Table 2). Although the Pho regulon is

derepressed in 5131 grown in L? and in K2 in LB, their FA composition

differs. Also, for K2, no statistically significani. differences with the FA

composition of wild-type strain grown in LB could be identified because

the standard deviations of the mean values are very important. Strikingly,

imporumt variations in FA composition oniy occur within 1(2 CFA and

their UFA precursors. The most important divergence between FA

composition of K2 and 5131 grown in LB is the relative amounts of UFA

C18:ho7c (8.94 for K2 versus 6.71 for 5131) and C16:ho7c (4.95 versus

3.71. respectively) (Table 2). However, the percentage ofCFA is similar in

K2 and in 5131 when both are grown in LB. NoticeabÏy, the FA profile of

complement CK2 is different to that of5131 in LB. Indeed. the CFA, C17:0

eycïo (14.56 for CK2 versus 17.02 for 5131) and C19:0 cyclo (5.44 versus

8.57) are lower than in 5131 and the relative amount of their respective

precursors C16:lw7c (8.11 versus 3.71) and C18:1o7c (13.75 versus 6.71)
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are higher than in 513 1 grown in LB (Table 2). This indicates that the

presence of the pst operon in multiple copies as it is canied by the medium

copy vector (pACYCI $4) in CK2 also influences the FA composition.

We showed that in LP medium. which induces the Pho reulon in

wild-type, there is an increased CFA biosynthesis concomitant with a

decrease in their UFA precursors. Conversely, when Pst was overproduced

by a medium copy plasmid in CK2, the percentage was decreased in CFA

and increased in UFA. Moreover, in pst mutants grown in LB, where Pho is

constitutively activated, unstable profiles of some UFA and CFA are

observed. This suggests that Pst influences the FA composition in

membranes, particularly UFA and CfA. Interestingly, four genes involved

in FA biosynthesis were found to posscss Pho boxes in their promoter

regions as determined by using a Pho box prediction weight matrix (2$);

that is, fabR, fribA. /zdB and /àdL FabA and FabB jointly produce a

primary key molecule (cis-5-ene-3-ketododecenoyl-ACP) that is essential

in subsequent steps leading to UFA biosynthesis (3, 5). fadL is an 0M

protein involved in transport of exogenous long chain FA (LCFA) (21, 22)

and is a major player in downstream FA genes transcriptional regulation

(9). Thus, in pst mutants, constitutive activation of PhoR/PhoB could be

implicated and participate in the UFA and CFA imbalance by directly

affecting FA key regulator and biosynthefic genes.
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Chang and Cronan (1999) have shown that the absence of the cfa

gene, converting UFA into CfA, rendered the bacteria more sensitive to

acid shock. It is possible that the unstable profiles of UFA and CFA

contribute to acid sensitivity of the K2 mutant. lndeed, a mutation in the pst

genes could also cause a different CfA pathway regulation due to its effect

on the alternative sigma factor RpoS (oS). Indeed, the cJu gene is

controlled, in part, by oS (4). The Pho regulon bas been shown to influence

oS cellular amounts by affecting the key regulatory molecule ppGpp (11,

17, 19, 20). Moreover, the pst operon has recently been shown to possess,

within its own transcript. a regulatory sequence that enhances ipoS

translation (1$). On the other hand, the different composition of CFA and

corresponding UFA in CK2 might contribute to its acid resistance.

Finally. since CFA and UFA are essential ftr membrane properties.

and changes in their composition affect structure and function of celi

surface components (1, 7), it is likely that a mutation in pst could cause the

observed increases of 0M permeability. This would contribute to the

susceptibility ofpst mutants to acid shock and to other antibacterial factors.
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TABLE 1: -Lactamase activities and nitrocefin permeation through the outer membrane of
the 5131 ExPEC strain and its isogenic pst mutant

f3-Lactamase activity

c n 1 (nrnol ofnitrocefin Crypticitybe u ar
bydolvze&mg ofcell dry’ (activity ofbroken So/SCphase of Stram Phenotype - .

rowth weight per mm) cells/activity of (calculated)g
Whole Sonicated whole celis)
celis broken celis

5131 wild-type 2.19 94.70 43.25 107.27
Exponential K2 pst::km1’ 2.02 96.80 48.03 138.33

CK2 K2+pAN92 2.67 112.20 41.97172.41
5131 wlld-type 0.029 3.05 104.39 54o)•4$

Stationaryd K2 Apst:.krn’ 0.0$ 3.90 48.13 195.98
CK2 K2+pAN92 — 0.04 4.55 110.15 396,09

aThe -Lactamase activities given are the means ofthree biological replicates.
bT}e crvpticity reflects the barrier function of the outer membrane. Ciypticity decreases as the
permeability increases.
Ci1e ratio ofthe calculated medium concentration (S0) to the periplasmic concentration of
nitrocelin (Se) gives an accurate measure ofthe outer membrane permeability. taking into
account the kinetics of hydrolysis ofnitrocefin in the periplasm. It can be caiculated from the
equation: S = (V. Km) / (Vmax - V1). where Vi is tbe rate ofhydrolysis in intact ccli.
Permeability increases as the ratio increases.
Usignificant differences were observed between 513 l/CK2 vs K2pst mutant strains. One-way
ANOVA followed by a multiple-comparison Tuckey test were performed.
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Table 2. Fatty acid profilesa of the mutant strains compared to the wild type 513f strain
obtained by gas chromatography in high (LB) or low phosphate (LP) media

513 1 5131 K2(t\pst::kait) CK2(K2+ pAN92)Fatty acids
LP LB LB LB

C12:OALDE 0.11 0.39+0.56 0.51+0.59 0.09

C12:0 3.64 + 0.01 3.41 + 0.20 3.16 + 0.07 3.26 + 0.05

C14:0 10.11 + 0.02 9.0$ ± 0.37 8.55 ± 0.76 7.65 + 0.23

C16:0 39.9$ + 0.05 42.49 + 0.99 39.83 + 1.47 37.8$ + 0.5$

C17:0 cycLo 21.03 + 0.32 17.02 ± 0.42 17.52 + 1.69 *1456+ 0.57

C1$:1 w7c 4.31 ±0.30 6.71+0.17 8.94±2.95 *1375+044

cis:o 0.36 0.51+0.08 0.47±0.09 0.66±0.46

C19:1 Iso 0.39±0.01 0.32+0.15 0.27+0.09 0.28+0.08

C19:0 CYCLO 9.09 + 0.09 8.57 + 0.55 8.31 + 2.50 *544 + 0.43
038e
C 14:0 30H/16:1 8.2$ + 0.09 7.50 + 0.46 7.32 + 0.27 7.66 ± 0.19
Isol”

C15:OIso 2.12+0.09 3.71+0.08 4.95+2.24 *8.11+0.27
20H/1 6:1 w7c”

apercentage of total cellular fatty acids. Each strain was analyzed on three occasions.

bRepresents structurally similar fatty acids that cannot be resolved by the methods used

*sjgpjficfy different than 5131 (LB) F <0.05. The mean values were calculated from at

least three replicates. A One-way ANOVA followed by a multiple comparison Tuckey test

were applied.
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Fig 1. Acid shock resistance experiment. Survival of wild-type strain 5131

and mutant derivatives exposed to LB medium (pH 3) for various periods

of time. •, strain 5131 (wild-type); Â, strain 1<2 (ApstCAB::kan); •,

strain CK2 (1(2 [pAN92]). In vitro acid shock tests were carried otit on

early stationary phase cultures without habituation at 37°C. The mean

values were calculated from at least tbree replicates. A One-way ANOVA

followed by a multiple comparison Tuckey test were applied.
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Le régulon Pho permet à plusieurs types de bactéries de s’adapter

rapidement et de survivre dans des conditions où le phosphate environnemental

est rare. Comme vu précédemment, le système Pst est un régulateur du TCS

PhoRlPhoB. Aussi, une mutation dans Pst cause l’activation ou la répression

continue de la transcription des gènes appartenant au régulon Pho. Des études

antérieures effectuées au GREMIP ont démontré qu’une mutation dans Pst,

chez une souche ExPEC porcine, engendre des effets multiples qui mènent à

l’avirulence de celle-ci. Notre équipe s’intéresse aux bases moléculaires qui

pourraient expliquer ces phénomènes. Les données colligées dans ces études

nous ont pennis d’établir l’hypothèse qu’une des conséquences d’une mutation

dans le système Pst est l’induction de changements au niveau de la composition

des structures de la surface bactérienne. Ces structures seraient associées à

certains traits de virulence. Ainsi, le présent projet visait à identifier des

composantes de la surface bactérienne affectées par une mutation dans Pst.

Parmi les effets recensés, nous voulions déterminer lesquels peuvent être

associés à la virulence bactérienne. De plus, nous voulions vérifier si les

souches ExPEC 01 15 et 078, d’origines porcine et aviaire respectivement, sont

affectées de façon similaire par une mutation dans Pst. De façon générale, les

résultats obtenus dans la présente étude nous ont permis d’établir que

l’activation du régulon Pho a un effet global sur les ExPEC leur permettant non

seulement de s’adapter et de survivre dans un environnement pauvre en

phosphate, mais aussi de répondre adéquatement à différents stress et

d’exprimer des caractéristiques associées à la virulence.
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1. L’état d’activation continue du TCS PhoRIPhoB chez les
mutants pst

Chez les mutants pst. le TCS PhoR/PhoB est activé de façon continue et

ce, indépendamment de la teneur en phosphate du milieu environnant. En effet,

les analyses par RT-PCR (f igure 1; article 1, page 105) confirment la

surexpression du régulon Pho chez les mutants pst (130). Ce mouvement au

niveau génique se traduit au niveau du pliénotype cellulaire tel que démontré

par les dosages de la phosphatase alcaline PhoA. En effet, en milieu riche en

phosphate (LB), l’activité de PhoA est très élevée chez les mutants psi

comparativement aux souches sauvages et aux mutants pst complémentés

(Section résultats, article 1. page 84 et données non publiées). Dans la présente

étude, il a été démontré qu’une mutation dans I’opéron pst atténue fortement la

virulence des souches ExPEC 5131 et x7122 et affecte certains de leurs

attributs. Puisque différents systèmes peuvent permettre l’acquisition du

phosphate dans les conditions étudiées, il est vraisemblable que Factivité

continue du TCS PhoR’PhoB soit le déterminant majeur des phénotypes

observés chez les mutants pst. Certains des résultats obtenus au cours de cette

étude ainsi que d’autres études appuient cette affirmation.

2. Modèles d’infections expérimentales

2.1 Les mutants pst isogéniques des souches ExPEC 5131 et x7l22 sont
fortement atténués pour la virulence dans des modèles
expérimentaux d’infection porcine et aviaire
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Des études antérieures ont démontré que, dans un modèle expérimental

d’infection porcine, un mutant pst isogénique de la souche ExPEC 5131 est

rapidement éliminé du système vasculaire et est incapable de coloniser les

organes extra-intestinaux (49). Dans l’article 1, il est démontré qu’une mutation

dans pst chez la souche APEC x7122 réduit sa capacité à causer des

colibacilloses chez la volaille (Table 2; article 1. page 104). Cc mutant cause

significativement moins de lésions et est moins apte à se multiplier et à persister

dans un modèle expérimental d’infection chez le poulet. Cependant,

contrairement au mutant pst porcin, le mutant psi aviaire est retrouvé dans la

circulation systémique après 48 heures (figure 2; article 1, page 106). Ce

mutant survit donc aux étapes précoces de l’infection dans ce modèle

d’infection tout en étant grandement atténué pour la virulence. Ainsi, les

cinétiques d’infection des mutants pst porcin et aviaire sont différentes. Ceci

pourrait être dû à des différences structurales et physiologiques entre ces deux

mutants. Comme il sera expliqué dans la section 3, il est aussi vraisemblable

que ces observations soient causées en partie par des différences entre les

systèmes de défense du porc et de la volaille.

2.2 Autres études associant Pst à la virulence de pahtogènes extra
intestinaux

Plusieurs autres études établissent des corrélations entre la virulence et

le système Pst. Cela accentue l’importance de ce système dans la virulence, non

seulement des souches ExPEC à l’étude, mais aussi d’autres souches d’E. cou

et autres espèces bactériennes. Un mutant phoU de la souche d’E. cou
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uropathogène (UPEC) CfT073 perd sa capacité à coloniser le tractus urinaire

de façon compétitive dans un modèle murin d’infection (UTI: «urinary tract

infection ») (32). Un mutant pst de Prote us mirubiÏis perd aussi son plein

pouvoir de virulence dans un modèle d’UTI (36). De façon similaire, un mutant

pst d’une souche pathogène dEdwardsiella tarda, un pathogène de poissons et

de mammifères, est caractérisé par une capacité réduite à se multiplier dans les

phagocytes et dans le sérum. Ce mutant pst est fortement atténué pour la

virulence (234). Des études de protéomique comparative ont révélé que

certaines protéines du système de sécrétion de type III (T3SS) ainsi que

d’autres protéines impliquées dans la virulence sont absentes chez le mutant pst

d’E. tarda (198).

2.3 Autres études associant Pst à la virulence de pathogènes intestinaux

De plus, le système Pst influence des mécanismes de virulence qui ne se

limitent pas aux infections extra-intestinales. Par exemple, un mutant pst d’une

souche pathogène intestinale d’E. cou (EPEC) produit significativement moins

de lésions attachantes et effaçantes dans un modèle iléal d’infection ex vivo

(17). Chez ShigeÏla flexneri, une mutation dans pst réduit, de façon Pho

dépendante, la capacité de ce pathogène à former des plaques sur des

monocouches de cellules de Henle, une caractéristique associée à la virulence

de S. flexneri (214). De façon similaire à ce qui est observé chez f. tarda,

l’expression de certains gènes d’un T3SS est influencée par PhoR!PhoB chez

Saïrnonella enterica Serovar Typhimurium (19, 143).



