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Résumé

Les fimbriae sont des structures protéiques extracellulaires retrouvées chez une
vaste diversité de bactéries. Ces structures ont fait 'objet de nombreuses études et sont
maintenant reconnus pour leur implication dans l'adhésion et l'invasion aux cellules
eucaryotes, mais aussi dans la production de biofilms. Ils sont groupés selon leur voie de
sécrétion. Certains utilisent une machinerie spécifique et individuelle, c’est le cas des pili
de type 1V, tandis que d’autres utilisent la voie de sécrétion générale suivit d’'une voie
spécifique telle que la voie du chaperon-placier (« Chaperon Usher Pathway ») (fimbriae
CUP) ou la voie de nucléation précipitation (« nucleation precipitation pathway ») (Curli).
Malgré toutes les connaissances actuelles concernant les fimbriae, trés peu d’'informations
sont disponibles quant aux fimbriae de Salmonella enterica sérovar Typhi (S. Typhi). Ce
pathogéne unique a 'homme est I'agent étiologique de la fieévre typhoide. Puisque les
fimbriae sont reconnus pour étre impliqués dans l'adaptation a I'héte, nous avons décidé
d’étudier davantage I'arsenal fimbriaire de S. Typhi, dans I'espoir d’identifier des facteurs
de virulence uniques a S. Typhi et impliqués dans la ségrégation de I'h6te. La souche S.
Typhi ISP1820 posséde 14 opérons codant pour des systemes d’adhésion, mais plusieurs
contiennent des pseudogenes et leur expression n’a jamais été observée in vitro. Afin
d’étudier les systéemes d’adhésion de S. Typhi, nous avons supprimé chaque opéron du
génome individuellement et cumulativement a 1'aide une technique de mutagénese par
échange allélique. Ainsi, nous avons testé chaque mutant individuel et la souche mutante
pour tous les systemes d’adhésion dans plusieurs essais tels que des infections de cellules

épithéliales et de macrophages, de mobilité et de formation de biofilm. Nous avons aussi
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évalué I'expression des fimbriae lors de différentes conditions de croissance en laboratoire
par RT-PCR. Tous les tests réalisés nous ont permis de découvrir que plusieurs opérons
fimbriaires de S. Typhi sont opérationnels et utilisés pour différentes fonctions par la

bactérie.

Mots-clés : Salmonella enterica sérovar Typhi, fimbriae, systémes d’adhésion, pili
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Abstract

Fimbriae are extracellular proteinaceous appendages found in many bacteria.
They are widely studied and believe to be implicated in several cellular functions such as
adhesion, invasion of eukaryotic cells, and biofilm production. They are classified
depending on their pathway of secretion: some, like type IV pili, use self-specific
machinery, while others use the general secretory pathway followed by their own
assembly pathway such as the Chaperon Usher Pathway (CUP fimbriae) and the nucleation
precipitation pathway (curli). Despite everything that is known about these structures,
little has been discovered regarding fimbrial systems of Salmonella enterica serovar Typhi
(S. Typhi). This pathogen is a human restricted serovar and the etiological agent of typhoid
fever. Since fimbriae have been implicated in host adaptation, we have decided to further
study S. Typhi fimbrial arsenal in the hope of uncovering virulence factors unique to S.
Typhi and implicated in host specificity. The S. Typhi ISP1820 strain carries 14 operons
encoding for fimbrial structures, but many are believed pseudogenes or are not expressed
in vitro. In order to study these different adhesion systems in S. Typhi, we have deleted
each one individually and cumulatively by allelic exchange mutagenesis. Hence, we have
tested every individual mutation and the mutant strain deprived of all 14 operons in many
different assays including epithelial cell and macrophage infection, mobility, and biofilm
formation. We also evaluate expression during growth under laboratory conditions by RT-
PCR. These experiments have allowed us to discover that many of S. Typhi fimbriae are

functional, expressed, and used by the bacteria in many different processes.
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Introduction

1. Généralités sur les fimbriae

1.1. Historique

Les fimbriae sont des structures protéiques filiformes retrouvées a la surface des
bactéries et plus souvent des bactéries a Gram négatif (49). Dans la littérature, ces
structures sont aussi appelées pili. Cependant, une structure de surface est généralement
appelée fimbriae lorsqu’elle est impliquée en pathogenese et pili lorsqu’elle participe a la
conjugaison bactérienne. Dans cette étude, le terme fimbriae est préféré puisqu’il fut
attribué en premier (24, 49) et qu’il sera question d’observer I'effet de ces structures dans
la pathogenese.

Les fimbriae sont observés pour la premiere fois dans une publication de Hinterberger
et Reitman en 1901. Sur les photos d’une coloration de Bacillus anthracis, ils observent des
structures a la surface externe d’une culture vieille de trois semaines et posent I’hypothese
qu’il s’agirait de structures servant a capter des nutriments en milieu épuisé (91)

Ces appendices ont ensuite été décrits plus clairement par les Drs Houwink et van
[terson en 1950 (91). Dans une étude portant sur les flagelles, ils remarquent des filaments
plus courts et plus rigides sur des photos d’Escherichia coli (E. coli) (Fig. 1). Puisque ces
filaments sont présents plus souvent sur les cultures fixées a des surfaces abiotiques, ils
posent 'hypothese selon laquelle ces structures pourraient contribuer a I’adhésion.

Quelques années plus tard, les propriétés d’agglutination aux érythrocytes furent
les premiers indicateurs que Houwink et van Iterson avaient vu juste; les fimbriae, ainsi
nommeés par Duguid en 1955 (49) conférent des propriétés adhésives aux bactéries (71).
Depuis, plusieurs études ont été réalisées afin de mieux les caractériser, de les différencier

et de les regrouper.



Figure 1: Premiere observation et description des fimbriae d’'une culture d’E. coli. La
fleche noire pointe les fimbriae et la fleche blanche pointe les flagelles. Adapté de (91).

Plusieurs méthodes furent développées afin de détecter la présence des fimbriae a
la surface des cellules. Quelques-unes de ces méthodes sont trés bien connues et ont été
privilégiées par les chercheurs. D’abord, I'hémagglutination est une technique largement
utilisée qui consiste a soumettre des érythrocytes a la présence de bactéries.
L’agglutination observée révele la capacité des bactéries d’adhérer aux cellules sanguines.
Cette capacité d’adhérence expose la présence de structure d’adhésion a la surface de la

bactérie. La technique d’hémagglutination a permis de découvrir et de classer plusieurs

fimbriae particulierement chez les Enterobacteriaceae. Malgré les avantages de cette



méthode (peu onéreuse et peu fastidieuse), elle peut mener a des irrégularités selon les
techniques et le type d’érythrocytes utilisés (173).

Ensuite, I'agglutination de levures fut mise au point afin de révéler la présence de
fimbriae capables de se lier au mannose. En exposant une culture bactérienne a des
blastospores de Candida albicans ou des cellules de Saccharomyces cerevisiae qui possedent
tous les deux une paroi riche en mannose, il est possible d’observer de 'agglutination
seulement lorsque la bactérie présente des fimbriae pouvant lier le mannose (aujourd’hui
classé parmi les fimbriae de type 1). Un controle souvent effectué est I'ajout de D-mannose
qui inhibe I'agglutination permettant de confirmer que la liaison au mannose est bel et bien
a lorigine de I'agglutination. Cette technique présente également des lacunes puisque la
présence d’'une capsule bactérienne peut provoquer des résultats faux-positifs si la capsule
agglutine aux levures. Egalement, selon I'isotonicité de la solution utilisée, ’hydrophobicité
des fimbriae peut provoquer une autoagglutination (173).

Finalement, puisque les fimbriae procurent des propriétés d’adhésion aux
bactéries, I'essai le plus logique est d’évaluer I'adhérence a diverses cellules, culture de
tissu, section de tissu ou encore a des organes de mammiferes. Encore une fois, certains
parametres sont a prendre en considération et I'extrapolation de résultats est trés délicate.
Les nombreuses différences entre des essais in vivo et in vitro démontrent que les fimbriae
ainsi que la présence des récepteurs membranaires sont étroitement régulés (173).

L’ensemble des observations réalisées depuis ont permis de regrouper les fimbriae
a un ensemble de structures protéiques, dites non flagellaires, retrouvées a la surface des
bactéries a Gram négatif. Les organelles non flagellaires des bactéries a Gram négatif sont
maintenant divisées en cinq classes selon leurs voies de biogenese. On y trouve les
fimbriae empruntant la voie chaperon-placier (Chaperone-Usher Pathway (CUP)), les curli,

les pili de type IV, les systemes de sécrétion de type III (SST3) et les pili de sécrétion de



type 1V (SST4) (Fig. 2) (61). Cette étude se concentre sur les systemes d’adhésion de la
bactérie Salmonella enterica sérovar Typhi (S.Typhi). Les fimbriae CUP, les curli et les pili
de type IV sont discutés, mais les systémes de sécrétion de type III et IV ne sont pas
explorés de maniére approfondie. S. Typhi posséde aussi des SST1 et SST6 qui seront

abordés brieévement.
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Figure 2: Classes d’organelles non flagellaires retrouvées a la surface des bactéries a

Gram-négatif. Représentation schématique des différentes organelles retrouvées a la
surface des bactéries a Gram négatif. Tiré de (61) avec reproduction autorisée sans
permission selon une « creative commons license »

1.2. Fonction des fimbriae

Les fimbriae sont des structures présentes chez la famille des Enterobacteriaceae, mais
aussi chez de nombreux genres bactériens tels, Pseudomonas, Haemophilus, Bordetella,

Xylella, Burkholderia, Acinetobacter et Ralstonia (166). Pour tous ces genres bactériens, la



bactérie doit établir un contact avec les cellules de ’h6te afin de le coloniser. Ce contact est
assuré en partie par les fimbriae qui conférent des propriétés d’adhésion aux bactéries
(48). Les propriétés d’adhésion des fimbriae reposent sur leur capacité a reconnaitre et a
se lier a un récepteur présent a la surface des cellules hotes. Ce mécanisme d’adhésion
procure une spécificité d’hote ou de tissu pour la bactérie. Pour la plupart des fimbriae
répertoriés, le récepteur n’a pas encore été découvert. Cependant, quelques-uns sont bien
caractérisés. Par exemple, la souche E. coli UPEC exprime des fimbriae afin d’entrer dans
les cellules épithéliales de la vessie en adhérant aux a-D-mannose (41, 155, 198).

Bien que I'adhérence soit une étape clé a 'établissement de l'infection, les fimbriae
semblent étre impliqués a plusieurs autres niveaux dans la pathogenése. Chez Salmonella,
les fimbriae sont impliqués dans 'adhérence et I'invasion de I'épithélium intestinal (3, 30,
193) ainsi que dans la formation de biofilms (19, 114). D’autres études suggérent que les
fimbriae de Salmonella soient également impliqués dans la phase systémique de l'infection
(51, 113). Notamment, les fimbriae csg et saf de S. Typhi sont fortement exprimés dans les
macrophages humains lors d’infections de cellules in vitro (55). Des communautés
intracellulaires de bactéries comparable a des biofilms ont été observées et pourraient
impliquer I'action de certains fimbriae (132, 198)

Le pilus de type IV procure une adhérence a S. Typhi en se liant au « cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator » (CFTR) un récepteur exprimé en surface des
cellules épithéliales (124, 149, 186). Aussi, le pilus de type IV participe au phénomene de
« twitching motility » (176). Ce phénomeéne consiste a rétracter rapidement le filament
externe tout en restant attaché a la cellule hote, créant ainsi un rapprochement entre les
deux cellules (126). Les fimbriae de la famille « CUP » ne participent pas a la mobilité et

certains sont inter-régulés de maniére différentielle par rapport aux flagelles (160). Le



régulateur CsgD agit a la fois en tant qu’activateur de la transcription du fimbriae csg et en
tant que répresseur transcriptionnel de certains composants des flagelles (142).