170

2.4 Autres études qui démontrent l’importance du TCS PhoRJPhoB
pour la virulence bactérienne

L’influence du système Pst sur la virulence doit certainement s’effectuer

par le biais de l’activation continue du TCS PhoRIPhoB, puisque l’inactivation

de ce dernier a des effets notables sur la virulence bactérienne. Par ailleurs,

plusieurs gènes pouvant être associés à la virulence sont surexprirnés chez la

souche sauvage de Vibrio choterae 01 par rapport à ce qui est observé chez son

mutant isogénique phoB (124, 265. 266). De plus, ce mutant est caractérisé par

une capacité diminuée à coloniser t’iléon de lapin lors d’une infection

compétitive avec la souche sauvage. Les résultats de l’équipe de von Kruger

(1999) sont surprenants puisque la concentration en phosphate dans l’intestin

est élevée (265). Le régulon Pho devrait donc être réprimé dans ces conditions.

Cette observation suggère qu’un stimulus, autre que te phosphate. rencontré

dans le petit intestin pourrait agir comme inducteur du TCS PhoR/PhoB. En

utilisant différentes techniques permettant d’identifier les gènes dont

l’expression est nécessaire à l’infection, plusieurs études ont montré que

certains des gènes appartenant au régulon Pho sont nécessaires à l’expression

du plein pouvoir pathogène (Table 1; article 4, annexes, page xxxviii).

3. La surface bactérienne et le régulon Pho

3.1 Tests dc résistance au sérum et aux peptides cationiques
antimicrobiens (CAMP)

3.1.1 Les mutants pst sont sensibles à l’effet bactéricide dtt sérum
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De façon générale, chez les APEC. seulement les souches résistantes au

sérum sont capables d’envahir et de survivre dans le sang dès les premières

étapes de l’infection (30, 156). Cette caractéristique rend ces souches aptes à

causer la septicémie et la mort chez la volaille (129). Nous avons montré que le

mutant pst aviaire (K3) est capable de résister à l’effet bactéricide du sérum de

poulet (Figure 3B; article 1, page 107) et est effectivement retrouvé dans le

sang des poulets après 48 heures (Figure 2: article 1, page 106). Cependant, K3

n’est pas résistant au sérum de lapin (Figure 3A; article 1, page 107). 11 est

possible que des différences entre le sérum de poulet et de lapin soient

responsables de ce phénomène. Puisque les composantes bactéricides du sérum

de poulet sont peu connues, il est difficile d’expliquer ce phénomène (125,

131). En connaissant les mécanismes bactériolytiques du sérum poulet, il

pourrait être possible d’identifier une ou des composantes de la surface

bactérienne importantes pour la survie du mutant K3 dans cet environnement.

Le mutant pst porcin (K2) est aussi sensible au sérum de lapin (données non

publiées). Malgré le fait que ce mutant n’ait pas été testé in vitro pour la

résistance au sérum de poulet et de porc, le mutant pstC::TnphoA de la souche

5131 est rapidement éliminé de la circulation systémique dans des modèles

d’infection utilisant le poulet ou le porc (166). Par conséquent, K2 est

vraisemblablement non résistant au sérum de poulet et de porc. Cela explique

les différences entre le comportement des mutants pst dans leur modèle

expérimental d’infection respectif, soit le résultat de différences entre le

système de défense inné du porc et celui du poulet. La résistance au sérum de
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poulet observée chez le nuitant K3 pourrait résulter de structures de la surface

bactérienne qui ne seraient pas affectées par la mutation dans pst.

3.1.2 Les mutants pst sont sensibles aux peptides cationiques
antimicrobiens (CAMP) po!ytn)’xine B (PMB) et cécropine Pi
(‘cPi)

Nous avons montré qu’une mutation dans pst cause une augmentation

de la sensibilité des souches ExPEC 5131 et x7122 la PMB et à la CPI

lorsque ces souches croissent dans un milieu riche en phosphate comme le LB

(Figure 2A et C; article 2, page 143). L’une des premières étapes du mécanisme

moléculaire d’action de la PMB est sa liaison au lipide A. Certaines cécropines

lient aussi le lipide A (52). De plus, seulement un sixième des LPS sont liés par

ces CAMP à concentration saturante, suggérant que des structures spécifiques

sont ciblées par ces molécules antirnicrobiennes (155).

3.1.3 La comptémentation des nzutants pst

La complémentation des mutants pst rétablit les phénotypes sauvages de

résistance au sérum (f igure 3; article 1, page 107) et aux CAMP (Figure 2;

article 2, page 143). Les phénotypes de sensibilité observés chez les mutants pst

sont donc causés par l’inactivation dc pst et non par des effets polaires sur des

gènes situés en aval de l’opéron pst.

3.2 Quels facteurs peuvent expliquer ces phénotypes de sensibilité?
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Ces attributs de virulence, affectés chez les mutants pst. pouffaient être

associés à des changements à la surface bactérienne. En effet, les propriétés des

différentes structures de la surface bactérienne comme la CPS, les LPS (285),

les phospholipides et les OMP, contribuent à la résistance bactérienne envers

les molécules du complément et des facteurs de la réponse immunitaire innée.

3.2.1 Modfications Pho-dépendantes de structures de ta surface
bactérienne

Puisque le TCS PhoRIPhoB est activé de façon continue chez les

mutants psi. la première question que nous nous sommes posée est: existe-t-il

des précédents en ce qui concerne la modulation des structures de la surface

bactérienne en réponse à un environnement pauvre en phosphate? En effet, les

bactéries peuvent modifier la composition des structures de la surface

bactérienne afin d’économiser le phosphate cellulaire. Par exemple, en

condition de carence en phosphate, Bacittus stiblilis induit la synthèse d’acide

teichuronique. qui ne contient pas de phosphate, pour remplacer l’acide

teichoïque, riche en phosphate, normalement retrouvée au sein de sa paroi

cellulaire. Les gènes de biosynthèse des acides teichoïque et teichuronique sont

sous le contrôle du TCS PhoRJPhoP chez B. subtilis (140, 141, 183). Ce TCS

est homologue au TCS PhoR’PhoB d’E.coÏi. Par ailleurs, chez des mutants du

système de transport spécifique du phosphate chez S. meliloti, des lipides ne

contenant pas de phosphate remplacent les phospholipides (78). Le régulon Pho

est aussi activé de façon continue chez ces mutants. Une mutation dans phoB

rétablit le phénotype sauvage indiquant que le régulon Pho est impliqué dans le
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contrôle de gênes de la biosynthèse des lipides (12, 299. 300). Finalement, en

situation de carence environnementale en phosphate, PhoB induit la synthèse

d’exopolysaccharides importants pour l’invasion des nodules racinaires (15$,

212). Ces études appuient l’hypothèse que des structures de la surface cellulaire

peuvent être modifiées chez les mutants pst K2 et K3. Ces changements

pourraient contribuer à la sensibilité au sérum et aux CAMP observée chez ces

mutants. Nous avons donc entrepris de caractériser différentes structures de la

surface bactérienne.

3.3 Analyse des LPS et CPS

3.3.1 Les analyses SDS/Tricine-PAGE et Western blot n ‘ont pas
révélé de dfférences dans les profils LPS des souches

Les LPS composent une barrière de premier plan contre les attaques de

l’environnement, incluant celles subies à l’intérieur de l’hôte. En effet, les LPS

peuvent interférer dans la progression de molécules antibactériennes, comme le

MAC et les CAMP, vers la ME. Ainsi, le patron d’expression des LPS ainsi que

certaines propriétés immunochimiques furent tout d’abord analysés chez les

souches ExPEC 5131 et x7122 et leurs mutants dérivés. Nous n’avons observé

aucune différence par SDS-PAGE et Western blot entre les profils LPS des

souches parentales 5131 et x7122. leurs mutants isogéniques et les souches

mutantes complémentées (figure 4A, B et C; article 2, page 145). Cependant,

étant donné la nature de ces analyses, il n’est pas exclu que des modifications

moléculaires, non détectables par ces techniques. puissent se produire au sein

des LPS chez les mutants pst.
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3.3.2 Le matériel capsttlaire des souches ExPEC 5131 et f7122

Les souches 513 1 et x7122 possèdent des capsules atypiques similaires

à l’antigène O (c< 0-like ») (Voir section 5.4. p.65). Tout comme pour les LPS,

la chaîne saccharidique de cet antigène capsulaire est ancrée à la ME de la

cellule bactérienne par une molécule de lipide A. Les capsules de type «

like» peuvent masquer certains déterminants antigéniques des LPS et

provoquent un encombrement stérique à la surface de la cellule. Ces capsules

de faible charge négative contribuent également à la résistance aux molécules

bactéricides, comme les CAMP, de par leur propriété électrostatique.

La quantité relative de CPS fut déterminée indirectement par le biais de

dosages des sucres totaux (60). Nous n’avons pas observé de différence dans la

quantité de sucres totaux présents chez les souches ExPEC x7122 et 5131 et

chez leur mutant pst isogénique (données non publiées). Puisque nous n’avons

pas noté de différence majeure dans la quantité relative de LPS présents chez

ces deux souches, les résultats du dosage des sucres totaux suggèrent qu’il n’y a

pas de différence au niveau de la quantité des sucres capsulaires. Ces résultats

ne sont pas en accord avec ceux faisant partie de l’étude effectuée par Ngeleka

et al. (1992) dans laquelle il est montré par ELISA compétitif qu’un mutant pst

dc la souche ExPEC 5131 possède moins d’antigènes capsulaires K «V165 »

(166).
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3.3.3 Les groupements à charge négative situés dans te noyau des
LPS sont importants pour ta stabilité et l’intégrité
membranaire

Le statut de phosphorylation des LPS, particulièrement celui du noyau

des LPS, est un déterminant pour la stabilité de la ME. Différents cations

divalents. principalement le Mg2 et le Ca21, lient les charges négatives des LPS

et créent des pontages croisés entre ces super structures. Ainsi, les cations

divalents sont des facteurs de cohésion de première importance pour les

différentes structures de la surface cellulaire. Ceux-ci participent à leflicacité

de la ME comme barrière contre les protons, les détergents, les molécules

bactéricides du complément, les CAMP, les antibiotiques, etc. De plus, les

cations divalents bloquent les sites de liaison de différentes molécules

antibactériennes, forçant ainsi leur déplacement compétitif de la surface

bactérienne. La sensibilité accrue des mutants pst à l’effet bactéricide du sérum

(Figure 3A; article 1, page 107) et aux CAMP (Figure 2; article 2, page 143)

suggèrent que la mutation dans pst entraîne vraisemblablement des

modifications de certaines structures de la surface bactérienne. Puisque les

CAMP entrent en compétition avec les cations divalents pour lier les

groupements phosphoryles, il est raisonnable de croire que l’abaissement du

nombre de pontages croisés participe aussi aux phénotypes de sensibilité de par

leur importance pour l’intégrité de la ME.

3.3.4 Analyses du lipide A en milieu riche en pliosphate

La polymyxine est un CAMP pour lequel les mécanismes de résistance

bactériens dépendent fortement des modifications covalentes de la structure du



177

lipide A (27). L’analyse TLC du lipide A radiornarqué révèle qu’il y a une

diminution de la quantité de lipide A hexa-acyle-1-pyrophosphate d’environ

66% chez les mutants pst (Figure 5B et C; article 2, page 146). Puisque cette

diminution varie simultanément avec l’augmentation de la sensibilité des

souches à la polymyxine (f igure 2A et C; article 2, page 143), nous proposons

que le pyrophosphate du lipide A, tout comme les groupements phosphoryles

du noyau des LPS, soit un facteur important pour le maintien de l’intégrité et de

la cohésion de ta ME. Ainsi, la diminution du nombre de pontages croisés

résultant de la perte du pyrophosphate du lipide A participerait à la

déstabiLisation membranaire observée chez les mutants pst. La diminution de la

charge négative à la surface cellulaire, causée par l’abaissement de la quantité

de lipide A 1-pyrophosphate. résulte en la perte de cations divalents. Une

mauvaise cohésion entre les molécules de lipide A est aussi susceptible de

changer la dynamique des LPS et de l’antigène capsulaire de type « O-likex

dans le milieu extracellulaire.

De façon similaire, chez & Typhimurium, l’addition d’un groupement

phosphoryle sur le premier résidu heptose du noyau interne du LPS par WaaP

est essentielle pour la résistance à la polymyxine et aux molécules

antimicrobiennes hydrophobes (295, 297). En support à l’importance des

groupements phosphoryles pour la cohésion de la ME, les auteurs de cette étude

ont suggéré que la diminution de la charge négative dans un mutant waaP ne

compense pas pour les perturbations engendrées par la perte de cations

divalents de la surface cellulaire.
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3.3.5 Ana4’ses du lipide A et de la résistance à la polymyxine en
milieu àfaible teneur en phosphate

L’état d’activation continue du TCS PhoR/PhoB caractérise les mutants

pst e mime l’état d’activation de ce TCS chez des souches sauvages en

conditions de carence en phosphate. A1n d’évaluer le rôle de Pho dans le

phénotype de lipide A 1-pyrophosphate et de sensibilité à la PMB, nous avons

décidé d’évaluer la résistance à la polyrnyxine et les profits du lipide A

radiomarqué par TLC en utilisant un milieu de faible concentration en

phosphate (LP) pour la croissance des souches.

3.3.6 L ‘état d’activation du TC’S PhoR/PhoB iitfluence ta
biosynthèse du lipide A 1-pvrophosphate et la résistance à la
polymyxine

En LP, les souches ExPEC 5131 et X7i22 les mutants pst et les mutants

complémentés sont sensibles de façon équivalente à l’effet bactéricide de la

polymyxine (Figure 2B; article 2, page 143). Ces souches présentent une

quantité similaire de lipide A hexa-acyle-l-pyrophosphate (Figure 5D; article 2,

page 146). De plus, ces phénotypes correspondent à ceux des mutants pst ayant

crû en milieu riche en phosphate (Figure 53 et C article 2, page 146). Ces

résultats suggèrent fortement que l’état d’activation de PhoR[PhoB influence la

résistance à la polymyxine via un processus de modulation de l’état de

phosphorylation du lipide A.
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3.3.7 Les modjfïcatious covatentes du lipide A chez ta souche K3

Chez E. cou, les modifications covalentes du lipide A sont observées

dans certaines conditions particulières et chez certaines souches. Par exemple,

certains variants du lipide A sont présents chez des mutants résistants à la

polymyxine ainsi que chez E. cou KI 2 traitée avec un inhibiteur non spécifique

de phosphatases, soit le métavanadate (NH4VO3) (173, 304, 305). Des

substitutions peuvent aussi survenir chez les souches entérohémorragique d’E.

cou (EHEC) comme par exemple l’ajout d’une molécule de pEtN observée

chez la souche 0157 :1-17 (121). En milieu LP, nous avons observé des variants

du lipide A chez les souches APEC, mais pas chez les souches ExPEC

d’origine porcine (Figure 5D; article 2, page 146). Ces variants sont

prédominants chez la souche pst mutante K3. En comparant les profils TLC

obtenus avec celui de la souche d’E. cou K12 traitée au N1-L4V03, il a été

observé que certaines des bandes pourraient correspondre entre les deux

expériences. En effet, chez le mutant K3 en milieu LP, les analyses

spectrométriques ont permis d’identifier une molécule de lipide A hexa-acyle

bis-phosphate portant deux substitutions pEtN (figure 6; article 2, page 147).

Cette molécule correspond au variant EV5 identifié par l’équipe de Zhou et ses

collaborateurs (1999) (304). Elle possède un miz de 2043 en MALDI-TOF

(304). Les variants du lipide A réduisent la charge nette négative à la surface

cellulaire, ce qui devrait normalement contribuer à la résistance aux CAMP.

Cependant, comme expliqué dans les sections précédentes, il est vraisemblable

que les perturbations membranaires se produisant chez les mutants pt

masquent complètement le rôle biologique de ces molécules. Ces perturbations
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surpasseraient aussi la diminution de l’effet d’attraction entre la surface

cellulaire et les CAMP. Aussi, l’ajout de groupements pEtN sur le lipide A fut

démontrée comme ayant un rôle mineur à jouer dans la résistance à la

polymyxine (134, 244).

3.4 Le régulon Pho et le stress acide

3.4.1 Les mutaitts pst sont sensibles au choc acide

La résistance à l’acidité est un facteur clé de la pathogénie bactérienne.

Durant leur cycle de vie, les pathogènes bactériens doivent faire face à des

stress causés par l’acidité. Les pathogènes entériques doivent survivre à

l’acidité stomacale, alors que les pathogènes invasifs doivent aussi survivre à

l’acidité des microenvironnernents endosomaux. La persistance des souches

ExPEC dans les lieux d’élevage est corrélée avec la capacité de ces souches à

résister à un environnement acide (129, 204. 306). Dans l’estomac, les bactéries

doivent survivre au moins deux heures à pH 3. Cette donnée est basée sur le

temps de vidange de l’estomac chez un humain à jeûn (85). La mutation dans

pst réduit grandement la capacité des souches 5131 et x7122 à survivre à un

choc acide similaire à celui rencontré dans l’estomac (Figure 1; article 3. page

164 et Figure 6; article 1, page 110). En effet, un choc acide à pH 3 sur les

mutants pst cause rapidement leur mort. Les taux de survie sont inférieurs d’au

moins I ,5 log comparativement aux souches parentales après 2 heures. La

complémentation du mutant pst ne rétablit pas le phénotype de résistance à

l’acidité de la souche APEC x7122• Ceci pourrait être la conséquence d’un
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c, dosage inapproprié des gènes pst portés par ce plasmide (nombre de copie

moyen).

3.4.2 Comrnettt Pst peut influencer ta résistance à l’acidité

3.4.2.1 Régulation de gènes de résistance à l’acidité

Il a été proposé que le TCS PhoRIPhoB réponde aussi à l’acidité externe

et contrôle l’expression de gènes importants pour la résistance à l’acidité. Par

exemple. le gène asr est impliqué dans la résistance à l’acidité et est soumis au

contrôle transcriptionnelle de PhoRJPhoB (221, 222. 242, 253). Asr pourrait

agir de façon similaire à HdeA comme puit à proton ou comme protéine

chaperonne protégeant différentes protéines périplasmiques des effets délétères

d’un pH acide et en empêchant l’agglomération des protéines dénaturées (75.

221). Ainsi, il est plausible que l’état d’activation continue de Pho,

caractéristique des mutants pst, contribue à la sensibilité aux stress acides des

souches ExPEC en affectant la régulation de ce type de gènes qui sont

impliqués dans les mécanismes de résistance à l’acidité. De façon similaire à ce

qui a été observé chez les mutants pst des souches ExPEC, une mutation dans

phoU augmente la sensibilité d’une souche d’E. cou K-12 à des stress causés

par la présence d’acides faibles (pH 4 en LB) (135). De plus, chez certaines

bactéries, l’expression de l’opéron pst est augmentée lorsque les cellules

subissent l’alcalinisation du milieu et ce, indépendamment de la concentration

extra-cellulaire en phosphate (6, 70, 10$). Puisque le système Pst est un

régulateur du TCS PhoR]PhoB, l’activation du régulon Pho pourrait donc êtreo
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important pour une réponse à un stress acide. Le TCS PhoRIPhoB pourrait faire

partie d’un circuit plus vaste impliqué dans la réponse aux stress acides.

3.42.2 Rôle de la porine PhoE dans te phénoivpe de sensibilité au
choc acide chez les mutants pst

La surface externe de la structure trimérique de PhoE possède des

domaines hydrophobes qui peuvent permettre l’association de cette porine avec

les groupements de tête des phospholipides et avec les LPS, ce qui favorise la

stabilité de la ME (272). Cependant, la porine PhoE est aussi susceptible de

contribuer à la sensibilité des mutants Pst au choc acide en favorisant Fentrée

des protons dans la cellule. En effet, selon Rowbury et Goodson (1993), il est

possible que les H se lient aux molécules polyanioniques transportées par

PhoE (210). Étant doîmé les effets pléïotropiques observés chez les mutants pst

qui sont en relation avec des attributs de la surface bactérienne, PhoE peut ne

contribuer que partiellement à la sensibilité des mutants pst au choc acide. Dans

cette situation, les défauts multiples observés chez les mutants pst

surpasseraient l’effet seul de la présence de PhoE et contribueraient dans leur

ensemble à la sensibilité à l’acidité. Des expériences sont actuellement

effectuées pour confirmer cette hypothèse.

3.5 Membrane et perméabilité

3.5.1 Évatuatio,, de ta perméabilité membranaire

La perméabilité de la ME est un facteur déterminant dans la capacité de

diffusion des protons vers l’intérieur de la cellule. Il était donc primordial



I ()
I Ô]

d’évaluer la perméabilité membranaire chez les mutants pst puisqu’elle pouvait

participer à l’effet global de sensibilité chez ces mutants. Afin d’évaluer cette

possibilité, la perméabilité membranaire de cellules intactes fut jaugée par

l’entremise de la diffusion d’une petite molécule hydrophule. la nitrocéfine. à

travers la ME. La nitrocéfine est un substrat chromogène de la 3-lactamase. Il

est donc possible de quantifier sa dégradation par spectrométrie et d’établir le

corollaire avec la perméabilité membranaire. Pour cette expérience, les souches

5131, 1(2 et CK2, -lactamase positives, dc même que des cellules en phase

exponentielle de croissance ou en début de phase stationnaire de croissance

furent utilisées.

3.5. Li Le mutant psi K2 u une perméabilité membranuire accrue en
début de phase stationnaire de croissance

Pour les cellules en début de phase stationnaire de croissance, la

perméabilité de la ME est grandement augmentée chez le mutant K2

comparativement à la souche ExPEC 5131 et à la souche mutante

complémentée CK2 (Table 1; article 3. page 162). Cependant. pour les cellules

en phase exponentielle de croissance, aucune différence de perméabilité entre

les souches ne fut observée. Ainsi, la sensibilité des mutants pst aux CAMP et

au sérum, qui fut évaluée en utilisant des cellules en phase exponentielle de

croissance, pourrait résulter en grande partie de changements au niveau de la

composition structurale des LPS. Autrement dit, il n’y a pas d’effets

synergiques entre la perte du groupement pyrophosphate du lipide A et des

changements de perméabilité membranaire pour des cellules en phase
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exponentielle de croissance. Cependant. tel que stipulé précédemment,

l’augmentation de la perméabilité de la ME chez le mutant K2 participe

vraisemblablement à la sensibilisation au choc acide. En effet, des cellules

ayant atteint le début de la phase stationnaire de croissance furent utilisées pour

les tests de résistance à lacidité. alors que la perméabilité membranaire est

fortement augmentée chez K2.

3.5.2 Les lipides inembranaires

3.5.2. 1 Le système Pst influence ici composition en acides gras
membranaires

Les phospholipides sont des constituants majeurs des membranes

cellulaires. Les acides gras (FA) sont les composantes hydrophobes des

phospholipides et déterminent, en partie, la perméabilité membranaire. De plus,

chez E. cou, la présence de CFA favorise la résistance à l’acidité (28, 40).

Ainsi, la composition en FA membranaires fut analysée par chromatographie

gazeuse (GC) chez les souches 5131, K2 et CK2 en début de phase stationnaire

de croissance.

Globalement, la présence d’écart-types importants pour certains FA

chez K2, soit les FA cyclopropane (CFA) et les UFA précurseurs, indiquent

qu’un dérèglement de la biosynthèse des lipides pourrait résulter en une

variation clonale des phénotypes de FA chez cette souche. Aussi, la présence de

pst sur un plasmide à nombre de copies moyen, chez le mutant pst
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complémenté CK2, modifie significativement la composition de certains FA.

Encore une fois, les CFA et les UFA sont les plus touchés.

3.5.2.2 Pst influence les (‘FA

Les analyses GC ont démontré que le système Pst influence la

composition membranaire en FA incluant tes CFA (Table 2; articLe 3, page

163). Chez la souche ExPEC 5131, la croissance en milieu LP, induisant Pho,

provoque la biosynthèse de CFA. La diminution concomitante des UFA

précurseurs est aussi observée dans ces conditions. Puisque le TCS PhoR1PhoB

est activé de façon continue chez les mutants pst, peu importent les

concentrations extracellulaires en phosphate, il serait attendu que ces variations

au sein des CFA et des UFA soient aussi observées chez les mutants pst ayant

crû en milieu riche en phosphate (LB). Toutefois, chez le mutant K2, aucun

changement dans le contenu en CFA ne hit observé, alors qu’une légère

augmentation du contenu de leurs UFA précurseurs fut notée. Pour sa part, le

mutantpst complémenté CK2 est caractérisé par l’augmentation significative de

la production des UFA précurseurs et une diminution du contenu en CFA

(Table 2; article 3, page 163).

3.5.3 Intégration sur ta section 3.5

Jia et ses collaborateurs (2004) ont démontré, en utilisant un chélateur

de cations (EDTA), que la perte du Mg2 et du Ca2 à la surface bactérienne

entraîne l’apparition de phospholipides dans le feuillet externe de la ME (112).

Ce phénomène contribuerait à la sensibilité des mutants pst aux molécules
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hydrophobes (295). Chez les mutants pst, tout comme il est observé chez les

mutants phosphate du noyau interne des LPS, il est vraisemblable qu’il y ait

apparition de domaines riches en phospholipides dans la ME.

Par ailleurs, en début de phase stationnaire de croissance, le mutant pst

K2 est sensible au choc acide simultanément à des dérèglements dans la

biogénèse et au niveau de la stabilité phénotypique des FA (Figure 1 et Table 2;

article 3, pages 164 et 163). Ceci pourrait être indicateur d’un dérèglement du

régulon RpoS (142). En effet, le gène cfa est régulé en partie par RpoS (40).

Comme il sera décrit dans les prochaines sections, RpoS est influencée par

l’état «activation du TCS PhoR/PhoB par le biais de différentes voies de

régulation et est par conséquent affectée chez les mutants pst. Il est donc

possible que les mutants pst puissent souffrir d’une réponse RpoS illégitime

durant la phase stationnaire de croissance. Ceci pourrait affecter la composition

membranaire en FA et contribuer à la sensibilité des mutants psi au choc acide.

3.5.3.] Lu réponse stringente

En plus de son rôle dans la régulation des CfA, RpoS est impliquée

dans la régulation de plusieurs protéines du stress comme celles impliquées

dans l’entrée en phase stationnaire en situation de carence, dans les stress

oxidatifs, acides, de chaleurs, etc (126, 185, 225). RpoS est aussi induite en

phase stationnaire de croissance et impliquée dans l’induction de gènes de

réponse aux carences en nutriments (142). Ainsi, RpoS est un facteur de

première importance pour la réponse cellulaire aux stress. Une étude récente a
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démontré que l’état d’activation du régulon Pho influence directement la

quantité de RpoS dans la cellule. En effet, l’extrémité 3 de l’ARNm pstC’A

(transcnt pst clivé) interagit avec la région 5’ UTR (< Untranslated sequence »)

du transcrit ipoS et stimule l’accumulation de RpoS (219). RpoS a aussi une

influence directe sur l’expression des gènes du régulon Pho (245). En effet, le

régulateur RpoS réprime la transcription de plusieurs gènes du régulon Pho

(ugpB, phoA et phof) alors qu’il promeut celle de I’opéron pst (245, 246).

L’état d’activation du régulon Pho influence aussi RpoS. indirectement via des

effets modulateurs de la quantité des molécules de stress guanosine

tétraphosphate (ppGpp) et polyP1.