Malgré l'ubiquité des fimbriae chez les bactéries pathogenes, beaucoup d’informations
sur leurs fonctions dans la virulence restent a découvrir. La complexité de leur régulation
(Section 2.2.) ne fait que confirmer l'importance du réle de ces structures dans la

pathogenese bactérienne.

1.3. Nomenclature des fimbriae

La tres large distribution des fimbriae présente un défi majeur a leur classification.
Leurs diverses propriétés d’adhésion furent d’abord ciblées afin de les classer en différents
groupes (71). Par la suite, c’est en analysant leurs structures protéiques qu’une
nomenclature fut établie (25, 48, 145). Une classification plus récente qui se basait sur le
diamétre des filaments a été proposée, mais trop de variations étaient observées a
I'intérieur d’'un méme groupe afin que cette classification soit valide (140, 146).

L’arrivée du séquengage a permis d’analyser les séquences des opérons fimbriaires
donnant lieu a une nouvelle nomenclature. Puisqu'un opéron fimbriaire possede en
général de 3 a 7 génes, mais qu'il présente toujours 1 seul placier, la nouvelle classification
est basée sur les séquences génétiques des placiers. En comparant tous les placiers
d’opérons fimbriaires connus, la plupart découverts in silico, un arbre phylogénétique a été
établi (Fig. 3). Cet arbre classe les fimbriae en 6 clades définis par les lettres grecques a, f3,
Y, k, T et 0. Ensemble, ces 6 clades forment la famille des protéines placiers fimbriaires
« fimbrial usher proteins » (FUP family) (140). Malgré que cette nouvelle classification soit
acceptée par la communauté scientifique, plusieurs termes venant d’anciennes
nomenclatures sont encore largement utilisés, tels fimbriae de type 1 (48) et pili de type IV

(145).
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Figure 3: Arbre phylogénétique de la famille des protéines placiers fimbriaires. Les
fimbriae d’'intérét dans I'étude sont associés aux clades y1- (bcf, fim, stg, sth), y3- (saf, sef),
v4- (sta, stb, stc), m- (std, ste) ainsi que le clade a-(tcf). Adapté de (140)

1.4. Organisation des opérons fimbriaires

Comme mentionné précédemment, les opérons fimbriaires ont été pour la plupart
découverts lors d’analyses in silico et chez S. Typhi ce fut lors du séquencage du génome
(147, 184). En effet, en se basant sur les séquences fimbriaires connues, il est possible de
déduire I'existence de nouveaux fimbriae par homologie. Les genes composant I'opéron
fimbriaire sont aussi, trés souvent, disposés dans un ordre précis.

L’opéron ancestral tel que défini par Nuccio et Baumler (140) se caractérise par la
présence de 4 cadres de lecture. Puisqu'ils sont tous organisés en opérons, ces quatre 4
genes sont sous le contréle d’'un méme promoteur, situé en amont du premier géne. Sur cet

opéron ancestral, le premier cadre de lecture code pour la sous-unité majeure du fimbriae,



la piline. Le géne suivant code pour le chaperon suivi du placier et ensuite vient le géne
codant l'adhésine. A partir de cette organisation ancestrale, les opérons ont subis de
nombreux remaniements et c’est ce qui a fait en sorte, qu’aujourd’hui, certains opérons
arborent 3 ou méme plus de 7 genes. Aussi 'ordre dans lequel ils se succedent sur le

génome a parfois été modifié (Fig. 4).
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Figure 4 : Evolution de la structure de l'opéron fimbriaire ancestrale selon les
familles phylogénétiques. Les fimbriae d’intérét dans I’étude sont associés aux clades y1-
(bcf, fim, stg, sth), y3- (saf, sef), y4- (sta, stb, stc), m- (std, ste) ainsi que le clade a-(tcf ).
Adapté de (140)

En plus des 4 génes constituant 'opéron ancestral, certains fimbriae présentent des
génes supplémentaires assurant des fonctions diverses. L'opéron de type 1 (fim) d’E. coli
en est un exemple. Ce dernier possede des protéines servant d’ancrage a I'adhésine. Aussi,

en plus des sous-unités majeures, certains opérons fimbriaires ont des sous-unités

mineures. Dans d’autres cas, plus d’'une protéine chaperonne peuvent étre présentes dans



un méme opéron cependant, ces protéines sont souvent pseudogenes. Certains opérons
peuvent aussi contenir des génes codant pour des protéines de régulation servant a réguler
I'expression du fimbriae, mais pouvant également étre impliquées dans d’autres systemes
de régulation (140).

Les opérons fimbriaires sont des éléments qui conférent généralement un avantage aux
bactéries. Par leur capacité a reconnaitre différents récepteurs sur différents types
cellulaires, ils permettent a celles-ci de coloniser différents hotes qui ne sont pas
accessibles aux bactéries non pathogeénes. Actuellement, I'hypothése acceptée de la
communauté scientifique veut que ces éléments aient été incorporés dans le génome de la
bactérie via un transfert horizontal contribuant ainsi a différencier chaque souche
pathogene des souches non pathogenes. Chez la bactérie Salmonella, de grandes régions du
chromosome appelées ilots de pathogénicité ou SPI (« Salmonella Pathogenicity Island »)
ont été acquises lors d’'un transfert horizontal (151). Plusieurs observations soutiennent
cette hypothése. Notamment, le pourcentage en Guanine et Cytosine (GC) de ces régions est
différent du pourcentage en GC du génome complet de la bactérie (76, 77). Aussi, ces SPIs
sont souvent retrouvés dans des régions appelées « hotspot» d’insertion, flanqués de

recombinases et de transposases et pres de beaucoup de séquences d’ARNt.

1.5.  Structure protéique des fimbriae

A la surface, les fimbriae sont des micro-fibrilles protéiques larges de 2 a2 8 nm de
diametre et de longueurs diverses, mais toujours plus courts et rigides que les flagelles.
Cependant, chaque type de fimbriae présente une structure individuelle et spécifique
(105). Ces filaments sont habituellement constitués d’au moins 3 protéines distinctes. Le
filament est non ramifié et constitué d'une succession de la méme protéine; la sous-unité

majeure. Cette derniere differe légerement selon l'espece bactérienne, mais présente
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toujours un poids moléculaire de 12 a 20 kDa (190). A 'extrémité distale du filament se
trouve une protéine dite adhésine qui est généralement responsable des propriétés
d’adhésion puisqu’elle reconnait un récepteur spécifique chez les cellules hotes. DG aux
différences entre les sous-unités majeures ainsi que les adhésines de chaque fimbriae,
certains filaments sont plus longs et minces, d’autre sont plus courts et solides, mais tous
sont oligomériques et ancrés dans la membrane externe par une protéine
transmembranaire d’environ 90 a 95 kDa; le placier. Une quatrieme protéine, le chaperon,
méme si non-associée directement a la structure extracellulaire est essentielle a
I'assemblage des fimbriae. Elle est située dans l'espace périplasmique et permet le
transfert sécuritaire des sous-unités majeures et des adhésines entre la membrane interne
et le placier. Ce mécanisme d’assemblage sera vu en détail a la section suivante (Section
1.6.).

Dans certains cas, les fimbriae peuvent présenter plusieurs protéines différentes a leur
extrémité. Par exemple le fimbriae de type 1 chez E.coli et Salmonella posséde trois
protéines a son extrémité : FimH, Fiml et Fim], mais seul FimH sert d’adhésine. Les deux
autres sont des protéines qui servent d’intermédiaires entre la sous-unité majeure et
I'adhésine (Fig. 2.) (1, 100, 108, 157). Chaque espéce bactérienne a son propre répertoire
de fimbriae. Une bactérie peut posséder divers types de fimbriae dans son génome. Ceux-ci
peuvent étre exprimés en plusieurs exemplaires chacun. On observe parfois de 100 a 1000
filaments du méme fimbriae par cellule. Les mécanismes qui déterminent la quantité de
chaque fimbriae a la surface ainsi que la localisation de ceux-ci sur la bactérie demeurent

inconnus.



11

1.6. Biogenese des fimbriae

Dans le cas des fimbriae CUP, I'exportation des protéines a la surface et la construction
des filaments est assurée dans un premier temps par le systeme de translocation SecYEG
(« general secretory pathway ») conservé chez un grand nombre de bactéries et également
chez les cellules eucaryotes (46, 47). Ce complexe protéique forme un pore de 20 a 25 A de
diamétre, dans la membrane cytoplasmique (46) et permet la sécrétion de différentes
protéines dans le périplasme ainsi que I'insertion de protéines dans la membrane interne.
Cette structure est aussi appelée translocon et n’est pas spécifique a la sécrétion de
protéines fimbriaires. Lorsqu’il s’agit de protéines insérées dans la membrane interne,
elles sont transloquées de maniere co-traductionnelle. Cependant, lorsqu’il s’agit de
protéines sécrétées dans le périplasme elles sont transloquées de maniére post-
traductionnelle (47).

Le choix de la voie co- ou post-traductionnelle se réalise lorsque la chaine peptidique
naissante sort du ribosome. Si le peptide sortant du ribosome est trés hydrophobe, il y aura
association avec un signal de reconnaissance particulaire (« signal recognition particle »
SRP). Si tel est le cas, cette association entre la chaine naissante et le SRP provoquera un
ralentissement ou un arrét de la synthése. Ce temps d’attente permet au complexe SRP-
ribosome-chaine naissant de s’associer a la membrane interne via la protéine ancrée FtsY.
Cette protéine veille a l'association entre le ribosome et le translocon SecYEG. La
traduction peut ainsi se poursuivre permettant I'ancrage de la protéine dans la membrane
interne.

Dans le cas des peptides naissants qui ne présentent pas une haute hydrophobicité, ils
seront liés a un facteur déclenchant (« trigger factor »). C’est ce qui se produit avec les
protéines fimbriaires. Ce facteur déclenchant empéche la liaison au SRP, ce qui provoque la

traduction complete de la protéine dans le cytoplasme. Une fois synthétisées, les
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préprotéines seront maintenues en conformation non repliée par les protéines SecB. C’est
également ces protéines qui entrainent l'association entre la protéine non repliée et le
translocon SecYEG. Dans le cytoplasme, le translocon expose SecA, une protéine qui permet
le passage des préprotéines non repliées dans le pore transmembranaire au moyen d’ATP
(47).Toutes les protéines fimbriaire doivent étre sécrétées par ce systeme. Le chaperon et

le placier ne font pas exception.