Chez E. cou, la ppGpp est une molécule clé responsable d’induire des

changements majeurs dans le métabolisme global de la cellule en situation de

stress nutritionnels (41, 147. 180). La ppGpp est un nucléotide impliqué dans la

régulation de la réponse cellulaire aux carences en acides aminés, en P (126) et

dans la réponse à des stress acides (194). En condition de carence, les enzymes

RetA et SpoT catalysent la synthèse de pppGpp, hydrolysée par la suite en

ppGpp par GppA. L’accumulation de ce nucléotide initie l’arrêt de l’expression

des ARN ribosomaux et des gènes codant pour des protéines tout en favorisant

l’expression de gènes de biosynthèse d’acides aminés. C’est la réponse

stringente en acides aminés. Le nucléotide ppGpp induit l’accumulation du

facteur sigma alternatif RpoS (102). Le régulon Pho est réprimé chez les

mutants relA et spoT d’E. cou. De plus, une mutation dans pst réprime la

synthèse du ppGpp (231, 233). Paradoxalement, les mutants pst accumulent
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aussi RpoS en phase exponentielle de croissance. Ce phénomène est dépendant

de Hfq, un régulateur de post-transcription qui interagit avec différents ARNm,

et de la présence de PhoB (213). Par ailleurs, Battesti et Bouveret (2006) ont

montré que la synthèse de ppGpp peut être induite par une interaction entre

ACP ( acyl carrier protein ») et SpoT (1 8). ACP transporterait de l’information

à propos de l’état du métabolisme des FA dans la cellule (1$). Il est donc

possible que, chez les mutants pst, des perturbations de la biosynthêse des FA

affectent la réponse stringente via un effet sur ACP.

Le polyP est aussi une molécule synthétisée lorsque des stress

enviroimementaux surviennent comme par exemple en situation de carence en

nutriments ou en condition de grande osmolarité. Les cellules ayant des

dérèglements au sein de leur réserve de polyP sont caractérisées par une

réponse inadéquate aux conditions environnementales néfastes (29). Chez

certaines espèces microbiennes comme Kiebsielta aerogenes et Streptomyces

lividans, la polyP kinase (Ppk), impliquée dans la biosynthèse du polyP1, est

sous le contrôle du TCS PhoR/PhoB (79, 118). De façon similaire, PhoB est

requise pour la régulation de l’accumulation du polyP1 chez E. cou (164, 196).

Les mutants ppk sont aussi incapables d’exprimer RpoS.

Ainsi, le régulon Pho influence la biosynthèse du ppGpp, du polyP et de

RpoS, tous impliqués dans la réponse aux stress. Ainsi, les variations de

quantités de ces molécules effectrices survenants chez les mutants phoR/phoB
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et pst pourraient engendrer une réponse aberrante à différents stress

environnementaux.

3.6 Les mutants pst sont sensibles à la vancomycine

La vancomycine est une glycoprotéine antibiotique qui interfère avec la

biosynthêse du peptidoglycan en bloquant la formation des liaisons D-ala de la

chafne peptidique en croissance. Ainsi, les bactéries à Gram-négatif sont

naturellement résistantes à cet antibiotique puisque la surFace cellulaire bloque

son accès à l’espace périplasmique. Cependant, puisque la ME des mutants pst

est altérée de façon impoiÏante, il était vraisemblable que les molécules de

vancomycine atteindraient l’espace périplasmique plus facilement que chez une

souche ayant une ME intègre. Les résultats ont démontré que les mutants pst

sont effectivement plus sensibles à l’effet bactéricide de la vancomycine

comparativement aux souches parentales ExPEC (Figure 3; article 2, page 144).

Ces résultats renforcent notre hypothèse initiale stipulant que les perturbations

de la surface cellulaire caractérisant les mutants pst contribuent à ce que les

molécules bactéricides de l’environnent atteignent facilement l’intérieur de la

cellule bactérienne.

3.7 Étude de transcriptomique comparative par puce à ADN entre la

souche APEC x7122 et 1(3

3.7.1 Analyses des gènes de ta biosyitthèse des LPS par puce à ADN

Nous avons identifié différents gènes impliqués dans la bïosynthèse des

LPS qui sont exprimés de façon différentielle chez le mutant K3 (Table 2;
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article 2, page 141). Le gène îfaj, codant pour une glycosyl transférase

catalysant l’ajout d’un troisième groupement glucose sur le deuxième glucose

du noyau externe des LPS, est régulé à la baisse chez K3 comparativement à la

souche parentale x7122 Ce gène fait partie de l’opéron rfuQGPSBIJYZ-waaU.

Tous les gènes de cet opéron sont impliqués dans la biosynthèse du noyau des

LPS. De plus. des analyses in silico utilisant la matrice d’indentification de

boîtes Pho élaborée par Yuan et al. (2006), montrent que les gènes rfaP et rfaY

possèdent des boîtes Pho (300). Ces gènes codent pour des kinases impliquées

dans la phosphorylation du noyau interne des LPS. L’opéron rfaDFCL est situé

directement en amont de l’opéron rfrzQ. Bien qu’aucun des gènes de cet opéron

ne furent identifiés par nàtre étude de transcriptomique comparative, il est

intéressant de noter que les gènes rJaD et rfrxL possèdent aussi des boîtes Pho.

Ces gènes codent respectivement pour une ADP-L-glycero-d-maunoheptose-6-

épimérase impliquée dans la biosynthèse du noyau des LPS et pour une ligase

de l’antigène O. Ainsi, il est vraisemblable que la régulation des îlots LPS soit

modulée par le régulateur PhoB dans certaines conditions d’activation du TCS

PhoR!PhoB. L ‘opéron rfe-wzzE-r/JEDGHCA-wzxE-,jJT-wzyE-rf/M est impliqué

dans la biosynthèse de l’ECA et est soumis à une régulation à la baisse dans le

mutant K3. Les gènes wzyE et wzxE possèdent aussi des boîtes Pho, renforçant

notre hypothèse des îlots LPS. Comme présenté précédemment, les techniques

SDS-PAGE et Western blot (Figure 4, article 2. page 145) ne peuvent pas

détecter certains changements moléculaires qui pourraient avoir lieu au sein de

la structure des LPS chez les mutants pst. Il est donc possible que certaines
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substitutions, comme de groupements phosphates et glucoses, survieiment dans

le noyau des LP$ chez les mutants pst. Cela contribuerait au phénotype de

sensibilité multiple observé chez ces mutants.

3.7.2 Les gènes ayant un rôte potentiel daits ta biosynthèse du tipide

A 1-pyrophosphate

Parmi les gènes identifiés par les analyses de puce à ADN, différents

gènes ont attiré notre attention de par leur rôle potentiel dans la diminution de

la quantité de lipide A 1-pyrophosphate observée chez les mutants pst (Table 2,

article 2, page 141). En effet le gène cdli est fortement régulé à la hausse chez te

mutant K3. Cdh est une CDP-diglycéride pyrophosphatase (189) qui fut

démontrée pour cliver le groupement phosphoiyle de la molécule UDP-2,3-

diacylgiucosamine in vitro (8. 34). Cependant. le rôle in vivo n’a toujours pas

été décrit (33, 35, 110, 191). Les gènes dhj et velU, régulés à la baisse chez K3

(Table 2, article 2, page 141), codent pour des pyrophosphate phosphatases

impliquées dans la déphosphorylation de substrats liés au transporteur lipidique

undecaprenyl de la ML Les molécules transportées par les undecaprenyls sont

souvent des composantes structurales de la surface bactérienne.

3. 7.2.1 YeiLI le facteur reponsabte de la biosynthèse du lipide A 1-

pyrophosphate

Parmi ces candidats (Table 2, article 2, page 141), le gène yeiU qui est

régulé à la baisse chez le mutant K3, code en effet pour une enzyme

responsable de la biosynthèse du lipide A 1-pyrophosphate. YeiU agit comme
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phosphatase sur te transporteur lipidique C55-undecaprenyl pyrophosphate et

transfère ensuite le groupement phosphoryle sur le phosphate situé en position I

du lipide A. L’inactivation de yeiU cause la perte complète du variant 1-

pyrophosphate. Le gène yeiU fait partie de l’opéron yeiRU. Cependant, aucune

boîte Pho ne fut identifiée dans la région promotrice de cet opéron. Lorsque

YeiU est surproduite grâce à un promoteur inductible à l’IPTG, cette enzyme a

une activité C5 5-undecaprenyÏ pyrophosphate phosphatase très faible

comparativement à BacA, une enzyme similaire impliquée dans la biosynthèse

du peptidoglycan (2$ fois plus faible) (64, 65, 250). Cela suggère que

seulement un faible taux d’activité de YeiU est nécessaire pour la formation du

lipide A I -pyrophosphate. Ainsi, la diminution de l’expression de yeiU qui est

observée chez le mutant pst pourrait être la cause de l’importante diminution de

la quantité de lipide A 1-pyrophosphate qui est aussi observée chez ce mutant

(Figure 5B et C; article 2, page 146).

3.7.3 Les variants du lipide A

Les anaLyses par puce à ADN ont démontré que les gènes codant pour le

TC$ BasRJS (PmrA/B) sont régulés à la hausse chez le mutant K3

comparativement à la souche parentale x7122 (0,748 en Log2). Les gènes

responsables de l’addition de groupement L-Ara4N et pEtN sur le lipide A sont

sous la gouverne de ce TCS. Ces résultats d’analyses de transcriptomique

comparative sont en accord avec les résultats des analyses du lipide A

radiomarqué en plaque TLC (F igure 5D; article 2, page 146).
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3. 7.4 Analyse des gènes des i’oies de biosvnthèse des acides gras

Certains gènes impliqués dans la biosynthèse des FA sont aussi

exprimés de façon différentielle chez le mutant pst K3 comparativement à la

souche APEC y]l22. Cependant, puisque les analyses par puce à ADN furent

effectuées en utilisant des cellules en phase exponentielle de croissance, nous

ne pouvons que recenser ces variations sans être certains qu’ils surviennent

aussi chez des cellules en phase stationnaire de croissance. Ainsi, les gènes

fah3,fiidL etyieE sont exprimés à la baisse, tandis que les gênes yccX hdhA et

cdh sont exprimés à la hausse. fabA et FabB produisent conjointement la cis-5-

ene-3-kétododécenoylACP (ACP : acyl-carrier protein), une molécule primaire

essentielle aux étapes subséquentes de la biosynthèse des UFA (37. 43). FadL

est une protéine transporteur localisée dans la ME et impliquée dans

l’acquisition des FA à longue chaîne (LCFA) (258, 259). FadL est essentielle

pour la régulation des voies de biosynthèse des FA (56). À j’aide de la matrice

d’identification de boîtes Pho élaborée par Yuan et al. (2006), une boîte Pho fut

localisée en amont du gène fadL (300). Des boîtes Pho ont aussi été trouvées

pour les gènes fabA, fahR et fadB. fabR est un régulateur important pour la

biosynthèse des UfA (302). Ainsi, l’activation constitutive du TCS PhoR/PhoB

pourrait causer des dérèglements dans la biosynthèse des UFA et des CFA par

le biais de l’activité régulatrice de PhoB sur ces gènes. Finalement, des analyses

de transcriptornïque comparative seraient nécessaires afin d’établir si de telles

variations géniques corroborent nos résuttats GC et l’augmentation de la

perméabilité membranaire.
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4. Les biofiims et le régulon Pho

Aucune analyse faite dans cette étude ne traite des biofiims bactériens.

Cependant, puisqu’il existe aussi une relation entre le régulon Pho et la

formation des biofiims et que ces derniers sont importants pour la résistance

bactérienne, il est intéressant de relever brièvement cette association qui fait

partie de la vision globale et actuelle définissant les mutants Pst.

Dans leurs environnements naturels, la plupart des bactéries ont une vie

sessile et co-hahitent avec plusieurs espèces de micro-organismes dans une

structure complexe appelée biofiim. Dans un biofilm, les micro-organismes

sont empêtrés dans une matrice extracellulaire de polysaccharides. Les biofiims

ont un rôle important à jouer dans la pathogénie bactérienne. En effet, les

biofiims peuvent servir à concentrer des fV dans un environnement précis

comme le tissus d’un hôte. De plus, les biofiims favorisent les échanges

génétiques incluant les gènes de virulence. f inalement, les biofiims servent

aussi de réservoir favorisant la protection et la dissémination des pathogènes

bactériens (50).

Une mutation dans pst abolit la capacité de formation de biofiims chez

deux espèces bactériennes colonisatrices du rhizome, Pseudomonas aerofaciens

et P. fluorescens (163). Le régulon Pho est conservé entre ces espèces

bactériennes et E. cou (162). Monds et ses collaborateurs (2007) ont récemment

démontré que chez P. fluorescens, la protéine RapA a une activité c-di-GMP
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phosphodiesterase responsable en grande partie de l’inhibition de la formation

des biofiims chez les mutants pst (161). En effet, la modulation Pho dépendante

du c-di-GMP intracellulaire via l’activité de RapA, est corrélée à la fois avec

une diminution de la sécrétion de l’adhésine LapA et avec une augmentation de

la dissociation de cette même adhésine avec la surface bactérienne (161). De

plus, chez un mutant phoU d’E. cou, l’expression des gènes de motilité est

fortement augmentée (135). Cela peut aussi nuire à la formation de biofiims et

au phénomène de persistance chez les mutants pst. Chez E. cou, le régulon Pho

est aussi inter-relié avec les mécanismes de QS (53, 202), qui sont importants

pour la formation des biofilms (179).

Mises ensemble, ces études suggèrent que le TCS PhoR/PhoB pourrait

jouer un rôle important dans la virulence des bactéries via des liens de

régulation avec les circuits de QS et de formation des biofilms.



CONCLUSIONS
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En conclusion, la présente recherche a démontré qu’une mutation dans

pst chez les souches ExPEC 513 1 et x7122 engendre de multiples phénotypes et

affecte grandement le potentiel de virulence de ces souches. Les mutants pst

sont sensibles à différents facteurs de la défense de l’hôte qui ciblent des

composantes de la surface bactérienne. En effet, les mutants pst sont sensibles

au sérum, à l’acidité, aux CAMP et à la vancornycine (49, 130). Nous avons

démontré qu’une mutation dans pst cause une réduction importante du nombre

de molécules de lipide A hexa-acyle-1-pvrophosphate et cet abaissement

participe à l’augmentation de la sensibilité aux CAMP. De plus, les résultats

obtenus suggèrent fortement que les phénotypes observés chez les mutants pst

sont la conséquence de l’état d’activation continue du TCS PhoRJPhoB et que

la biosynthèse du lipide A 1-pyrophosphate est influencée par ce TCS. 11 est

probable que ces phénomènes soient causés en partie par la perte de cations

divalents à la surface cellulaire. En effet, certaines des caractéristiques des

mutants pst sont similaires à celles retrouvées chez des mutants phosphate du

noyau interne du LP$ qui sont caractérisés par des phénotypes de sensibilité

multiples. Aussi, puisque le régulon Pho est impliqué dans la gestion du

phosphate cellulaire en conditions de carence en phosphate, nous proposons que

la ME, contenant une grande quantité de lipide A 1-pyrophosphate. puisse agir

comme réserve de phosphate pouvant être utilisée si nécessaire. Le phosphate

libéré pourrait alors être utilisé comme source d’énergie, comme facteur de

signalisation ou comme composante structurale essentielle.



19$

Par ailleurs, cette étude a aussi démontré qu’une mutation dans pst

engendre des défauts dans la composition des FA membranaires. Nos résultats

indiquent qu’une mutation dans pst affecte particulièrement les CFA et leur

précurseurs UFA. Chez les mutants pst, les changements dans la composition

de certaines structures de la surface bactérienne, comme le lipide A et les FA,

sont certainement la cause de l’augmentation de la perméabilité à des composés

qui sont normalement bloqués à la surface cellulaire. En plus des changements

à la surface cellulaire, il est aussi possible que les mutants pst souffrent d’autres

mauvais fonctionnements dans la régulation génique en conséquence de l’état

d’activation continue du TCS PhoR/PhoB. En effet, plusieurs faits montrent des

liens de corrélation entre le régulon Pho et la réponse bactérienne aux stress. Le

statut cellulaire de certaines molécules impliquées dans la réponse aux stress,

comme le ppGpp, polyP1 et le c-di-GMP, est influencé par l’état d’activation du

TCS PhoRIPhoB. Ainsi, la régulation appropriée du circuit Pho doit être

nécessaire pour l’expression légitime de différents attributs de virulence

incluant les composantes de la surface bactérienne, la réponse à l’acidité et la

formation de biofilms (40, 77, 93, 97, 111, 126, 122, 186, 200, 201, 247). Le

degré d’adaptation des cellules bactériennes vis-à-vis différents environnements

est souvent associé à la capacité d’une souche à occuper différentes niches

écologiques, incluant les animaux. Le TCS PhoRJPhoB est directement

impliqué dans le contrôle de gènes donnant un tel avantage de fitness. Ainsi, le

régulon Pho contribue à l’augmentation de la versatilité des bactéries et en

conséquence à la virulence des pathogènes. Le comportement stochastique du

régulon Pho, caractérisé par un patron d’expression génique bimodal (tout ou
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rien), pourrait être un phémomène clé permettant une telle augmentation du

fitness pour les microenvironnements rencontrés chez l’humain et les animaux.

En effet, en plus des mécanismes spécialisés permettant aux bactéries de

percevoir les changements environnementaux et d’y répondre adéquatement, la

diversité phénotypique à l’intérieur d’une population de cellules bactériennes

génétiquement identiques contribue à la présence de cellules prédisposées,

permettant ainsi une réponse immédiate à des changements environnementaux

drastiques et rapides. Cette caractéristique augmente ainsi les chances de survie

à de nouveaux stress. Le TCS PhoRfPhoB et le régulon Pho sont bien

documentés en tant que système pour l’homéostasie cellulaire en rapport au

phosphate. Cependant, l’expression des gènes PhoB dépendants est aussi

caractérisée par un patron stochastique. Ce phénomène est en partie causé par

l’activation de PhoB par des HK non légitimes. La boucle à rétroaction positive

du régulon Pho contribue sans doute aussi à l’émergence de phénotypes

multiples et stables à l’intérieur de la population bactérienne (227). Ainsi, le

bruit dans l’expression génique mène à l’hétérogénéité de la population

bactérienne (303). L’activation stochastique de l’expression génique est

bénéfique pour les pathogènes bactériens lors d’une infection. Zhou et ses

collaborateurs (2005) ont fait l’hypothèse que l’expression stochastique de

l’expression génique doit permettre d’éviter l’effet d’entonnoir

(d’étranglement) lors de l’infection et ainsi favoriser la sélection des « bons

phénotypes » bactériens (303). Dans l’hôte, la pluralité des phénotypes

bactériens permet la sélection de sous populations, dans des conditions pour
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C
lesquelles la résistance intrinsèque de la cellule vis-à-vis différents stress est un

pré-requis pour survivre.

Plusieurs études ont identifié le TCS PhoRIPhoB et les gènes du régulon

Pho comme étant importants pour la virulence bactérienne. Dans plusieurs

microenvironnements de l’hôte, comme l’intestin et le sang, le phosphate n’est

pas limitant pour la croissance bactérienne. Ainsi, dans ces conditions, le

régulon Pho devrait être inhibé. Cependant, dans des conditions de carence en

phosphate, il a été démontré que la population bactérienne exhibe une

expression bimodale des gènes du régulon Pho. Donc, il est possible que

l’expression bimodale du régulon Pho survienne aussi dans des conditions in

vivo, dans lesquelles la concentration en phosphate est non limitante. Cela met

l’emphase sur la nécessité de la présence de cellules prédisposées (Pho activé)

en relation avec l’importance de l’activation du régulon Pho durant l’infection.

Dans la même optique, l’expression de certains membres du régulon Pho

comme asr et rapA, en dessous du seuil d’activation normal du régulon Pho,

favoriserait la sélection rapide des cellules prédisposées dans des

environnements adverses. De façon similaire, l’expression stochastique de

différents FV a aussi été observée chez plusieurs pathogènes (227).

Mises ensemble, les informations contenues dans cette étude nous

amènent à redéfinir notre vision concernant le rôle du régulon Pho chez les

bactéries. Au lieu d’être un circuit impliqué seulement dans l’homéostasie du

phosphate, le régulon Pho devrait être inclus dans un réseau beaucoup plus
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vaste de régulation important à la fois pour ta virulence bactérienne et pour la

réponse aux stress. De plus, l’expression des gènes du régulon Pho survient

dans certaines conditions particulières indépendamment de la concentration

environnementale en phosphate. Ceci peut être expliqué en partie par

l’activation stochastique de l’expression des gènes du régulon Pho. Cependant,

ceci suggère aussi que des signaux, autres que le phosphate, sont perçus par le

TCS PhoRIPhoB ou que d’autres TCS contrôlent l’expression de gènes

appartenant au régulon Pho. En plus du TCS PhoR1PhoB, d’autres TCS jouent

un rôle dans la pathogenèse bactérienne (22).

Les TCS sont absents des cellules humaines et animales (292). Ainsi, les

TCS représentent des cibles de choix pour le développement d’agents

thérapeutiques (154, 236). Il a été montré que certains composés sont des

inhibiteurs des TCS et possèdent une activité antibactérienne (14, 15, 81, 154).

Des molécules pharmaceutiques induisant l’expression du TCS PhoR’PhoB

seraient utiles comme agents thérapeutiques. Elles pourraient, en effet,

compromettre la virulence bactérienne et ainsi faciliter l’élimination du

pathogène par les défenses de l’hôte infecté, tout comme il a été observé pour

les mutants pst dans les modèles expérimentaux d’infections. La génomique et

la protéomique fonctionnelle donneront sans doute des opportunités afin de

permettre le développement de tels composés. Finalement, le régulon Pho,

incluant le système Pst, affecte plusieurs aspects de la virulence. Les

changements observés chez les mutants pst pourraient agir de façon synergique

causant une diminution de la résistance à différents facteurs de stress.
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Cependant, la relation entre le régulon Pho, la réponse aux stress et la virulence

a souvent une base moléculaire inconnue, soulignant ainsi l’importance de la

recherche fondamentale dans ce domaine.
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Abstract

Bacterial pathogens co-ordinately regulate virulence factor gene expression

in response to environmental stimuli, including nutrient starvation. The

phosphate (Pho) regulon plays a key role in phosphate horneostasis. It is

controlled by the PhoR/PhoB two-component regulatorv system. PhoR is an

integral membrane signalling histidine kinase that through an interaction

with the ABC-type phosphate specific transport (Pst) system and a protein

called PhoU somehow senses environmental inorganic phosphate (P) levels.

Under conditions of P1 limitation (or absence of a Pst component or PhoU),

PhoR activates its partner response regulator PhoB by phosphorytation,

which in turn up- or down-regulates target genes. Single-celi protiling of

PhoB activation has recentty shown that Pho regulon gene expression

exhibits a stochastic, “alI-or-none,” behaviour. Recent studies have also

shown that the Pho regulon plays a role in virulence of several bacteria.

Here, we present a comprehensive overview on the rote ofthe Pho regulon

in bacterial virulence. The Pho regulon is clearly flot a simple regulatory

circuit for controlling phosphate homeostasis; it is part of a complex

network important for both bacterial virulence and stress response.
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Introduction

Phosphate is an essential nutrient for ccli functions and life. It is found in

lipids. nucleic acids, proteins, sugars and is involved in many biochemical

reactions that rely on transfer of phosphoryl groups. The Pho regulon is a

global regulatory circuit invoived in bacterial phosphate management

(Wanner, 1993, Wanner, 1996). It has been best studied in mode! celis like

Escherichia cou and BacilÏus subtilis. In E. cou, the Pho reguion is

comprised of at least 47 genes (Wanner, 1996, Han, et aI., 1999,

Suziedeliene, et al., 1999, Harris, et al., 2001, Baek & Lee, 2006). Recently,

additional genes with putative Pho operator containing Pho boxes have bcen

identified (Ytian, et al., 2006). Moreover, proteome profiles of ceils grown

under phosphate-rich or phosphate-iimited conditions reveaied that the

overali phosphate response of E. cou couid be constituted of up to 400

genes (VanRogelen, et aï., 1996). Such a high number, which represents

almost 10% of the E. cou genome, refiects the importance of phosphate in

cellular processes. It seems likcly that such a network influence the

virulence of bacterial pathogens. lndeed, as we discuss in this review, it is

now clear that the Pho regulon influences bacterial virulence and, in some

bacteria, directly controls virulence gene expression. We will first present a

brief overview of the role of the Pho regulon. We will then describe

strategies involving the Pho regulon that bacteria have evolved to survive

adverse conditions. f inally, we will focus on the evidence that links the Pho

regulon to bacterial virulence. The role played by the Pho regulon in stress

responses explains how the Pho reguion can be involved both in phosphate

homeostasis and pathogenesis. To illustrate this, we will present bacterial
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mechanisms involved in tolerance to acidity and bioflim formation, both of

which are responses to harsh environmentat conditions but have also been

related to the Pho regulon and virulence. Also, we wilI discuss how the

stochastic properties of Pho regulon gene expression can have a major

impact on bacterial pathogenesis.

I. Control ofthe Pho regulon

1. The PhoRfPhoB TCRS bvo-component regulatory system

In bacteria, many extemal conditions are sensed by two-component

regulatory systems (TCRS) responsible for signal transduction and gene

regulation. The TCRS are important for the adaptation, survival and the

pathogenic responses of bacteria (l-loch, 2000, West & Stock, 2001, Beier &

Gross, 2006). The Pho regulon is controlted by the PhoRfPhoB TCRS.

PhoR is an inner membrane histidine kinase (HK) sensor protein that

appears to respond to periplasmic orthophosphate (P) concentration

variations through interaction with a phosphate transport system. In some

microorganisms, e. g., Saccharomyces cerevisiae, intracellular phosphate

has also a role in the control of the Pho regulon (Auesukaree, et al., 2004).

Even though intracetluÏar phosphate is Iikely to influence Pho regulon

activity, such phenomenon has not yet been demonstrated in bacteria. PhoB

is a response regulator (RR) that acts as a DNA-binding protein to activate

or inhibït gene transcription (Smith & Payne, 1992, Wanner. 1996, Harris,

et aÏ., 2001, Blanco, et al., 2002). The activation signal, a phosphate

concentration below 4 iM, is transmitted by a phospho-retay between the

two partner proteins, from PhoR to PhoB (Figure Ï). PhoR is auto-
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phosphorylated on a histidine residue and transfers this phosphoryl group to

an aspartate residue of the PhoB regulator through transito interaction.

Phospho-PhoB in tum controls Pho regulon gcne expression.

2. The phosphate specitïc transport system and inhibition of the Pho

regulon

The phosphate specific transport (Pst) system belongs to the Pho regulon.