1.6.1. Lavoie CUP

Dans le périplasme, les différentes protéines des fimbriae (sous-unités majeure et
adhésine) sont reconnues puis repliées par la protéine chaperonne. Celle-ci viendra insérer
un brin-f appelé G1 dans le sillon P5 de la sous-unité venant ainsi complémenter le
repliement incomplet de la protéine et protéger sa région hydrophobe. Cette opération se
nomme la complémentation par le brin donneur (« donor strand complementation » DSC)
(31, 164). Le chaperon est ensuite recruté au placier et l'association du complexe
chaperon-adhésine provoque un changement de conformation du placier. Ce changement
confere au placier un état propice a l'assemblage du fimbriae (168). Les placiers
fonctionnent en dimere. Un seul présente un pore ouvert, I'autre participe au recrutement
des complexes chaperon-adhésine/sous-unité (Fig. 6) (116, 120, 125, 154).

Les complexes chaperon-adhésine sont ceux ayant la plus grande affinité pour le
placier. Par conséquent, 'adhésine sera introduite dans le placier en premier puis les sous-
unités majeures suivront assurant ainsi sa position a I'extrémité du fimbriae (44, 153, 154,
167, 168). Cette grande affinité vient du fait que 'adhésine, une protéine similaire aux
sous-unités, possede aussi une extrémité N-terminale servant de récepteur (9). Cette
portion N-terminale permet une association plus forte au placier (9). Les autres sous-
unités, mémes si dépourvues de brins servant de récepteur peuvent s’associer au placier,

mais moins fortement. Aussi, c’est ce méme brin N-terminal qui permet le repliement



13

indépendant de l'adhésine dans le périplasme. Celui-ci s’insére directement dans son
propre sillon P5. Cette protéine ne nécessite donc pas le chaperon pour son repliement ni
pour la complémentation. L’adhésine s’associe tout de méme au chaperon pour optimiser
le recrutement au placier et permettre la suite de la polymérisation (9).

Lors de la polymérisation, I'extrémité N-terminale (résidu P5) d’'une nouvelle sous-
unité vient s’insérer dans le sillon de la sous-unité précédente et remplace ainsi le brin-f3
du chaperon. Ce processus se nomme échange du brin donneur (« donor strand exchange »
DSE) (153, 165, 203) et est aussi appelé « Zip-in Zip-out » puisqu’au fur et 3 mesure qu’'une
extrémité N-terminal insert son résidu P5 dans la pochette P5 du sillon de la sous-unité
précédente, le brin-f# du chaperon glisse vers l'extérieur mimant ainsi le fonctionnement
d’une « fermeture éclaire » (Fig. 5) (153).

Une fois la polymérisation en cours, aucune adhésine ne sera incorporée dans le
filament puisque la portion N-terminale servant de récepteur ne peut s’insérer dans le
sillon de la sous-unité précédente. Ce mécanisme limite les fimbriae a une seule adhésine
par filament et celle-ci est localisée a l'extrémité distale seulement. Ce processus de
polymérisation ne nécessite pas d’ATP. L'énergie libérée lors du repliement des sous-
unités, lorsque celles-ci sont reldchées par le chaperon, semble étre appropriée et
suffisante afin de stimuler la polymérisation du filament (61). C'est un processus tres

efficace qui s’effectue en termes de minutes (139, 153, 189).

Dans le cas du fimbriae pap chez E. coli, 'arrét de la polymérisation est causée par
I'incorporation d’une sous-unité (PapH) ne présentant pas la « pochette P5» dans son
sillon (6, 139, 188). Le DSE ne peut donc plus avoir lieu. Pour les autres fimbriae sécrétés
par la voie CUP, l'arrét de la polymérisation est un phénomeéne encore inconnu. Une

régulation de la quantité de sous-unité majeure au niveau transcriptionnel ou
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traductionnel pourrait étre en cause. La présence d'une protéine homologue a PapH

pourrait aussi étre impliquée.

Adhésine

Complexe
chaperon-
sous-unité

Périplasme

Figure 5 : Représentation schématique de la biogenese des fimbriae de la voie CUP.
ME : Membrane externe, MI : Membrane interne Adapté de (60).
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1.6.2. Curli

Le fimbriae agrégatif, aussi appelé curli, est codé par deux opérons adjacents et
transcrits de maniére divergente. D’une part, csgBAC code pour une protéine associée a la
membrane externe CsgB qui permet la précipitation des sous-unités majeures CsgA ainsi
qu’'une protéine périplasmique CsgC dont la fonction est encore inconnue (28, 69, 79).
D’autre part, I'opéron csgDEFG code pour une protéine formatrice de pores dans la
membrane externe CsgG (156). Les protéines CsgE et CsgF sont des protéines accessoires
périplasmiques pouvant interagir avec CsgG (156). CsgD est un régulateur transcriptionnel
positif de csgBAC (8) qui participe aussi a la régulation globale modulant plusieurs voies de
signalisation chez S. Typhi (20, 142).

La biogeneése du curli débute, tout comme la voie CUP, par la sécrétion a travers la
membrane interne via le systéme secYEG de toutes protéines Csg a l'exception du
régulateur CsgD. Une fois dans le périplasme, les protéines CsgG sont prises en charge par
le systeme de transport LOL (« lipoprotein outer-membrane localization ») (54, 134) afin
d’étre insérées de maniere a former un pore dans la membrane externe. La protéine CsgF
est insérée dans la membrane et associée a CsgG. Elle expose une extrémité a I'extérieur
qui sert a diriger la localisation de CsgB ainsi que la polymérisation des sous-unités CsgA
(28, 54, 80, 137). Il apparait que la protéine CsgE pourrait servir de chaperon a la protéine
CsgA lorsque celle-ci se trouve dans le périplasme (136). Dans le milieu extracellulaire, la
protéine CsgA est soluble, mais elle est rapidement polymérisée via la voie « nucleation
precipitation pathway» (16, 121). Lors de cet assemblage, les sous-unités CsgA vont

précipiter et polymériser a CsgB pour former un agrégat protéique insoluble (Fig. 6) (79).
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Figure 6 : Représentation schématique de la biogenése du systeme d’adhésion Curli
par la voie de « nucleation precipitation pathway » ME : Membrane externe, MI :
Membrane interne.
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1.6.3. PilitypelV

La voie de sécrétion des pili de type IV est tres différente de la voie CUP et de curli.
D’abord parce qu’elle nécessite de I'’ATP comme source d’énergie, ensuite parce que la
structure des pili reste connectée aux deux membranes (externe et interne) de la bactérie
(Fig. 7). C’est cette connexion qui permet au pilus d’étre rétracté rapidement a I'intérieur
de la cellule lors du phénomeéne de « twitching motility » (126, 176). Les sous-unités
principales du pilus sont codées par pilS et sont appelées prépilines. Ces dernieres, une fois
dans le périplasme, sont clivées par une peptidase (PilU) localisée dans la membrane
interne, puis sécrétées par un pore, la sécrétine, a travers la membrane externe (35). Le
glissement du pilus vers I'extérieur de la cellule par le pore de la sécrétine permet le
recrutement, dans le périplasme, d’'une nouvelle prépiline. La pilotine est une autre
protéine insérée dans la membrane externe qui pourrait participer a la localisation ainsi
qu’a la stabilisation de la sécrétine (61). Les ATPases nécessaires a I'assemblage ainsi qu’a
la rétraction du pilus sont dans le cytoplasme, mais associées a une protéine servant de

plateforme dans la membrane interne (Fig. 7)
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Figure 7: Représentation schématique du mécanisme d’assemblage du pilus de type
IV et des protéines impliquées localisées dans la membrane interne (MI) et dans la

membrane externe (ME).



2. Les fimbriae de S. Typhi

19

Les salmonelles possédent un répertoire unique de fimbriae spécifique a chaque

sérovar. La bactérie S. Typhi possede 14 opérons de type fimbriaire. Ces derniers ont tous,

a l'exception du fimbriae de type 1 (fim) été découverts par analyse in silico (184). Parmi

ces 14 opérons, 12 sont des fimbriae exprimés par la voie CUP (bdf, fim, saf, sef, sta, stb, stc,

std, ste, stg, sth et tcf), 1 fimbriae est dit agrégatif (curli, csg) et un dernier opéron code

pour un pilus de type IV (pil) (Fig. 8). Chez les fimbriae CUP on retrouve des membres du

clade y1- (bcf, fim, stg, sth), y3- (saf, sef), Y4- (sta, stb, stc), m- (std, ste) ainsi que le clade a-

(tcf) (Fig. 3).
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Figure 8: Localisation et organisation des différents opérons fimbriaires du génome
de S. Typhi CT18. Chaque fleche représente un géne. Les fleches fractionnées représentent
des pseudogénes. Chaque opéron est représenté selon sa localisation dans le génome de S.

Typhi. Adapté de (94).
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Certains opérons fimbriaires se retrouvent sur des SPIs. L’'opéron safAEBCD (112)
et 'opéron tcfABCD (184) se situent sur le SPI-6. L’'opéron sefABCD se retrouve sur le SPI-
10 de S. Typhi. Tandis que 'opéron codant pour un pili de type IV (pil) se situe sur le SPI- 7
(147, 158). Parmi ceux-ci, seul 'opéron sefABCD présente un ratio de GC qui differe
beaucoup de celui du génome de S. Typhi, soit 35 % (sef) par rapport a 51,9 % (S. Typhi
souche CT18). Méme si la plupart des fimbriae de S. Typhi ne sont pas localisés sur des
SPIs, une majorité d’entre eux, tout comme les SPIs, sont retrouvés prés de génes qui
codent pour des transposases, des intégrases, des séquences d’insertions (IS) ou des ARN-t.