Moreover. the Pst svstem is Iinked to the molecular mechanisms that Iead to

turning off the Pho regulon. four proteins (PstS, PstC, PstA, and PstB) lbrrn

an ABC transporter important for the high affinity capture of peripiasmic

inorganic phosphate (P,) and its Iow veiocity transport into the cytosol (Van

Dien & Keasiing. 1 998). These proteins are encoded together with a protein

called PhoU in the polycistronic pstScABphoU operon. PstS is a

periplasmic protein that binds P with high afflnity. PstC and PstA are inner

membrane channel proteins for P entry. while PstB is an ATP dependent

permease component that liberates the necessary energy for P transport

from the periplasm to the cytosol. When phosphate is in excess, the Pst

system is thought to form a repression (inhibition) compiex with PhoR that

prcvents activation of PhoB. Phosphate limitation leads to conversion of

PhoR into an activated form in which PhoR is autophosphoryiated and

transfers a phosphoryl group to PhoB. A return to the repression (inhibition)

state occurs during growth shifi to phosphate rich environment; the

activation signal is interrupted by PhoR acting as a phosphatase on phospho

PhoB. PhoU and PstB are also rcquired for dephosphorylation of phospho

PhoB (Figure 1) (Wanner, 1997). Indeed, PhoU is essential for the
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repression ofthe Pho regulon in high phosphate condition (Wanner, 1996).

While the precise mechanism how PhoU acts ïs flot yet understood, it is

reasonable to suggest that PhoU acts by binding to PhoR, PhoB, or a

PhoRIPhoB complex as a chaperone to promote dephosphorylation of

phospho-PhoB or by inhibiting formation of the PhoR-PhoB transitory

complex (Oganesyan, et al., 2005). In many bacterial species, mutations in

the Pst system resuit in constitutive expression of the Pho regulon,

regardÏess of environmental phosphate availability (Wanner, 1996).

3. Cross-regulation

Many environmental conditions can modulate the activity ofa RR by a non

partner 1-1K via a mechanism known as cross-regulation. Indeed, PhoB

activity can be induced in the absence of signal transduction from its

cognate partner protein PhoR. Also, CreC, a sensor protein of the

CreC/CreB TCRS implicated in the regulation of genes involved in carbon

catabolism, can induce PhoB activity in the absence of PhoR (Wanner &

Wilmes-Riesenberg, 1992). Also, the phosphotransacetylase-acetate kinase

(Pta-AckA) pathway, belonging to the Cre regulon (Avison, et al., 2001),

generates an intermediary product namcd acetyl phosphate that can also

cause activation of PhoB (Kim, et al., 1996, Wanner, 1996). Curiously,

genes of the Pta-AckA pathway belong to the Pho regulon in the symbiotic

bacteria $inorhizobiurn melitoti (Summers, et al., 1999). These are only two

examples from a variety of situations known to resuit in modification ofthe

phosphorylation status of PhoB in the absence of PhoR (Wanner, et al.,

1988, Wanner, 1992, Wanner & Wilmes-Riesenberg, 1992, Wilmes
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Riesenberg & Wanner, 1992, f isher, et aÏ., 1995, Wanner, 1995, Haldimann,

et al., 1996, Kim, et al., 1996, Wanner, 1996, Zhou et al., 2005, Verhamme,

et aÏ., 2002, Nishino, et al., 2005). Nevertheless, because ofcross-rcgulation,

particular TCRS responding to a variety of environmentai signais may

influence expression of genes belonging to the Pho regulon. For example

cross-regulation (phosphorylation) of PhoB by a non-partner HK may resuit

in normal ceils when the amount of PhoR protein is limiting (Wanner &

Wilmes-Riesenberg, 1992). In this regard, ceil-to-ceil variation in the

amount of an 1-1K iike PhoR can lead to ceils with no PhoR protein

stochastically because the amount of PhoR normally constitutcs oniy ten or

so molectiles per ceil (Wanner, 1996). Such mechanisms are likely to

contribute to adaptation to changing environrnents. In BacilÏus subtitis,

however, whose Pho regulon genes are controlicd by thrce known TCRS

(Sun, et al., 1996), the induction of Pho is aboiished in absence of thc I-1K

PhoR. This is an illustration ofa multiple signais input systcm required for

the control ofa precise set ofgcnes.

4. Stochastic activation of the RR PhoB

Single-ecu profiling of PhoB activation has recently revealed an unforeseen

stochastic, “ail-or-none,” character of Pho regulon gene expression (Zhou,

et aÏ., 2005). Such variation in gene expression, also referred as noise,

occurs within a population of genetically identical bacteriai cells (Raser &

O’Shea, 2005). Recent studies showed that at teast six noncognate HKs

(QseC, ArcB, CreC, KdpD, 3aeS and EnvZ) can activate the RR PhoB, in

absence of PhoR and acetyl phosphate biosynthesis. In ail cases, PhoB
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activation resuits in a bimodal distribution of ceils expressing the Pho

regulon (Zhou, et ai., 2005). In other words, in the presence of a PhoB

activation signai, a proportion of the ccli population remains un-induced,

showing a threshold instead of a graded activation response. What factor or

combination of factors detenriines the activation threshold is unknown.

However. it is likely that components of the phosphorylation cascade, such

as the amount of HK, phospho-HK, RR and phospho-RR as well as other

factors, contribute to the threshotd phenornenon (Zhou, et aï., 2005).

Moreover, the autoregulation of PhoRJPhoB synthesis, formïng a positive

fecdback Ioop, is likely to contribute to the stochastic behaviour in gene

expression and to the ernergence of multiple stable phenotypes within a

population of gcnetically identical celis (Smits. et ai., 2006). It also

contributes to the propagation and auto-amplification of the noise to

downstream genes (Pedraza & van Oudenaarden, 2005). This kind of

‘noise’ was shown to have great consequences on the phenotypic diversity

within a population of celis (Elowitz, et aï., 2002, Ozbudalç et al., 2002).

Such diversity contributes to the fitness of cdl subpopulations in changing

environments and is likely to have great impact on adaptation of bacterial

pathogens within a host (Balaban, et aï., 2004, Kaem, et al., 2005).

Importantly, stochastic activation of gene expression was also found to

occur upon activation ofPho3 by PhoR in response to P limitation (Zhou L

and Wanner BL, unpublished data), suggesting that stochastic activation of

Pho regulon gene expression occurs in normal celis. Consequently,

stochastic effects of this kind must be taken into account as part of the
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equation connecting bacterial pathogenesis and the Pho regulon, as

discussed below.

11. Phosphate and the adaptation/survival response

1. Adaptation of bacterial ceil surface components to phosphate

deprivation

To deal with phosphate starvation conditions, bacteria rely on different

mechanisrns to optimize the acquisition and the bioavailability of phosphate

and to maintain essential biochemical reactions. For instance, some bacteria

change their shape to enhance the surface to volume ratio, getting more in

contact with the surrounding environment and enhancing chances to capture

essential nutrients including phosphate. Ihis is exemplified by the stalk

elongation of CauÏobacter erescentus which is regulated by a phosphate

limiting environment in a Pho regulon-dependent manner (Gonin, et aï..

2000. Wagner, et aÏ., 2006). In phosphate starvation conditions. many

bacteria modii their cel] surface components. In B. sttbtilis, the

replacement of the ceil waÏl phosphate-rich teichoic acid with the

phosphate-free teichuronic acid occurs in phosphate-limiting environments.

In these bacteria, the teichoic acid synthesis genes tagA and tagD and the

teichuronic acid synthesis operon tua are undet the control ofthe 3. subtilis

PhoR/PhoP TCRS (Pragai, et al., 2004). In £ melitoti mutants of phosphate

uptake system PhoCDET, which is homologous to PstSCAB, phosphate

free lipids substitute for phospholipids (Geiger, et al.. 1999). These mutants

also failed to fix nitrogen and form smaller white nodules on alfalfa. These

phenotypes are due to effects of PhoB on gene expression because a
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mutation in phoB restores the wild-type phenotype and that the Pho reguion

C is constitutively activated in phoCDET mutants. These obseations

suggest an involvement of the Pho reguion in the control of genes that are

part of the adaptation and survival response (Bardin, et al., 1996, Yuan, et

aï., 2006). Moreover, in S. inelitoti, PhoB positively regulates the synthesis

of some exopolyssacharides, which are involved in the bacterial invasion of

root nodules, when phosphate is scarce in the environment (Ruberg, et aï.,

1999, Mendrygal & Gonzaiez, 2000).

2. Environmental stresses, stringent response and the Pho regulon

In bacteria. celtutar metaboÏism changes occur ducing environmental stress

conditions that permit celis to survive in adverse conditions(Weber, et al..

2005, Jain, et aï., 2006, KÏauck, et ut., 2007). Many Unes of evidence

suggest that the Pho regulon and the stress response ace interrelated (Spira,

et aï., 1995, Spira & Yagil, 199$, Ruiz & Silhavy, 2003, Taschner, et al.,

2004, Taschner, et aï., 2006, Schurdelt, et al., 2007). The figure 2 itiustrates

interconnections between the Pho reguion and somc key factors invoived in

nutritional and other stress responses. The role of these factors is briefly

discussed in this section. Polyphosphate (poiy P) is a known stress response

moiecule synthesized when environmental stresses occur, e. g., nutrient

starvation and high sait concentrations among others { Komberg, 1999 #59}.

Ceils having an imbalance in their poly P reserves have been shown to eiicit

a defective response to adverse environmenlal conditions (Brown &

Komberg, 2004). PoIy P can serve both as a phosphate reservoir and energy

source in different biotogical processes. for instance, poly P can substitute
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for ATP in phosphorylation reactions by kinases. PoJy P also acts as a

O metal-chelating agent or as a buffer in aikali environment (Kornberg, et al.,

1999). In some bacterial species, such as KÏebsielÏa aerogenes and

Streptontyces tividans, the poly P kinase gene ppk, which is involved in the

poly P synthesis, bas been reported to be under the control of the

PhoRfPhoB TCRS (Kato, et ai. 1993, Ghorbel, et aÏ., 2006). Similarly,

PhoB has been shown to be required for poiy P accumulation in E. cou

(Figure 2) (Rao & Komberg, 1999).

Guanosine tetraphosphate (ppGpp) is a key phosphate-containing molecule

that initiates changes in global metabolism under nutritional stress, which is

known as the stringent stress response (Chatterji & Ojha, 2001. Magnusson,

et aÏ., 2005. Paul, et aÏ., 2005). The ppGpp nucleotide induces RpoS

accumulation (Hengge-Aronis, 2002). RpoS is a sigma factor implicated in

the cellular response to many stresses such as osmotic, oxidative and acid

stresses. It is also implicated in the stationary phase and the induction of

genes in nutrients-limiting environment (Loewen, et aÏ., 1998). Repression

ofthe Pho regulon occurs in E. cou mutants that cannot accumulate ppGpp,

such as reÏA and spoT mutants, whereas a mutation in Pst downregulates

ppGpp synthesis (Figure 2)(Spira, et al., 1995, Spira & Yagil, 1998). Ibis

suggests a regulatory link between ppGpp and the Pho regulon. The

presence of an inverted Pho Box in the -10 region ofthe spoT promoter has

Lcd to the suggestion that SpoT activity could depend on the Pho regulation

(Sarubbi, et aÏ., 1989, Spira & Yagil, 1998). Although direct evidence is

lacking, other resuits link the Pho regulon to the stringent stress response.
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For example, Pst mutants accumulate RpoS when grown to exponential

phase. This phenomenon is dependent on Hfq, a post-transcriptional

regulator that interacts with various RNAs, and requires intact PhoB (Figure

2) (Ruiz & Silhavy, 2003). Furthermore, Schurdeil and co-workers have

recently shown that the 3’ end of the processed pstCA transcript is tikely to

mediate RpoS accumulation through a direct interaction with the 5’-

untranslated leader region of rpoS, stimulating translation of rpoS (Figure 2)

(Schurdeli, et aÏ., 2007). Bougdour and Gottesman (2007) have recently

shown that ppGpp accumulation during phosphate starvation promotes

transcription of the iraP coding for a small protein that interferes with

RssB-dependent degradation of RpoS (Bougdour, et aÏ., 2006, Bougdour &

Gottesman, 2007). Thus the Pho regulon influences the production ofpoly P,

ppGpp and RpoS, ail of which are necessary for proper adaptation and

survival response in bacteria. Accordingly, changes in the levels of a

number of effector molecules may occur in E. cou phoBR and pst mutants,

resulting in an aberrant stress response.

III. Pho regulation and virulence

A correlation between inactivation ofthe Pst system, constitutive expression

ofthe Pho regulon, and bacterial virulence has been established in a number

of cases. Table I lists some important studies in which pst, phoBR, and Pho

regulon genes have been shown to be important in bacterial virulence from

different approaches.
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1. Pst mutants and virulence

Several studies link the Pst system with virulence. A Pst mutant of the

porcine extraintestinal pathogenic E. cou ExPEC strain was shown to be

avirulent in a colostrum-deprived newborn pigs infection mode!. Insertional

inactivation of pst has multiple effects on virulence traits such as an

increased sensitivity to the bactericidal effect of serum and a significant

reduction in the amount of capsular antigen at the ceil surface (Hard, et al.,

1992. Ngeleka, et al., 1 992, Daigle, et al., 1995). More recentiy. deletion of

the pst genes in an ExPEC strain belonging to the avian pathogenic E. cou

APEC group (Lamarche, et al., 2005) was shown to reduce virulence in a

chicken infection model. The pst mutation affects multiple virulence

attrihutes: it reduces resistance to the bactericidal effect of serum, to acidity

and to cationic antimicrobial peptides (Larnarche, et al., 2005). These

results are suggestive, in part, of bacterial ce!! surface modifications. in the

uropathogenic E. cou UPEC strain, Bahrani-Mougeot et al. (2002)

identifled a phoU mutant hy signature tag mutagenesis (STM), an approach

that permits finding genes that are important for infection, using a mutine

mode! of ascending urinary tract infection (UTJ) (Bahrani-Mougeot, et al.,

2002). The ability ofthe phoU mutant to colonize the mutine urinary tract

was impaired in a competition infection assay with the wiid-type strain

(Buckies, et al., 2006). A pst mutant was aiso identified by STM in Froteus

mirabilis using an UTJ model (Butai!, et al., 2004). Lastiy, transposon

mutants of pst in EdwarcLçieÏla tarda, a pathogen known to cause

extraintestinal diseases in fish and mammaïs, were shown to exhibit a

reduced capacity to multiply within phagocytes, a iower replication rate in
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serum and an overait reduced virulence. (Srinivasa Rao, et aL. 2003).