Le répertoire spécifique de fimbriae de S. Typhi se distingue de celui de S.
Typhimurium par la présence de 5 opérons uniques au sérovar Typhi (sef, sta, ste, stg et
tcf), mais aussi par la présence du SPI-7 codant pour les pili de type IV et la capsule Vi qui
sont absents chez S. Typhimurium. Parmi tous ces opérons quelques uns contiennent des
pseudogenes (bcf, sef, ste, stg et tcf) (Tableau I). Une description détaillée de chaque opéron

fimbriaire de S. Typhi est présentée dans le tableau I.
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Tableau I : Description générale de chacun des opérons fimbriaires de S. Typhi. Détail pour chaque cadre de lecture ouvert
(ORFs) ainsi que leur fonction associée (Les fonctions ont été attribuées selon les données retrouvées dans la littérature ainsi que
par homologie de séquence)

Opéron Longueur (pb) % GC ORFs Longueur Poids Mol. Fonction
bef 6743 52 7 bcfA 543 pb 18.17 kDa Recombinase (Paralogue de FimA chez E.coli )
bcfB 687 pb 25.52 kDa Chaperonne
bcfC 2622 pb 94.64 kDa Placier (Pseudogene)
bcfD 1008 pb 35.97 kDa Adhésine
bcfE 546 pb 19.49 kDa Sous-unité
befF 519 pb 17.72 kDa Sous-unité mineure
bcfG 705 pb 26.06 kDa Chaperonne (Pseudogéne)
csg 4449 44 7 csgB 456 pb 16.26 kDa Sous-unité mineure (ancrage et agglutination)
csgA 456 pb 15.31 kDa Sous-unité majeure
csgC 327 pb 11.71 kDa Protéine périplasmique (fonction inconnue)
csgD 627 pb 23.82 kDa Régulateur transcriptionel (DNA binding)
csgE 396 pb 15.15 kDa Chaperonne
csgF 417 pb 15.16 kDa Protéine membranaire (stabilisation/localisation)
csgG 834 pb 34.99 kDa Pore membrane externe (assemblage/transport)
fim 9183 50 10 fimA 555 pb 18.80 kDa Sous-unité majeure (Piline)
fiml 534 pb 18.97 kDa Sous-unité majeure (Pseudogene)
fimC 693 pb 24.94 kDa Chaperonne
fimD 2613 pb 95.13 kDa Placier
fimH 1008 pb 36.11 kDa Adhésine
fimF 519 pb 17.99 kDa Sous-unité mineure
fimZ 633 pb 23.53 kDa Régulateur transcriptionnel positif
fimY 723 pb 27.79 kDa Régulateur transcriptionnel positif
STY 0599 312 pb 11.43 kDA Fonction inconnue
fimW 597 pb 23.43 kDA Régulateur transcriptionnel négatif




Opéron Longueur (pb) % GC ORFs Longueur Poids Mol. Fonction
pil 13186 54 15 pill 1245 pb 43.87 kDa Protéine Exportée (Putative)
pilM 365 pb 15.04 kDa Protéine Exportée (Putative)
pilN’ 426 pb 15.34 kDa Lipoprotéine homologue de pilN
STY4541(N) 1256 pb 44.29 kDa Protéine d'assemblage du pili
pilo 1296 pb 48.03 kDa Protéine d'assemblage du pili
pilP 471 pb 15.91 kDa Protéine d'assemblage du pili
pilQ 1716 pb 62.91 kDa Protéine se liant aux nucléotides
pilR 1086 pb 40.08 kDa Protéine membranaire
pilS 636 pb 21.64 kDa Prépiline
pilT 477 pb 17.96 kDa Protéine membranaire
pilU 663 pb 24.33 kDa Prépiline peptidase
pilv 1308 pb 46.44 kDa Prépiline
pilv2 261 pb 9.35 kDa Prépiline (extrémité C-Terminal Alternative)
rci 1152 pb 43.51 kDa Recombinase
pilK 468 pb 18.23 kDa Protéine exportée (Putative)
saf 4967 50 5 safA 495 pb 17.38 kDa Sous-unité majeure
safE 553 pb 17.27 kDa Sous-unité (Pseudogene)
safB 741 pb 26.66 kDa Chaperonne
safC 2511 pb 91.44 kDa Placier
safD 471 pb 17.01 kDa Adhésine
sef 4351 35 4  sefA 494 pb 16.93 kDA Adhésine (Pseudogéne)
sefB 753 pb 28.48 kDa Chaperonne
sefC 2517 pb 92.23 kDa Placier
sefD 443 pb 16.25 kDa Sous-unité majeure (Pseudogéne)
sta 7148 49 7 staA 585 pb 19.99 kDa Sous-unité majeure
staB 735 pb 26.86 kDa Chaperonne
staC 2592 pb 94.66 kDa Placier
staD 567 pb 19.66 kDa Sous-unité
staE 615 pb 21.46 kDa Fonction inconnue
staF 597 pb 21.42 kDa Sous-unité
staG 1176 pb 42.55 kDa Adhésine
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Opéron Longueur (pb) % GC ORFs Longueur Poids Mol. Fonction
stb 5960 51 stbA 537 pb 18.36 kDa Sous-unité majeure
stbB 780 pb 28.04 kDa Chaperonne
sthC 2563 pb 94.53 kDa Placier
stbD 1326 pb 47.40 kDa Placier (chez S. Typhimurium)
StbE 759 pb 28.54 kDa Chaperonne
stc 4796 44 stcA 531 pb 18.68 kDa Sous-unité majeure
stcB 684 pb 25.23 kDa Chaperonne
stcC 2490 pb 92.30 kDa Placier
stcD 1008 pb 36.47 kDA Adhésine (Fonction inconnue)
std 3974 59 stdA 581 pb 20.23 kDa Sous-unité majeure
stdB 2490 pb 89.85 kDa Placier
stdC 744 pb 27.54 kDa Chaperonne
ste 5697 53 steA 588 pb 19.79 kDa Sous-Unité fimbriaire (Pseudogene)
steB 2700 pb 98.64 kDa Placier
steC 773 pb 28.51 kDa Chaperonne
steD 507 pb 17.67 kDa Sous-Unité fimbriaire
steE 471 pb 16.80 kDa Sous-Unité fimbriaire
steF 537 pb 18.83 kDa Sous-Unité fimbriaire
stg 5007 49 stgA 576 pb 19.63 kDa Sous-unité majeure
stgB 699 pb 25.85 kDa Chaperonne
stgC 2535 pb 92.63 kDa Placier (Pseudogéne)
stgD 1068 pb 38.02 kDa Adhésine
sth 5582 48 sthA 546 pb 18.95 kDa Sous-unité majeure
sthB 684 pb 24.83 kDa Chaperonne
sthC 2534 pb 89.87 kDa Placier (Pseudogéne)
sthD 558 pb 19.43 kDa Adhésine
SthE 1085 pb 38.74 kDa Protéine fimbriaire (Pseudogéne)
tef 5235 51 tcfA 711 pb 25.69 kDa Chaperonne
tcefB 576 pb 20.29 kDa Sous-unité majeure
tefC 2688 pb 97.73 kDa Placier
tcfD 1080 pb 39.75 kDa Adhésine
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2.1. Implication des fimbriae de S. Typhi dans la virulence

S. Typhi posséde son propre répertoire de fimbriae et 5 des opérons fimbriaires
présents chez S. Typhi (sef, sta, ste, stg et tcf) sont absents dans le sérovar Typhimurium. Ce
dernier peut infecter 'humain, mais ne peut pas causer d’infection systémique. Plusieurs
ont posé '’hypothése que la clé permettant au sérovar Typhi d’infecter systémiquement
’humain résidait dans ces fimbriae uniques. A I'exception du fimbriae de type I, fim, les
fimbriae de S. Typhi n’ont jamais été observés. Plusieurs provoquent néanmoins des effets
observables lors d’'infection in vitro ou in vivo (Tableau II). De plus, plusieurs opérons
fimbriaires de S. Typhi présentent des pseudogenes et sont par conséquent réputés non-
fonctionnels (bcf, sef, ste, sth, stg et fim) (Tableau I). Toutefois, malgré la présence
occasionnelle d’au moins un pseudogene, plusieurs de ces fimbriae participent a la
virulence lors de l'infection. En effet, des anticorps contre bcf, stb, tcf et csg ont été
retrouvés dans le sérum de patients atteints de la fievre typhoide (83). De plus, une
mutation du fimbriae stg provoque une diminution dans 'adhésion aux cellules épithéliales
lors d’essai in vitro (58). Finalement le fimbriae de type 1 est impliqué dans I'adhésion et
I'invasion de cellules épithéliales (163). Un résumé des observations relatives aux fimbriae
de S. Typhi ayant un réle dans la virulence est présenté au Tableau Il et la figure 9 détaille

les organelles extracellulaires discutées dans cette étude.
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Tableau II : Systemes d’adhésion de S. Typhi pour lesquels un réle dans la virulence a
été observé. Adapté de (60)

Structure de Observé chez
surface

Roéle dans la virulence Observé chez S . Typhi ) .
d’autres sérovars

Association au mannose, adhésion et invasion de
cellules épithéliales

Satta 1993 Althouse 2003
Fim
Biofilms Boddicker 2002

Sth Infection prolongée chez la souris Lawley 2006

Sef Interactions avec les macrophages Edwards 2000

Se lie au a(1,2)fucose Chessa 2009
Std

Persistance intestinale chez la souris Weening 2005

Séroconversion Harris 2006
Csg
Biofilms Ledeboer 2006
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Figure 9: Structures de surface de S. Typhi discutées dans ce mémoire. Les
protéines d’adhésion sont représentées en jaune, les protéines membranaires en
cyan et les protéines provenant de pseudogénes en bleu foncé. Les 12 membres de
la famille CUP sont représentés selon des observations antérieures (162) ou selon
des observations de leurs homologues chez E. coli K12 (105) ME: Membrane
externe, PG : Peptidoglycane, MI : Membrane interne. Adapté de (60).
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2.2. Régulation des fimbriae chez S. Typhi

La régulation des fimbriae de S. Typhi est peu connue. Cependant, E. coli et S.
Typhimurium ont permis d’élucider certains mécanismes de régulation des fimbriae. In
vitro, dans un bouillon LB, les fimbriae ne sont généralement pas exprimés (93, 123), a
I'exception de 'opéron fim (93, 105). La régulation s’effectue a plusieurs niveaux. D’abord,
les conditions environnementales peuvent influencer 'expression des fimbriae. La réponse
aux stress environnementaux agit sur 'expression fimbriaire. Le facteur sigma de réponse
générale au stress RpoS est un activateur de transcription de csgD (143). Le type de
régulation le plus fréquemment observé s’effectue au niveau transcriptionnel et implique
la liaison de protéines régulatrices dans la région promotrice des opérons. Les protéines
régulatrices impliquées peuvent étre retrouvées a proximité sur le génome tel que FimY-Z
et W qui régulent tous les trois 'expression du fimbriae fim. D’'une part, FimY et FimZ
régulent positivement l'expression de fimA et d’autre part, FimW régule négativement
I'expression du fimbriae fim (181, 182, 199). Certains régulateurs métaboliques sont
également impliqués dans la régulation fimbriaire comme les protéines Lrp (« Leucine-
responsive regulatory protein ») et Crp (« Cyclic AMP receptor ») (5, 128, 131).

La topologie de 'ADN peut aussi étre un facteur qui influence I'expression des genes.
Certaines protéines contribuent au surenroulement de maniere globale influengant ainsi
I'expression de plusieurs génes (144) et par conséquent les opérons fimbriaires (34). La
gyrase et la topoisomérase | travaillent de maniére divergente et peuvent tous les deux
influencer la transcription des fimbriae (179). D’'une maniere plus spécifique, la topologie

de '’ADN peut étre modifiée localement et influencer la transcription d'un seul géne. Les
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protéines H-NS, LeuO, IHF et Fis peuvent toutes influencer l'initiation de la transcription de
I’ADN. Chez E.coli K12 et S. Typhimurium, H-NS est un régulateur négatif de plusieurs
fimbriae (67, 105, 128). Un mutant H-NS chez E. coli K12 provoque l'expression de
plusieurs fimbriae in vitro dans un milieu LB (105). La protéine LeuO peut interagir avec
I’ADN dans les mémes régions que la protéine H-NS prévenant ainsi I'action inhibitrice d'H-
NS et permettant la transcription des génes inhibés par H-NS (175). Ce mécanisme a déja
été observé chez S. Typhi mais, pour I'instant, aucune étude ne démontre que LeuO est un
anti-inhibiteur direct de la transcription des fimbriae. La protéine IHF est un régulateur
positif de 'expression des fimbriae. Elle peut provoquer un changement de topologie de
I’ADN de maniere a empécher la liaison de H-NS ce qui favorise la liaison avec 'ARN
polymérase (34, 67, 142). Finalement, Fis peut interagir avec I’ADN et agit parfois en tant
que répresseur et d’autres fois en tant qu’activateur. Il est un répresseur de I'expression
fimbriaire, mais un activateur nécessaire pour la formation de biofilms (73, 161, 170).

La variation de phase est aussi une méthode de régulation qui permet aux cellules
d’alterner entre un état fimbriaire et afimbriaire. Chez E. coli, la transcription de 'opéron
fim dépend de l'orientation du promoteur de fimA (52). Des recombinases site spécifique
propre a 'opéron fim, FimB et FimE, peuvent inverser le promoteur de fimA grace a deux
séquences reconnues de 9pb inversées, situées en amont et en aval du promoteur de fimA
(64,99, 101).

La méthylation de 'ADN est également impliquée dans la régulation des fimbriae. Ce
phénomene a d'ailleurs été démontré pour le fimbriae pap chez E. coli ainsi que pef et std
chez S. Typhimurium (7, 18, 138). Le second messager, diGMP cyclique, est aussi impliqué

dans la régulation de certains fimbriae. Chez Salmonella et E. coli, on observe que
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I'expression des fimbriae ainsi que la production de biofilms sont favorisés en présence
d'une forte concentration de diGMPc (97, 174). Aussi, de l'inter-régulation entre les
fimbriae pap et fim a été démontrée chez E. coli. Chez E. coli, PapB peut inhiber I'activité de
FimB empéchant ainsi 'expression de I'opéron fim (88).

Récemment, la régulation au niveau post-transcriptionnel a aussi été démontrée pour
le régulateur CsgD chez E. coli. De petits ARN (sRNA) peuvent se lier a I'extrémité 5’ de
I’ARMm de csgD. Jusqu'a maintenant, les SRNA OmrA, OmrB, GcvB, McaS et PrpA ont été

identifiés en tant que répresseurs de la traduction de csgD (20, 89, 130, 180).
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3. Salmonella

3.1. Généralités sur les salmonelles

Le nom du genre Salmonella fut attribué en 1900, en 'honneur du chercheur ayant fait
la découverte de S. Choleraesuis, Daniel Elmer Salmon (21). Toutefois, la découverte de S.
Typhi revient a Karl Joseph Eberth en 1880 (53). Les bactéries Salmonella font partie de la
famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a paroi Gram-négative et des
anaérobies facultatives. Ce sont aussi des bactéries mobiles munies de flagelles péritriches.
Les salmonelles sont classées parmi les bactéries mésophiles et neutrophiles puisque leur
température de croissance optimale se situe a 37 °C et qu’elles proliféerent mieux a pH situé
entre 6 et 7. Cependant, elles peuvent croitre a des températures allant de 6 a 47 °C ainsi
qu’'a des pH variant entre 4 et 9 (13, 53). La plupart des espéces de salmonelles sont
phototrophes, mais S. Typhi est auxotrophe (53).

Elles peuvent étre isolées chez plusieurs animaux, les humains et dans I'environnement
(171). Chez I'hote, les bactéries Salmonella peuvent causer des infections localisées et
systémiques. Elles peuvent aussi coloniser certains hétes de maniére asymptomatique. Ce
sont ces caractéristiques qui font des salmonelles un genre unique qui présente une
immense diversité de niches écologiques (151).

Le genre Salmonella aurait divergé d’avec E. coli il y a environ 120 millions d’années,
période qui coincide avec l'apparition des mammiferes (141). L’ADN génomique de
Salmonella et d’E. coli partagent encore 80 % d’homologie (127). Cependant, I'acquisition,
au fil de son évolution, de deux systemes de sécrétion de type trois (SST3), d'un systeme de

flagelle biphasique (Section 3.3.1.3. et 3.2.) et d’une capacité de colonisation des animaux a
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sang chaud sont les principaux événements qui ont contribués a faire diverger les
salmonelles par rapport a E. coli et a diversifier le genre Salmonella et ses especes (10, 12,

151).

3.2. Nomenclature de Salmonella

Pendant plusieurs années, la nomenclature des salmonelles était chaotique. D’abord
classées selon les symptémes qu’elles provoquent chez I'hote et ensuite selon le lieu de
leur découverte. Plusieurs sérovar portent encore aujourd’hui le nom du lieu de leur
découverte. Les salmonelles sont maintenant divisées en deux especes, Salmonella bongori
et Salmonella enterica (23). Ces derniéres sont divisées en différents sérovars selon trois
antigenes de surface. Les antigenes O (somatique), H (flagelle) et Vi (capsule). Les
antigénes O et H sont trés variables et peuvent présenter des différences au sein d’une
méme espéce. Ce sont ces différences qui contribuent a définir les multiples sérovars.

L’antigéne O est utilisé pour différencier plusieurs groupes d’entérobactéries. Il réfere
aux structures de lipopolysaccharides (LPS) présentes a la surface des bactéries a Gram
négatif. Ces LPS sont tres immunogéniques et tres divergents d’'une espéce a I'autre. Lors
de l'infection ’h6te développera des anticorps contre ces structures, mais afin d’évader au
systéme immunitaire, la bactérie peut parfois modifier ses LPS. Les anticorps présents
dans le sérum d’un patient provoqueront une agglutination si le sérum est mis en présence
d’'une bactérie du méme sérovar que celle ayant préalablement infecté le patient. C’est

donc une premiere ligne de sérotypage largement utilisée avec plusieurs entérobactéries.
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L’antigene H réféere aux flagelles qui sont eux aussi des structures de surface tres
immunogéniques. Chez certains sérovars, les flagelles sont dits diphasiques (23). En effet,
la bactérie possédera 2 genes codant pour la sous-unité majeure du flagelle, la flagelline
(fliC et fIjB), mais n’en exprime qu’en seul a la fois. Dans une population certaines cellules
expriment la phase 1 tandis que d’autres expriment la phase 2. C’est un autre exemple des
nombreuses stratégies utilisées par les bactéries afin d’évader au systéme immunitaire.
Toutefois, S. Typhi est monophasique et ne posséde qu’un seul géne de flagelline, fIiC.

L’antigene Vi, qui référe a la capsule d’exopolysaccharides, est présent chez les
sérovars Typhi et Paratyphi seulement. La capsule, sous le contréle des locus viaA et viaB,
est composée d’homopolymeéres linéaires d’acide a(1—4)-2 acetamido-3-0-acetyl-2-deoxy-
a-D-galacturonique (85) et est sécrétée d’'une maniere fortement régulée (53, 185). La
présence de cette capsule peut masquer la présence de l'antigéne O. L'implication de la
capsule Vi dans la virulence de S. Typhi est discutée a la section 3.3.1.2.

Selon ces trois antigenes, le genre Salmonella est maintenant divisé en deux especes (S.
enterica et S. bongori), mais I'émergence d’'une nouvelle souche, Salmonella subteranea
isolée en 2004, pourrait devenir une troisieme espéce. L'espéce S. enterica est subdivisée
en 6 sous-especes (Tableau III). Ces différentes sous-especes renferment plus de 2500
sérovars. S.Typhi fait partie des 1504 sérovars de la sous-espece enterica. Son nom complet

et officiel est maintenant Salmonella enterica sous-espéece enterica sérovar Typhi.
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Tableau III : Nomenclature actuelle des espéces et sous-espece de Salmonella
associées aux nombre de sérovars répertoriés en 2002, adapté de (59, 150, 177) .

Nombre de sérovar

Espéce Sous-espece répertoriés

S. enterica subsp. enterica 1504
subsp. salamae 502
subsp. arizonae 95
subsp. diarizonae 333
subsp. houtenae 72
subsp. indica 13

S. bongori 22

S. subterranea

3.3. Infection par S. Typhi

Chez I'homme, S. Typhi est 'agent étiologique de la fiévre typhoide. En 1986, la fievre
typhoide était responsable de 16 millions de cas et 600 000 déces par année. Entre 1986 et
2004, I'accessibilité et la disponibilité d’antibiotiques de nouvelles générations ont permis
de faire descendre le nombre de déces a 216 000. Cependant, le nombre de cas augmente
toujours. Encore aujourd’hui, cette maladie touche plus de 21 millions de personnes par
année dans le monde (39). Ce nombre de cas grandissant est d{i, d'une part, aux
nombreuses résistances aux antibiotiques acquises par diverses souches dans le monde
(Fig. 10), mais aussi, a la voie d’infection difficilement contrélable dans certains pays. En
effet, les patient infectés par des souches résistantes seront plus difficiles a traiter et
resteront porteurs plus longtemps, risquant ainsi d’infecter d’autres personnes. De plus, les
infections a salmonellose s’acquierent par la voie orale, elles peuvent donc étre contractées

en ingérant de I'’eau ou des aliments qui ont été contaminés par une personne infectée.
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Figure 10 : Distribution global des souches de S. Typhi résistantes de 1990 a 2002.
Toutes les zones colorées sont des zones endémiques. Adapté de (32)

3.3.1. Pathogenése et principaux facteurs de virulence de S. Typhi

S. Typhi possede plusieurs facteurs de virulence qui lui permettent de causer une
infection systémique chez 'homme. Il est problématique d’étudier ces facteurs de virulence
puisqu’il n’existe aucun bon modéle animal pouvant recréer les nombreuses conditions
rencontrées par S. Typhi durant les différentes phases de linfection chez 1’homme.
Beaucoup d’observations réalisées avec S. Typhimurium lors d’infection chez la souris et
lors d’études in vitro ont permis d’identifier certains facteurs de virulence précieux pour S.
Typhi. Les flagelles, la capsule, les deux SST3 ainsi que son arsenal de fimbriae en sont

quelques exemples.
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3.3.1.1. Ingestion

Afin de causer une infection, S. Typhi doit étre ingérée par 'homme. Une des premieres
défenses de 'homme contre les pathogénes est 'acidité. Dans le systeme digestif, la
bactérie peut résister au faible pH de 'estomac grace a des systémes de tolérance a I'acide
(65). Aussi, certaines études tendent a démontrer que le fimbriae agrégatif curli pourrait
contribuer, en autoagrégant les cellules, a la résistance contre le pH acide (41). Ces
mécanismes permettent aux bactéries d’atteindre en toute sécurité les muqueuses

intestinales et en particulier le petit intestin.