Proteome comparative studies of E. tarda wild-type strain and its pst mutant

revealed that transiocon proteins of type III secretion system (T3SS) as well

as other virulence proteins were absent in the pst mutant (Rao, et aÏ.. 2004).

The Pst system also influences other virulence mechanisms that are flot

lirnited to extraintestinal diseases. For exampie, apst mutant of an intestinal

E. coït pathogenic strain was shown to cause signiflcantly less attaching and

cifacing lesions in a pig ileal expiant modet (Batisson, et al., 2003). In

ShigetÏa fiexneri, a pst mutation reduced the capacity to form plaques on

l-lente celi monolayers in a Pho regulon-dependent manner. The capacity to

form plaques is a characteristic associated with Shigetia virulence (Runyen

Janecky’, et aï.. 2005). In contrasi, an entero-invasive E. cou pst mutant

showed hyper-invasiveness of Hep-2 ceils (Sinai & Bavoil, 1993). Lastly, as

observed with E. tarda, the PhoR/PhoB TCRS is invotved in the expression

ofT3SS-related genes in Salmonetta enterica serovar Typhimurium (Lucas,

et aï., 2000, Baxter & Joncs, 2005). Those studies indicate that the Pst

system can function as a regulator ofbacterial pathogcnicity.

2. PhoBR inactivation and virulence

As the Pst mutations resuit in a constitutive activation ofthe Pho reguion, it

is likeiy that their effects on virulence are mediated through the PhoR/PhoB

TCRS. Therefore, inactivation of pho3R shouid also have an effect on

virulence. Indeed. this was shown to be the case. It has for instance been

shown that ChvI, a PhoB homolog, is essentiat for expression of full

virulence of Agrobacterium turnefaciens (Mantis & Winans, 1993). in
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comparative microarray analyses of the responses of Corvnebacterittin

gÏzttamicum and its isogenic phoRS (phoBR homolog) mutant after a shift to

P-limiting conditions virulence-related genes such as siderophore systems

are differentially expressed (Kocan, et al., 2006). Many gene products that

may be associated with virulence are overexpressed in the Vibrio cholerae

01 wild-type strain compared to its isogenicphoB mutant, e. g., haemolysin

(von Kruger, et al., 1999. von Kruger, et aÏ., 2006). furthermore. a V

cholerae phoB mutant showed a decreased capacity for colonization of aduit

rabbit ligated ileal loops in competitive colonization assays with the wild

type strain. This result is somcwhat puzzling because thc small intestine has

a high phosphate concentration and the Pho regulon would be expected to

be repressed in wild-type strains in those conditions. This taises the

possibility that stimuli encountered in the smalt intestine, other than the

phosphate signal, may be responsible for those observations. Lastly,

phosphate has rccently been demonstrated to be a major signal for

sporulation of Clostridium perfringens and for C. peifringens endotoxin

(CPE) production (Philippe, et ut., 2006). Taken together, these studies

reinforce the notion that PhoB may act flot only as a RR for phosphate

homeostasis but atso in modulation of virulence attributes.

IV. How can the Pho regulon influence pathogenesis?

Information summarized above illustrates that complex nettvorking events

occur when control ofthe Pho regulon is altered. Orchcstrated regulation of

the Pho regulon seems to occur during different steps of bacterial

pathogenesis. furthermore, some studies suggest that the PhoR/PhoB TCRS
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responds to stimuli other than phosphate and that a subset of Pho regulon

genes is activated or repressed by other transcriptional regulators. The next

sections shed light on strategies implicating the Pho regulon which permit

survival in adverse conditions encountered in pathogenesis and

environrnental stresses. This can be illustrated by responses of the Pho

regulon to pH variation and its role in biofilm formation. Moreover, as

reported above, the Pho regulon has regu!atory links with ceil surface

components such as lipids and exopolysaccharides, which may have

important consequences on bacterial virulence.

1. Pho regu Ion and response to acid stress

The Pho regulon includes also genes that do flot appear to be directly

implicated in the ce!! phosphate management, including one related to acid

stress, which bacteria must overcome to maintain homeostasis. For examp!e,

the acid-inducible asr gene is under the transcriptional control of the

PhoR/PhoB TCRS in E. cou. Asr is thought to p!ay a ro!e similar to that of

the E. cou periplasmic protein 1-IdeA, which serves as a proton sink or a

chaperone for protecting perip!asmic proteins from the de!eterious effects of

!ow pH (Gajiwala & Bur!ey, 2000). As another examp!e, the PhoRJPhoB

TCRS has been suggested to sense extemal acidity and to regulate the

transcription of genes that are important for acid shock resistance

(Suziedeliene, et aï., t 999, Tucker, et aL, 2002, Seputiene, et aï., 2003.

Seputiene, et aÏ., 2004, Seputiene, et al., 2006). In contrast, a pH shift from

4.5 to 5.8 increases pst transcription in C. acetobutyÏiculum (Fischei et aï.,

2006). However, other members of the Pho regu!on, such as phoA, are flot
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induced in aikaline conditions, as dernonstrated by use ofa lacZ fusion and

microarray experiments (Novak, et aÏ., 1999, AtalIa & Schumann, 2003).

This can be explained by a differential expression ofthe Pho regulon genes,

depending on the nature of the signal. In light of the observations in these

studies, the PhoR/PhoB TCRS is likely to be a key component of a circuit

invotved in the response to acid stresses. During their life cycle, many

bacterial pathogens face acid stress. Enteric pathogens must survive

stomach acidity while invasive bacteria must be able to survive endosomal

acidifjed environment. Thus, mutations in the Pst system or phoB can

reduce virulence by affecting the response to acid stress.

2. Biolulms and Pho regulon

In natural environments, most microorganisms have a sessile life-style and

live in complex structures called biofllrns, which are mixed microbial

populations typically embedded in a matrix of extracellular polymers. In

pathogenesis, biofilms play many important roles. Bioflims lead to

resistance to environmental stresses such as exposure to biocides and

antimicrobial agents and to increase in concentration of virulence factors in

a precise environment such as in a host tissue. Also, bioflims enhance

genetic exchange of virulence elements. Additionally, biofilms serve as a

reservoir that favors the preservation and the spreading of bacterial

pathogens (Davey & O’Toole G, 2000). $ome studies showed a relationship

between the Pho regulon and biofllm formation. For example, a Pst

mutation abolishes biofilm formation in two rhizosphere-colonizing bacteria,

Pseudomonas aerojaciens and P. fluorescens (Monds, et al., 2001).
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Recently. Monds and co-workers (2007) demonstrated that in F. fluorescens,

RapA has a c-di-GMP phosphodiesterase activity mostly responsible for the

inhibition of bioflim formation in Pst mutants. This in tum inhibits the

secretion of LapA, a large adhesin required for bioflim formation by P.

fluorescens. lndeed, Pho modulation of c-di-GMP cellular level, via RapA

activity, was showed to be linked to LapA adhesin decreased secretion as

well as its increased dissociation from the bacterial ccli surface (Monds, et

aÏ., 2007). In the plant pathogen A. tumefaciens, PhoR/PhoB TCRS was

shown to induce the production of larger biofiims in phosphate depieted

conditions (Danhorn, et aÏ., 2004). Moreover, in E. cou, the Pho regulon

was shown to be linked to quorum-sensing (Ren, et al., 2004), a key

regulator t;iechanisrn For the formation of biofiims (Parsek & Greenberg,

2005). PhoR/PhoB TCRS may therefore play a role in the virulence of

bacteria via regulatory links with biofiim formation and quorum-sensing

circuits.

3. Bacterial ccli surface components and the Pho regulon

The Pho regulon is involved in the regulation of some ccli surface

components modifications, i. e. teichuronic acid, phosphate free iipids,

phospholipids, exopolysaccharides, adhesin (sec above). Moreover we have

found that lipid A and fatty acids composition is modified in Pst E.coÏi

mutants (Lamarche et al. submifted). lnterestingly, Pst mutants showed a

reduced resistance to different host defence elements that target bacteriai

ccli surface components. For instance, pst mutations reduce resistance to

scrum, acid and cationic antimicrobiai peptides (Daigie, et aÏ., 1995,
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Lamarche, et aÏ., 2005). Lipopolysaccharides. outer-membrane proteins and

O membrane lipids are known to be involved in the resistance to such host

defence mechanisms. Thus, Pho-regulated modifications of these ccli

surface components may explain, at Ieast in part, virulence attenuation of

Pst mutants. Furthermore, as described above, many lines of evidence link

the Pho regulon to the bacterial stress response. lndeed. because the cellular

status of stress response moiecules like poiy P and ppGpp may be controlled

by the PhoR/PhoB TCRS, virulence attributes, including some bacteriat celi

surface components, acid stress response and biofiim formation must also

require an intact Pho regulon (Chang & Cronan, ] 999, Hammer & Swanson,

1999, Kornberg, et al., 1999, Primm, et aL. 2000. Rashid & Komberg, 2000,

Rashid, et aÏ., 2000. Taylor, et al., 2002, Haralalka, et aÏ., 2003, Pizarro

Cerda & Tedin. 2004, Gaynor, et al., 2005, Jain, et aÏ.. 2006).

4. Bacterial fitness and the Pho regulon

The capacity of the bacteriai ccii to adapt to different environments is oflen

associated with its ability to occupy different ecological niches including the

animal host. For instance, expression of the Pho reguion could be

advantageous to adapt to some conditions encountered at some stage in of

the infectious process. PhoRIPhoB TCRS and Pho regulon are weiI

documented as phosphate homeostasis circuitry but activation of PhoB by

nonpartner HKs shows that cross-regulation ieads to heterogeneity of the

ccli population (Zhou, et ai, 2005). In addition to specialized bacteriai

sensing mechanisms that perceive environmental cues, phenotypic diversity

within genetically identical ccii population contributes to the presence of
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primed ceils allowing rapid response to such eues, increasing the chance to

survive new stresses. In this regard, it is tempting to speculate that the

stochastic behavior of the Pho regulon characterized by a bimodal, “ail-or

none,” pattern for gene expression can participate to an increased fitness in

microenvironments encountered within human and animal hosts. Noise in

gene expression and positive feedback regulation of the Pho regulon are

iikely to contribute to the emergence of multiple stable phenotypes within

the cetl population as stochastic expression of virulence factor genes per se

is observed in many pathogens (Smits, et aÏ., 2006, Zhou, et aÏ., 2005).

Concluding remarks and perspectives

As illustrated in this review, the Pho regulon controls and influences the

expression of virulence traits in many bacteriai species in addition to its rote

in phosphate homeostasis. Mutations in the Pst system or PhoB were shown

to result in multiple effects including reduction of virulence. The effects of

pst mutations can be due to a deficiency in phosphate uptake in some

conditions but, in ail cases, PhoRJPhoB TCRS regulation is likely to

generate the multiple effects that are observed in the Pst and PhoB mutants.

Moreover, the regulation of ceil surface components by the Pho regulon

may contribute to bacterial virulence. Additionally, a strong network of

iinks exists between the Pho regulon and some stress responses. These

phenomena have been observed in many bacterial species. Information

presented in this review reflects the need to redefine our vision conceming

the role ofthe bacterial Pho regulon. Instead ofbeing the simple regulatory

circuit controlling phosphate homeostasis, the Pho regulon should be
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considered as a part of a compiex network important for both bacteriai

virulence and stress response. Moreover, expression of Pho reguion genes is

induced in particular conditions regardless of the bioavailability of P. This

can be explained, in part, by stochastic variation in Pho-dependent gene

expression. However, it couid also indicate that other signais are perceived

by PhoRIPhoB TCRS or that other TCRS regulate genes belonging to the

Pho reguion.

The interpiay between the Pho regulon (including the Pst system) and

virulence, bas ofien an unknown molecular basis, warranting the need for

more comprehensive studies. High throughput genomic and proteomic

analyses are providing some dues to the reiationship between the Pho

regulon and virulence (Table 1, Crépin, S., Lamarche M.G.L. et aï.

unpubiished, von Kruger, et aÏ., 2006). As mentioned previously, severai

unes ofevidence suggest that some PhoBR regulated genes are expressed

within the host. However, little is known about the signais regulating the

Pho regulon in vivo. The spatial and temporal patterns of Pho-dependent

gene expression as weli as the implication of non-parfiler HK in their

regulation, within micro environments of the host, would give a better

understanding on the role ofthe Pho reguion in pathogenesis. In conclusion,

TCRSs are absent in animal and human celis, thus they represent choice

targets for the deveioprnent of therapeutics (Barrett, et aï., 1998, Stephenson

& Hoch, 2004). A number of chemicai inhibitors of TCRSs have been

identifled by screening iibraries of synthetic compounds (Matsushita &

Janda, 2002, Stephenson & Hoch, 2004). Drugs that interfere with the Pho
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regulon activity may also be useful as therapeutic agents that would

compromise bacterial virulence and facilitate elimination ofthe pathogen by

host defences.
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Activation Desactivation Repression
Conformational changes t?)
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Transcriptional regulation

PHO
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genes
Boxes -

FIGURE 1.

Control of the Pho regulon and transmembrane signal transduction by

environmental inorganic phosphate (P1). Adapted from Wanner (1997) (figure

5.6: p. 116). with kind permission of Springer Science and Business Media.

SmaIl squares mark a P binding site on PstS and a hypothetical regulatory site

on PhoR. Notation: PhoB. RR; PhoR. sensor protein (A. autophosphorylated: R.

repression): PstA and PstC, integral membrane channel proteins: PstB. traffic

ATPase; PstS. periplasmic P1-binding protein: PhoU. regulatorv protein. See

text for details. This model is adopted from one that was originally illustrated in

Wanner (1990) and modified in Wanner (1995. 1996).
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FIGURE 2.