3.3.1.2. Interactions hote pathogéne

Les flagelles contribuent a la virulence par plusieurs mécanismes. D’abord, I'interaction
hote pathogéne est essentielle a I'initiation de I'infection et ces interactions se manifestent
le plus souvent dans les muqueuses de I'h6te. La motilité, orientée par les propriétés
chimiotactiques des flagelles, augmente les chances de contact entre les cellules de I'h6te et
le pathogene dans ces muqueuses (152). Les flagelles semblent également jouer un réle
important dans I'adhérence aux cellules épithéliales de I'hote. Ces phénomeénes ont été
observés notamment chez Clostridium difficile, Pseudomonas aeruginosa et E.coli EPEC (72,
118, 178). Les flagelles d’Yersinia enterocolitica contribuent a son invasion dans les cellules
épithéliales et peuvent jouer un réle semblable au systeme de sécrétion de type trois
(SST3) en sécrétant des facteurs de virulences dans le milieu extracellulaire (200, 201). 11
semble que les flagelles de S. Typhi sont également impliqués dans I'invasion des cellules
hote. Un mutant pour le géne fliC perd ses capacités d'invasion des cellules épithéliales
humaines in vitro (119, 196). Si les flagelles travaillent a augmenter les interactions, la

capsule permet de les éviter. Le sérovar Typhi est un des rares a présenter une capsule
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d’exopolysaccharides. En plus d’étre utilisée comme facteur déterminant pour Ila
nomenclature de Salmonella, cette capsule est importante pour la virulence (104). En
permettant a S. Typhi d’éviter la phagocytose ainsi que I'opsonisation par les composants
du complément, la capsule Vi s’avere un facteur de virulence trés important dans la
pathogenese (106). La présence d'une capsule permet de camoufler le LPS présent a la
surface, évitant ainsi la reconnaissance par le TLR4 et le dépot des éléments C3 du
complément (122) ce qui permet donc a S. Typhi d’éviter d’étre éliminée par le systéme
immunitaire (195). La capsule Vi est également importante pour la survie dans les
macrophages (86), mais elle est régulée négativement de maniére graduelle au fil de
I'infection (40, 55, 95). Malgré les propriétés de protection conférées par la capsule Vi, elle
diminue l'invasion des cellules épithéliales en masquant plusieurs organelles de surface

telles que les SST3 (4, 205) et diverses adhésines dont les fimbriae.

3.3.1.3. Adhésion et Invasion

L’adhésion aux cellules épithéliales est médiée par les fimbriae et notamment le
fimbriae de type 1 fim qui se lie au a-D-mannose (163). Méme si S. Typhi possede
plusieurs opérons fimbriaires dans son génome, jusqu'a maintenant seul le fimbriae de
type 1 (fim) est a été observé (48, 78, 163). L’adhésion aux cellules de I'hote est essentielle
au processus d’invasion, mais cette étape pourrait aussi contribuer a amorcer tout le
processus d’infection. Certains chercheurs qui travaillent sur E. coli UPEC et Neisseria ont
démontré que le contact entre le fimbriae et son récepteur peut déclencher une réponse

spécifique d'une part chez la cellule héte, mais aussi chez la bactérie (1).
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Ensuite, les salmonelles peuvent forcer leur entrée dans les cellules épithéliales, mais
pénétrent préférentiellement par pinocytose dans les cellules M des plaques de Peyer (96,
103). Une théorie suggere que les bactéries pourraient aussi se laisser phagocyter par les
cellules CD-18 positives (monocytes, macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques)
afin de traverser la barriere de cellules épithéliales (82). Cette tactique permettrait a la
bactérie d’atteindre la lamina propria sans causer de réaction inflammatoire importante.
Pour provoquer sont entrée dans les cellules épithéliales, S. Typhi modifie la paroi des
cellules hotes en injectant des effecteurs a l'intérieur de celles-ci en utilisant un premier
systéme de sécrétion de type 3(SST3-1). Les SST3 sont souvent décrits comme d’énormes
aiguilles moléculaires traversant les deux parois de la bactérie et pouvant injecter des
protéines dans la cellule hote. S. Typhi injecte des protéines qui seront insérées dans la
membrane interne de la cellule héte. Ces protéines servent de canal dans la membrane
interne de la cellule hote et permettent le passage des effecteurs qui seront injectés par le
SST3. Les salmonelles parviennent ainsi a injecter indirectement de multiples effecteurs
dans le cytoplasme des cellules épithéliales du petit intestin (57). Le SST3-1 localisé sur le
SPI-1 est essentiel a la virulence de S. Typhi. Les effecteurs introduits par le SST3-1
interagissent avec l'actine du cytosquelette et provoquent un réarrangement de la
membrane qui englobera la bactérie afin de l'internaliser (62, 63). Le SST3-1 pourrait aussi
étre impliqué dans la phase systémique de l'infection (82, 117). Tous ces mécanismes
d’entrée et de survie des bactéries S. Typhi dans les cellules épithéliales démontrent que ce
passage a travers la barriére épithéliale est essentiel a l'initiation de l'infection. Les

fimbriae, qui sont a l'origine de cette étape d’invasion, ont donc un réle majeur dans la
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pathogenese de S. Typhi. Il est intéressant de souligner que presque tous les isolats

cliniques de S. Typhi produisent le fimbriae de type 1 (fim) (133).

3.3.1.4. Evasion du systtme immunitaire

Ce qui caractérise S. Typhi est sa capacité a infecter les cellules épithéliales sans
provoquer de réaction inflammatoire prononcée. La capsule régulée positivement lors de
I'entrée dans les cellules épithéliales dissimule les LPS ainsi que la flagelline de S. Typhi, ce
qui lui permet d’éviter d’étre détectés par les TLR-4 et 5 (194). La cellule épithéliale
infectée ne produira pas d’ll-8, ce qui ne déclenchera pas de réaction inflammatoire
localisée a ce stade de l'infection. Le patient infecté par S. Typhi ne souffrira pas de
diarrhée a ce stade. C’est en partie de qui permet a S. Typhi de provoquer une infection

systémique.

3.3.1.5.  Survie et infection systémique

Une fois dans la lamina propria, les bactéries seront internalisées par des cellules
phagocytaires. Un deuxiéme SST3, localisé sur le SPI-2, est alors exprimé (SST3-2). C’est
I'environnent rencontré par les bactéries dans les vacuoles contenant les salmonelles
(« Salmonella-containing vacuole » SCV) qui provoquera I'expression du SST3-2. La faible
concentration en magnésium et en phosphate ainsi que le pH acide des SCV provoque
I'expression des genes du SPI-2 et du SST3-2 (14, 33, 43). Ce dernier injectera des
effecteurs visant a modifier la signalisation cellulaire des phagocytes et permettre la
survie de S. Typhi dans les SVC (107, 192, 202). La survie dans les macrophages est

essentielle a I'établissement de 'infection systémique (45). Elle permet aussi a la bactérie
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d’atteindre les organes lymphoides secondaires, les ganglions lymphatiques, le foie et la
rate, et de s’y multiplier (187). Une a deux semaines apres l'ingestion de la bactérie, de
grandes quantités de bactéries sont relachées dans le sang et infectent le foie, la rate, la
moelle osseuse, la vésicule biliaire et les plaques de Peyers (148). C’est a ce stade que les
symptomes de la fievre typhoide apparaissent. Les patients atteints de fievre typhoide
souffrent d’'une forte fievre, de 1éthargie ainsi que de maux de téte et de ventre (90). La
colonisation de la vésicule biliaire produit le relargage de bactéries dans les selles, ce qui
peut mener a des infections séveéres. A ce stade, on note des perforations, des saignements

intestinaux, des encéphalopathies et possiblement le déces (90).

3.3.2. Infections asymptomatiques

S. Typhi infecte uniquement I'humain. Lorsqu’une personne est infectée par S. Typhi,
traitée aux antibiotiques et guérie, il arrive qu’elle développe un état de porteur
asymptomatique. Les porteurs asymptomatiques sont aujourd’hui le seul réservoir connu
de S. Typhi. Cet état de patient asymptomatique est encore mal compris, mais se manifeste
chez 1 a 5% des cas, lorsque la bactérie S. Typhi persiste sous forme de biofilm dans la
vésicule biliaire sans causer de symptome au porteur (38, 115, 129). Il arrive aussi, dans
25 % des cas de porteurs asymptomatiques, que la personne infectée n’ait pas développé
les symptémes caractéristiques de la phase d’infection aigiie (148). Chez le porteur
asymptomatique, la bactérie est constamment relachée dans l'urine et les selles en quantité
assez important pour que celui-ci infecte une autre personne. Le porteur asymptomatique
peut demeurer dans cet état pendant des dizaines d’années sans en avoir conscience (15,

172). 1l est donc trés difficile d’évaluer 'ampleur du réservoir humain de S. Typhi. Le
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porteur asymptomatique est également plus a risque de développer un cancer de la
vésicule biliaire (50, 109, 111). 11 serait donc primordial de traiter les porteurs
asymptomatiques afin d’éliminer le réservoir de S. Typhi, mais leur identification est
pratiquement impossible.

Les biofilms produits par S. Typhi dans la vésicule biliaire se développent
préférentiellement sur les calculs biliaires. Ainsi, la présence de ces calculs biliaires est un
facteur prédisposant a I'état de porteur asymptomatique (38). Toutefois, suite a une
ablation de la vésicule biliaire, certains porteurs excretent encore la bactérie. Il y a donc
d’autres organes possiblement impliqués chez un patient asymptomatique (74, 135). Dans
la vésicule biliaire, la survie des bactéries dépend de la formation de biofilms. Ce biofilm
contribue a protéger les bactéries contre tout stress environnant, antibiotiques,
désinfectants et méme le systeme immunitaire (26, 87). Les systémes d’adhésion de
surface sont impliqués dans la formation de biofilm. Les fimbriae sont un des principaux
éléments utilisés lors de la formation de biofilms (19, 114). Le pilus de type IV joue aussi
un réle ainsi que le fimbriae agrégatif, curli (35). Certaines études démontrent aussi que les
flagelles ont une fonction dans la formation de biofilms (37). Cependant, ces mécanismes
ont été démontrés chez d’autres sérovars et doivent étre confirmés chez S. Typhi avant

qu’ils puissent devenir une cible thérapeutique.
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Problématique et objectifs

Le nombre de cas mondial de fievre typhoide ne cesse d’augmenter, et ce, malgré la
disponibilité des antibiotiques et des vaccins. Cette augmentation perdure en raison de
I'inépuisable développement de mécanismes de résistance par la bactérie. Les derniéres
années ont vu l'apparition de nombreuses souches multi-résistantes particulierement en
Asie du Sud-est (39). Dans ces conditions, il est primordial de s’attaquer au probléme sous
un angle différent soit en trouvant de nouvelles cibles, de nouveaux vaccins ou de
nouvelles stratégies thérapeutiques contre S. Typhi. En ce sens, notre laboratoire travaille
a démystifier les facteurs de virulence contribuant a I'établissement d’infections
systémiques par S. Typhi. L'une des facettes de nos recherches contribue a caractériser les
multiples systémes d’adhésion utilisés par S. Typhi lors des différentes phases d'une
infection systémique. Le répertoire de systémes d’adhésion présents dans le génome de S.
Typhi est spécifique a ce sérovar et pourrait étre responsable du caractere particulier de la
virulence de ce sérovar. Cependant, plusieurs opérons codant pour des systemes
d’adhésion sont réputés non-fonctionnels en raison de la présence de codon d’arrét ou de
changement de cadre de lecture. Toutefois, notre laboratoire a su démontrer que, dans le
cas du systeme stg, un placier pseudogéne n’empéche pas la synthése du fimbriae stg ni
méme du placier stgC (59).

Ces résultats nous ont menés a 'hypothése selon laquelle les systémes d’adhésion
de S. Typhi sont opérationnels et impliqués dans la virulence. Pour valider cette hypothése,

nous nous sommes fixé deux objectifs soit: observer les effets de la mutation de chacun
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des 14 systémes d’adhésion et évaluer le profil d’expression de chacun des systémes afin
d’ultimement définir le role des fimbriae chez S. Typhi.