Scheme illustrating interactions between the Pho regulon. Poly P biosynthesis

pathway, RpoS, and the stringent response major factors. Dashed unes

represent interactions that could be either direct or indirect.
a

Represents the

intergenic region between the pstA and pst3 genes (iAB) of the psÏ operon

processed rnRNA (Ruiz & Silhavy. 2003. Schurdeli, et cil.. 2007).
b

RpoS

contributes in turning off the Pho regulon by directly stirnulating. in a IHf

dependent manner, the expression of the pst operon (Spira & Yagil. 1999.

Tascimer, et ai.. 2004, Tascirner, et aÏ., 2006).
C

Basal level ofcellular ppGpp is

4%
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essential for proper Pho regulon expression. Moreover. induction of the Pho

regulon is observed concornitantly with ppGpp synthesis. until a certain

threshold is reachedz i.e. a ppGpp intracellular concentration that induces

inhibition of protein synthesis (Spir et al., 1995. Spira & Yagil. 199$).
d.e

Phosphate limitation induces SpoT—dependent ppGpp accumulation (Spira et

aï., 1995, Spira & Yagil, 1998). This prornotes transcription of a ira? gene

coding for the anti-adaptor IraP that inierferes with the delivery ofRpoS to the

C1pXP protease by blocking the action of RssB, an adaptor protein for RpoS

degradation (Bougdour & Gortesman, 2007. Bougdour et aL. 2006). In

phosphate lirniting condition, a phoB mutant accurnulates two fotU less ira?

transcript but stiil, RpoS is stabilized in an IraP-dependent manner (Bougdour

& Gottesman, 2007, Bougdour et aï., 2006). Information about the Pho regulon,

RpoS. Poly P and ppGpp is given in the text.



(b

ARTICLES PROPOSES

1.
Auteurs
Martin G. Lamarche, Charles M. Dozois, France Daigle, Mélissa Caza, Roy Curtiss III, J. Daniel

Dubreuil et Josée Harel

Titre
Inactivation of the Pst System Reduces the Virulence of an Avian Pathogenic Escherichia cou 078

strain

Revue État

Infection and Immunity Publié

2.
Auteurs
Martin G. Lamarche, Sang-Hyun Kim, Sébastien Crépin, Michael Mourez, Nicolas Bertrand, Russell E.

Bishop, J. Daniel Dubreuil et Josée Hard

Titre
Modulation of hexa-acyl pyrophosphate lipid A population under Escherichia cou phosphate (Pho)

reguÏon activation

Revue État
Journal of Bacteriology En préparation

3.
Auteurs
Martin G. Lamarche et Josée Hard

Titre
Growth Phase-dependent Membrane Perturbations Occur in a Escherichia cou Phosphate Specific

Transport (Pst) Mutant Strain

Revue État

Journal ofBacteriology En préparation

4.
Auteurs
Martin G. Lamarche, Barry L. Wanner, Sébastien Crépin et Josée Harel

Titre
The Pho regulon and bacterial virulence: a regulatory network connecting phosphate homeostasis and

pathogenesis

Nom de l’étudiant
Martin Lamarche

DEMANDE D’AUTORISATION DE RÉDiGER PAR ARTICLES’ J
IDENTIFICATION DE L’ETUDlANT

Faculté
faculté de médecine vétérinaire

Programme
Doctorat en sciences vétérinaires

Code permanent

Département
Pathologie et microbiologie

Option
Microbiologie

Revue État
FEMS Microbiology Review Soumis pour publication

FMV-SAÉ 2001 06



DECLARATION DE L’ETUDLANT

Déclaration
I. J’ai construit le mutant pst isogénique de la souche de E. cou aviaire pathogène x7122• Ce

mutant fut utilisé lors des différentes expériences contenues dans cette étude et dans l’artic]e 2.

Les expériences utilisant le modèle expérimental d’infection de poulet furent effectuées par le Dr

Charles Dozois et Mélissa Caza dans les laboratoires du Dr Roy Curtiss III à la Washington

University à $t-Louis. J’ai effectué la totalité des autres expériences (tests de résistance au

sérum, à l’acidité et à la polymyxine, analyses transcriptomiques par RT-PCR et analyses des

lipopolysaccharides par gel d’acrylamide). J’ai rédigé la totalité de l’article incluant l’analyse des

résultats et l’élaboration de la discussion.
2. J’ai effectué les tests de résistance à la polymyxine et les analyses des lipopolysaccharides par gel

d’acrylamide et immunobuvardage de type Western. J’ai effectué les extractions de lipide A en

vue des analyses spectrométriques (MALDI-TOF). Sang-Hyun Kim a effectué les analyses du

lipide A radiomarqué en chromatographie sur couche mince (UC) dans le laboratoire du Dr

Russel Bishop à l’Université de Toronto. Nicolas Bertrand a effectué les tests de résistance à la

cécropine. Sébastien Crépin a effectué les tests de résistance à la vancomycine. Certaines

données de transcriptomique comparative entre la souche x7122 et le mutant pst, provenant

d’analyses par puce à ADN conduites par S. Crépin (travaux de maîtrise), furent utilisées. J’ai

rédigé la totalité de l’article incluant l’analyse de tous les résultats et l’élaboration de la

discussion.
3. J’ai effectué les tests de résistance à l’acidité et les analyses de perméabilité membranaire. Les

données de chromatographie gazeuse (OC) proviennent d’expériences effectuées par Céline

forget, une technicienne qui travaillait dans notre laboratoire. J’ai rédigé la totalité de l’article

incluant l’analyse des résultats et l’élaboration des éléments de discussion.

4. J’ai rédigé la totalité de cet article de revue, ce qui implique la recherche bibliographique et

l’intégration de différentes notions et données théoriques à un contexte global. Sébastien Crépin

a fait une recension des manuscrits faisant l’objet d’expériences in vivo ayant identifié certains

i collaboré avec le Dr Wanner de la Purdue University afin
ation stochastique de l’expression génique dans le but de les

Date

o; ‘- o

/

Avis DU DIREqIEUR DE RECUERCNE

Déclaration
Martin Lamarche a acquis des connaissances dans plusieurs domaines de la pathogénie moléculaire

bactérienne et a accompli des travaux qui sont de niveau doctoral.

Signature Nom Date

fMV-SAÉ 2001 06



ACCORD ET PERMISSION DES COAUTEURS D’UN ARTICLE’ I
IDENTIFICATION DE L’ÉTUDIANT

Nom de l’étudiant Code permanent
Martin Lamarche
Sigle du programme Titre du programme Option
Ph.D. Sciences vétérinaires Microbiologie

DESCRIPTION DES ARTICLES

1.
Auteurs
Martin G. Lamarche, Charles M. Dozois, france Daigle, Mélissa Caza, Roy Curtiss III, J. Daniel
Dubreuil et Josée Harel
Titre
Inactivation of the Pst System Reduces the Virulence of an Avian Pathogenic Escherichia cou 078
strain

Revue ..:.
Date de publication

Infection and Immunity Juillet 2005

2.
Auteurs •

Martin G. Lamarche, Sang-Hyun Kim, Sébastien Crépin, Michael Mourez, Nicolas Bertrand, Russeil E.
Bishop, J. Daniel Dubreuil et Josée Harel
Titre
Modulation of hexa-acyl pyrophosphate lipid A population under Escherichia cou phosphate (Pho)
regulon activation

Revue Date de publication
Journal ofBacteriology En préparation

3.
Auteurs
Martin G. Lamarche et Josée Harel
Titre
Growth Phase-dependent Membrane Perturbations Occur in a Escherichia cou Phosphate Specific
Transport (Pst) Mutant Strain

Revue Date de publication
Journal of Bacteriology En préparation

4.
Auteurs
Martin G. Lamarche, Barry L. Wanner, Sébastien Crépin et Josée Harel

Titre
The Pho regulon and bacterial virulence: a regulatory network coimecting phosphate homeostasis and
pathogenesis

Revue Date de publication
FEMS Microbiology Review Soumis pour publication

FMV-SAÉ 2001 06



Déclaration

À titre de coauteurs des articles identifiés ci-dessus, nous autorisons le microfilmage de la thèse et nous sommes
d’accord que Martin Lamarche inclut ces articles dans sa thèse de doctorat qui a pour titre:

Étude du rôle dit rguton Phosphate (Plio) dans ta virulence de souches d’Escherichia cou pathogènes
causant des maladies extra-intestinales (ExPEQ et de son iifltteizce sur la surface bactérienne

FMV-SAÉ 200! 06

-,

Coauteur - Date

Nicolas Bertrand - û j - 2c
Coauteur - Sgnature Date

Ruseil Bishop
Coauteur Date

Mélissa Caza
Coauteur Date

Sébastien Crépin - C’?

Coauteur Date

Roy Curtiss III
Coauteur Date
France Daigle
Coauteur Date
Charles Dozois Jg—c -

Coauteur Date
Daniel Dubreuil o- -

Coauteur Date

Josée Harel )( .f
Coauteur Date
Sang-Hyun Kim
Coauteur Date

Micha1 Mourez
Coauteur Date
Barry Wanner



R BIOGNEM09/24/2007 15:08 9855229033 MCMASTE

09/24/207 1.1:25 FMU U DE M t3EM i P 4 9 19g 229g3 NO. 667 t

Dbrdiot
.—

À titra de coauteurs des utides identifiés ci-dessus, nous autoriSonS le microfflmage de a thèse et nous sommes
d1accord quc Martln Lamarch inciut ces artfcita dans sa thtse de docrnraz qui a pour titre:

f tiude ds rIe tlu régulrrn P1.osphatt (Pho) dMt la vtr,dénee de souches d’Esckerkhia cnli palho’èneS
Cauflt (teS maladies e.’trû-intesllnaks (ExPEC) ei de son influence sur jq surface bqelbienae

Coateur

FMV-SA1 2Oô 06

I



i9’Ï9;2007 1143 FAX 4807270466 CURTISS LAB.
9/18/27 14:57 ENU U 0E M GREMIP 914727Ø4e6 ND.&j2

ar-atioii --

À titre dc oauteirs des articles identifiés cidessus, nous uutorisons le rnicrofilmge de la thèse et ncus somnes

daccord que Martin Ljmrch inclut c.es arties dans s Uitsc de doctorat pi a pour titre:

.Éuate a rôle du régulon Phosphate (Pho) dans la ilrutence Je souches d’Escherichia cou pathogènes
causant des maladies extro-inestinates (EJE cl de son infli,ience sur ia siirjace baciérknne

Coaiter
Roy Curtiss ni

FMV-SA1 2001 0i



j’Ø76

aration
À titre de roauteu., des articl dentfflé -des.s, nous a.itorisons le mcrofllmage de a thsc ct nous
d’accord qu Marlin Lamirche inclut cs articles danb s thèae de doctorit qi a pour titre;

Éiuae d31 ,61t di tégu(on Phøsphal. (Phç) døi,z la vlntencs dt so,whcs d’ExckfrkhLa coli pwhognes
C(Uîûni de ølWlJéldie.S exlrû-inlcstinnks (ExPEÇ et de soa influence ,u laxisrface bac!rknne

ii’gn Km
.z:zf

L

FMV-s6 2QO I

1



24

2007 1:3OPM HP LASERJET FAX 765-4S--S028

Ø9’24’27 11:26 FFV U DE M GREM J P + g176549&9028 ‘10. 668 3

À htrc de coauteurs des articica identifiés ci-dessus, nous atitori.sons le nucrofiirnage de I thèse et nois somrtis

d’ accoTU que Mrthi Lamirche liicluf ces arlic)es dans sa thèse de doctorat qui a pour tiuc:

tude dit rôle du régulow Fbosphate (PhwJ dan.s hi virukMce de xojwhes d’EseberkMa cou pqrhoger

cqu’ari1 des s,,qhidies .xVni-ii’,testhiate (ExPEC) et de sors bafliteiice srr la sr,rface bacrfrlenne

s#eur
—

Date —

Barry Wanuer q ( ( cr

F1vfV.SA2O1 06



I.. E3uj rI.I..r u vi ;rI itr

fDITOR PERMISSION FOR TIIES1S REPRODUCTION AND INCLuSION 0f A MANUSCRJPTINAOOTCRktL —— THESIS

Ea
Ph.D.

Microbiologie

ARTICLE DESCRIPTION

Àuihors
I - 1 IMariin G. Lamarche, Chartes M, Dozois, France Daigle. Mélissa Caza, Roy Cwtiss III. J. DanielDubreuil et J osée Hard

Titic
. ,.. ... . tÏnacivation of the Pst System Reduces ihe Virulence of an Aian Pathogenic Escheric?7i0 cou 078sixain

Voumc ind number Pg.,..,.
-- . . .

,..
ntc

Vol. 73, No 7 4138-3145 July 2005

Joui.uAL

Nime ftIie jciurnal .,.. .
...

- ..
.,,Infection and Jmsnunity

Ac1rs
. ..

i...
. -— .Journal Dept.. Arnerican Socieiy for Microbioloy, t752 N Street, N.W.,

Washington, DC 20036-2904, USA

EDITOR DFCLARI ION

Compiele nrne o! th cdiMr -
-

Decla ru lion
.

.

As editor, I authorize microfilm reproduclion 0f the thesis and I agree ihat Martin Lamarche includesthis nlanuscript in his doctoral thesis entitled:

Étude du rôle du régulon Ph osph ale (Ph o,) dans la Wrulence de so iiches J ‘Escherichict catipathogènes causant des nudaclies extra-intestinales t’fr.I’EC) et de son influence .çur ta surfacebactérienne
Editor

... r r flatc

PERMTs5IO GtANTD
C

AND APPROPRIATE CREDIT
Microbielogy
rtment

r

Sien ENT J1)ENTI

I
-II-ô IV-S,\I 2O(I O

P. 02SEP-t1-2DOT 1-3:40 1S2 T76 9106