Afin d’atteindre ces objectifs, les quatorze systémes d’adhésion ont été supprimés
du génome de la souche ISP1820 en utilisant une méthode de mutagénese par échange
allélique. Des mutants individuels ainsi qu'une souche totalement dépourvue de systéme
d’adhésion ont été produits. Afin de révéler I'effet des mutations, les quinze mutants ont
été soumis a des tests d’adhésion et d’invasion sur des cultures de cellules épithéliales
ainsi qu’a des tests de phagocytose et de survie sur des cultures de macrophages humains.
Les mutants ont aussi été soumis a des tests de mobilité. La souche afimbriaire a été
soumise a un test d’adhésion et d’invasion en compétition avec la souche sauvage. S. Typhi
a été cultivée dans différentes conditions de croissance in vitro ou en présence de cellules
épithéliales et le profil d’expression de chaque opéron a été observé par RT-PCR. Les
résultats sont présentés au chapitre 4 et ouvrent la voie a plusieurs perspectives de

recherche.
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Matériel et Méthodes

1. Souches et plasmides utilisées

Les souches bactériennes et plasmides utilisés dans cette étude sont listés dans le
Tableau IV. Les souches bactériennes étaient cultivées de routine sur des géloses Luria-
Bertani (LB) ou dans des bouillons LB sauf indications contraire. Les souches étaient
toujours incubées a 37 °C. Selon I'expérience, les cultures liquides étaient incubées avec ou
sans agitation. Si nécessaire, les milieux étaient supplémentés avec des antibiotiques en
respectant les concentrations suivantes : ampicilline (Ap) 50 pg/ml, kanamycine (Kan) 50
ug/ml, chloramphénicol (Cm) 34 pg/ml, acide nalidixique (Nal) 50 pg/ml. Pour la souche E.
coli x7213, dépourvue du géne asd, 'acide DL-a,e-diaminopimélique (DAP) était ajouté aux
milieux de culture a une concentration de 50 pg/ml.

La souche ISP1820 utilisée lors de cette étude fut d’abord isolée au Chili et ne posséde
pas de résistance aux antibiotiques ce qui en fait un bon outil d’étude. Il s’agit d’'une des
souches les plus largement caractérisées malgré qu’elle ne soit pas encore séquencée. Pour
cette raison, toutes les amorces on été construites a partir de la séquence de la souche

CT18. Les listes d’amorces utilisées dans cette étude sont présentées en annexe.
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Tableau IV : Description des souches et plasmides utilisés dans cette étude.

Souche/plasmide

Génotype

Utilisation

. Référence
Résistance

Souches d'Escherichia coli

E. coli DH5a

E. coli DHS5a\pir

E. coli %7213

supE 44 hsdR 17 recA1 endA1 gyr496 thi-1 reld 1

supE 44 hsdR 17 recA1 endA1 gyrd 96 thi-1 reld 1 hpir
Sml10 Apir asd thi thr leu tonA lacY supE recA RP42-Tc

Transformation  Hanahan 1983*
Conjugaison Invitrogen

Conjugaison
. Kaniga 1998"

::Mu[Apir] AasdA4 (Hfr)
Souches de Salmonella enterica sérovar Typhi
S. Typhi ISP1820  Sauvage R. Curtis III
DEF 004 ISP1820Astg Cette étude
DEF 044 ISP1820Asta Kan Cette étude
DEF 084 ISP1820Asaf Cette étude
DEF 154 ISP1820Afim Cette étude
DEF 441 ISP1820Azcf Cette étude
DEF 510 ISP1820Acsg Cette étude
DEF 563 ISP1820Abcf Cette étude
DEF 564 ISP1820Asth Cette étude
DEF 602 ISP1820Astc Cette étude
DEF 600 ISP1820Astd Cette étude
DEF 603 ISP1820Aste Cette étude
DEF 605 ISP1820Asef* Cette étude
DEF 621 ISP1820Asth Cette étude
DEF 623 ISP1820Apil Cette étude
DEF 664 IAi?cjng?izStiSf?;tZsigaZpﬁﬁ " ?;(;{’;‘)Ac‘sg, Abef, Astb, Astc, Kan Cette étude
DEESSS i pte g ot o AFIC. iy K Cote s
DEFGGS s st A i A, . ALAC ) coteéuce
DEF755 ISP1820AaraBAD Cette étude
DEFST ot et Ak ], AabAD. (\RANaraBAD) Ot
DEF571 ISP1820AfIhCD Sabbagh 2012°
Plasmides
PMEG375 sac RB, mobRP4, oriR6K, vecteur suicide Cm Megan Health
pWSK29 Vecteur de clonage a faible copie Ap Wang 1991
pBAD24 Vecteur inductible a 1'arabinose Ap Guzman 1995°

a:(81),b:(98),c:(159),d: (191), e: (75)
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2. Mutagenese par la méthode d’échange allélique

Dans le but d’étudier les fonctions les systemes d’adhésion de S. Typhi, ils ont tous été
délétés du chromosome de la bactérie ISP1820. Pour ce faire, nous avons utilisé la méthode
de mutagénese par échange allélique. Cette méthode consiste a enlever 'opéron de fagon
non-polaire, c'est-a-dire que la délétion ne causera aucune modification a 'expression des

genes environnants.

2.1. Construction d’'un opéron tronqué

Les portions 5 et 3’ des opérons ont été amplifiées par PCR en utilisant les amorces F1-
R2 ainsi que F3-R4 (Fig. 11). Une troisiéme PCR fait avec les amorces F1 et R4 sur I'’ADN
des amplicons nous permet, grace a la zone de chevauchement, d’obtenir un fragment
d’ADN correspondant au gene tronqué. Ce fragment d’ADN qui contient seulement les
portions 5’ et 3’, peut étre cloné dans un plasmide grace au site de restriction qui ont été

ajoutés par les amorces F1 et R4 (Fig. 11).

Figure 11 : Représentation schématique de la construction d’'un opéron tronqué. Les
petites fleches bleues représentent les amorces utilisées pour I'amplification. Sur ces
petites fleches bleues, la portion rouge représente un site de restriction et la portion grise
représente la zone de chevauchement.
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2.2. Insertion dans un plasmide suicide

Le plasmide utilisé est pMEG375 (Tableau V). Ce plasmide posséde des genes de
mobilisation permettant la conjugaison, il posséde une origine de réplication qui nécessite
la protéine Pir pour se répliquer et le géne sacB qui rend la croissance toxique en présence
de sucrose et un gene de résistance au chloramphénicol (Cm). Au départ, la réplication du

plasmide est supporté par la souche E.coli DH5a A pir.

2.3.  Extraction plasmidique

L’extraction plasmidique est réalisée a 'aide d'une trousse d’extraction (QIAPrep Spin
Miniprep Kit de QIAGEN). La souche supportant le plasmide est inoculée dans un bouillon
de 5 ml de LB contentant du Cm et incubée a 37°C avec agitation pendant environ 18 h. Le
bouillon est centrifugé a 13 000 rpm pendant 30 secondes afin de culoter toutes les
bactéries, puis le protocole de QIAGEN est respecté en utilisant les tampons et colonnes

associées.

2.4. Digestion et ligation

Le fragment d’ADN correspondant a I'allele muté de 'opéron (section 2.1) ainsi que le
plasmide pMEG375 sont digérés par des enzymes de restrictions (différentes selon
I'opéron). La digestion est réalisée a 37 °C pendant 2 h avec des enzymes du New England
Biolabs (NEB). Apres purification, les deux fragments d’ADN (plasmide et insert digérés)
sont incubés ensemble en présence de T4 DNA Ligase (Enzyme du phage T4, NEB) a 16 °C
pour une durée d’environ 18 h. La ligase est une enzyme qui catalyse la formation de
nouveaux liens phosphodiester entre 'extrémité 5’ phosphate et 3’ hydroxyle. Elle permet

ainsi de lier deux fragments d’ADN ensemble, cohésif ou non.
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2.5. Transformation d’ADN

Le plasmide ainsi refermé, est inséré dans la souche E.coli x7213 (Tableau 1V) a I'aide
d’'une transformation par choc thermique. Les bactéries préalablement traitées et
ressuspendues dans du chlorure de calcium a base de manganése (CCMB) sont laissées sur
glace en présence du plasmide ligué, incubées a 42 °C pour 90 secondes et remis sur glace
pour 2 minutes. Ensuite, elles sont incubées dans un bouillon LB a 37 °C avec agitation
pour une période d’environ 1 h 30. Cette période d’incubation permet a la bactérie de se
répliquer et d’exprimer les génes de résistance du plasmide (Cm). Ceux-ci sont nécessaires
puisque les cellules transformées sont ensuite étalées sur des géloses LB contenant du Cm
et du DAP La souche E. coli x7213 possede une mutation dans le géne asd. La
complémentation par le DAP est donc essentielle a sa croissance. Les transformants
obtenus sont testés par PCR afin d’identifier les clones ayant recu le pMEG375 avec
I'opéron fimbriaire tronqué. La réaction PCR est réalisée en utilisant une amorce
pMEG375-F qui reconnait le plasmide et 'amorce R4 qui reconnait le fragment tronqué de

I'opéron fimbriaire.

2.6. Conjugaison bactérienne

La souche d’E. coli 7213 utilisée posséde le systeme RP4 dans son génome et permet
une haute fréquence de recombinaison (Hfr). Ensemble, ces deux outils permettent une
conjugaison efficace entre E. coli (pMEG375) et S. Typhi. La conjugaison est effectuée en
milieu solide/liquide. Les souches donneuses (E. coli) et receveuses (S. Typhi) sont
incubées en bouillon LB (avec DAP dans le cas d’E.coli) a 37 °C sans agitation pour environ
16 h. Les cultures sont concentrées par centrifugation puis les deux bouillons concentrés

sont déposés en gouttes successives sur le centre d'une gélose LB-DAP de maniere a
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superposer les deux cultures. Ces géloses sont incubées a 37 °C pour environ 4-6 h. Les
cellules bactériennes sont récoltées, diluées puis étalées sur géloses LB-Cm. L’absence de
DAP élimine la souche donneuse et la présence de Cm permet d’obtenir des colonies de S.
Typhi ayant recues le plasmide pMEG375 avec I'opéron fimbriaire tronqué.

Apreés la conjugaison, les différents conjugants sont soumis a une contre sélection par
le sucrose afin d’isoler les souches ayant fait les deux recombinaisons nécessaires a insérer
I'opéron tronqué et éliminer 'opéron sauvage. Aussi cette contre-sélection permet de
choisir les souches ayant perdues le plasmide. Ces souches seront maintenant mutantes
pour l'opéron fimbriaire choisi et sensible au Cm. Cette méthode se nomme échange

allélique puisqu’elle permet un échange entre I'opéron mutant et I'opéron sauvage.

3. Construction des souches complémentées

Lorsqu’un mutant est construit, afin de confirmer que les phénotypes observés sont
dus a la mutation, il est pertinent de construire une souche ou cette mutation est
complémentée par une copie intacte du gene. Pour ce faire, le géne en question est inséré
dans un vecteur a faible niveau de copies et celui-ci est transformé dans la souche mutante.
Si, de cette fagon, le phénotype est éliminé, il est possible de conclure que les effets
observés étaient effectivement attribuables a 'absence du gene a I'étude. En pratique, le
gene est amplifié par réaction de PCR en utilisant les amorces externes F1 et R4 ayant
également servi a construire le fragment tronqué. Cependant, cette fois-ci, puisque seules
les amorces F1 et R4 sont utilisées 'opéron complet sera amplifié. Le fragment obtenu est
ensuite digéré avec les mémes enzymes de restriction que celles ayant servi a construire le

mutant (puisque le site de restriction est inséré a la suite de 'amorce en faisant la PCR).
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Parallelement, le vecteur pWSK29 est extrait de souche E.coli DH5a suivant les mémes
étapes que lors de l'extraction plasmidique de la section 2.3. Ce plasmide est un vecteur a
faible nombre de copies, qui ne s’'intégre pas dans le chromosome bactérien. Ces
caractéristiques permettent une expression sous le controle du promoteur natif de
I'opéron. Aussi, le plasmide posséde le géne de résistance a I'ampicilline (Ap) permettant
de retracer les cellules complémentées. Le plasmide et I'opéron intact seront digérés et
ligués suivant les mémes étapes qu’a la section 2.4. Une fois refermé, le plasmide contenant
I'opéron complet pourra étre introduit dans la souche E. coli DH5a par transformation
d’ADN tel que décrit dans la section 2.4. Le vecteur sera répliqué par cette souche puis
extrait (voir section 2.3) et introduit dans la souche mutante de S. Typhi par

électroporation.

4. Electroporation de S. Typhi

Les cellules mutantes de S. Typhi ont été inoculées dans un bouillon de 5ml de LB et
incubées a 37 °C avec agitation pour une période d’environ 18 h. Un ml du bouillon
bactérien a été centrifugé pendant 2 minutes a 8000 rpm. Le surnageant a été jeté et les
bactéries ont été resuspendues dans 1 ml de glycérol 10 %. La centrifugation et le lavage
des cellules au glycérol 10 % ont été répétés 3 autres fois afin d’éliminer toute trace de sels
dans le milieu contenant les bactéries. Une fois la derniére centrifugation terminée, les
bactéries on été resuspendues dans 40 pl de glycérol 10 %. Environ 100 ng (2 pl) de
plasmide pWSK29 avec 'opéron intact est mélangé dans les cellules bactériennes traitées
puis le mélange est laissé sur glace 2 min. Ce volume a ensuite été déposé dans une cuvette

a électroporation puis celle-ci est insérée dans I’électroporateur qui produit un courant de
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2,5 V a travers le liquide dans la cuvette. Le contenu de la cuvette est mélangé a 900 pl de
bouillon LB puis incubé a 37 °C avec agitation pour environ 1 h 30. Ensuite, le bouillon est
dilué et étalé sur des géloses LB-Ap afin d’éliminer les bactéries n’ayant pas inséré le
plasmide. L'opéron présent sur le plasmide viendra ainsi complémenter la mutation sur le

chromosome.

5. Courbe de croissance

Afin de s’assurer que les mutations ayant supprimé tous les systémes d’adhésion
connus dans le génome de la souche S.Typhi ISP1820 n’affectent pas la croissance de celle-
ci, une courbe de croissance fut réalisée.

La souche S.Typhi ainsi que la souche S.Typhi mutante afimbriaire (A14) (DEF664)
sont striées sur gélose LB puis incubées pour une période d’environ 18 h a 37 °C afin
d’obtenir des colonies isolées. Des bouillons de 5 ml de LB sont inoculés avec une colonie
de S. Typhi ou avec une colonie de la souche mutante. Les bouillons sont incubés a 37 °C
avec agitation pour une période d’environ 18 h. Par la suite, 30 pl de chacun de ces
bouillons est transféré dans 3 ml de bouillon LB dans des tubes 13X100 (dilution de
1:100). La densité optique (D.0.) des tubes de 3 ml est mesurée et considérée comme
étant le temps 0 (T0). Les tubes sont ensuite remis a 37 °C avec agitation et la D.O. est
mesurée chaque heure pendant 8 h d’incubation (T8) puis une derniere fois apres 24 h
d’incubation (T24).

La donnée D.O. est mesurée avec un spectrophotometre calibré a 600 nm selon la
densité optique du LB non inoculé (blanc). Les tubes 13X100 sont insérés directement

dans le lecteur optique puis replacés dans I'incubateur a 37 °C. Cette méthode n’affecte pas
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la croissance des souches puisqu’aucune quantité de bouillon n’est retirée du tube pour

mesurer la D.O. Trois réplicats biologiques ont été effectués.

6. Tests d’adhésion et d'invasion dans les cellules épithéliales INT-407

Les fimbriae sont connus pour leurs fonctions adhésives. Afin d’étudier I'importance de
chaque fimbriae lors de l'infection chez I'hote, des tests d’adhésion et d’invasion dans des
cellules épithéliales humaines ont été réalisés avec tous les mutants.

Les cellules utilisées sont des INT407, cultivées dans un milieu Eagle’s minimal
essantial medium (EMEM) complémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) inactivé a
la chaleur et de 25mM d’acide N-2-hydroxyéthyl piperazine-N -2-ethanesolfonique
(HEPES). Elles sont divisées de facon hebdomadaire dans une flasque de 75 cm? a raison de
5X105 cellules par flasque et maintenues a 37 °C sous une atmospheére de 5 % de dioxyde
de carbone (CO2). Tous les milieux et tampons utilisés sont préalablement chauffés a 37 °C.
Lors des tests, les cellules étaient distribuées dans des plaques 24 puits a raison de 2X105
cellules par puits et incubées a 37 °C, 5 % de CO; pour 24 heures. Le jour de l'infection, une
heure avant I'infection, les cellules sont lavées avec du tampon phosphate salin (phosphate
buffered saline, PBS) (Chlorure de sodium 8g/L, phosphate de potassium (KH2P0.) 0.2g/L,
phosphate d’ammonium 2.17g/L, et chlorure de potassium 0.2g/L ajusté a pH 7.4) afin
d’éliminer les cellules mortes ou non adhérentes et également pour retirer un mucus qui se
serait développé a la surface des cellules épithéliales et qui risquerait d’augmenter les
résultats d’adhésion alors que celle-ci ne serait pas due a la présence de fimbriae. Ensuite,

les cellules sont ré-incubées avec du EMEM complémenté jusqu’a I'ajout de bactéries.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Tampon_phosphate_salin
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Les souches de S.Typhi ont été incubées pour une période d’environ 16 h a 37 °C avec
agitation dans un bouillon LB. Elles ont ensuite été diluées 100X dans un bouillon LB-NaCl
0.3M puis remis a 37 °C avec agitation jusqu'a ce qu’elles atteignent la phase de croissance
logarithmique soit, une D.O. d’environ 0,5 a une longueur d’onde de 600 nm. Elles sont
ensuite mises en contact avec les cellules épithéliales a une multiplicité d’infection (MOI)
de 20 pour 1. Le volume de culture bactérienne a inoculer dans chaque puits afin d’obtenir
la bonne MOI est calculé a partir de la densité optique et de courbe de croissance en unité
formatrice de colonie (UFC) effectuées préalablement.

Les plaques de cellules infectées sont centrifugées a 800 g pendant 5 minutes puis
incubées a 37 °C sous 5 % de CO,. Aprés 90 minutes d'incubation (T90), les cellules sont
lavées trois fois avec du PBS afin d’éliminer les bactéries n’ayant pas adhérées aux cellules
épithéliales. Du milieu EMEM supplémenté a la gentamicine (100mg/ml) est ajouté aux
puits de cellules servant au test d’'invasion puis ils sont réincubés pour 90 minutes (T180).
Dans les puits servant a tester 'adhésion, du détergent, PBS-acide déoxycholique 0.1%
(PBS-DOC) est ajouté. Ce tampon fait éclater les cellules eucaryotes seulement, ce qui
permet de récolter les bactéries ayant adhérées aux cellules épithéliales. Le contenu des
puits sera récolté, dilué puis étalé sur des géloses LB afin d'estimer le taux d’adhésion des
différents mutants par rapport a la souche sauvage. Les cellules des puits du T180 seront
aussi lavées trois fois au PBS, lysées au PBS-DOC 0.1%, récoltées, diluées puis étalées sur
géloses LB. Ceci permettra d’estimer le taux d'invasion des différents mutants par rapport
a la souche sauvage.

Les taux d’adhésion et d’invasion sont calculés en dénombrant les UFC sur les

différentes géloses LB ayant été incubées environ 18 h a 37 °C. Au T90, ce taux correspond
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au nombre d’'UFC divisé par le nombre d’UFC initialement présentent dans le puits. Au
T180, le taux d’invasion correspond au nombre d’UFC divisé par le nombre d’'UFC
dénombré au T90. Au chapitre 4, les résultats sont présentés en taux par rapport a la
souche sauvage normalisée a 100%. (Ex : Taux WT = Taux adhérence WT/Taux adhérence

WT et Taux A = Taux adhérenceA/Taux adhérence WT)

6.1. Indice de compétition

Lorsque les bactéries se retrouvent chez I'héte, leur population est souvent tres
hétérogéne. Certaines bactéries auront des avantages évolutifs leur procurant une
virulence plus accrue. En laboratoire, la population est homogéne diminuant ainsi la
compétition entre chaque cellule bactérienne et le phénotype résultant de la mutation ne
sera peut-étre pas suffisamment marqué pour étre observable. Afin d’exposer ces
différences d’aptitude, il convient de soumettre les souches mutantes a un essai de
compétition contre la souche sauvage (ISP1820 NalR) lors d’une infection de cellules. Pour
ce faire, les cultures sont préparées selon la méme méthode que lors d’un test d’adhésion
et d’invasion, mais, avant inoculation, elles sont mélangées de maniere a obtenir un ratio
1:1 (UFC/ml) de souche mutante et de souche sauvage. Le test de compétition lors de
I'infection est réalisé avec les mémes cellules épithéliales INT-407 utilisées pour les tests
d’adhésion et d’invasion. Ces derniéres sont préparées de la méme maniere, mais la
multiplicité d’'infection est de 50 pour 1 comparativement a 20 pour 1 lors d’une infection
sans compétition. L'indice de compétition est un ratio entre le taux de survie de la souche

mutante et taux de survie de la souche sauvage tel que décrit dans (169).



54

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

Les cellules utilisées sont des monocytes humains THP-1 (ATCC #TIB-202), cultivées
dans un milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) supplémenté avec 10 %
de sérum de veau feetal (SVF) inactivé a la chaleur. Elles sont divisées de fagon
hebdomadaire dans une flasque de 75 cm? a raison de 5X105 cellules par flasque et
maintenues a 37 °C sous une atmosphére de 5% de CO,. Tous les milieux et tampons
utilisés sont préalablement chauffés a 37 °C. Lors des tests, les cellules sont différenciées
en macrophage par exposition au phorbol 12-myristat 13-acetate (PMA), puis distribuées
dans des plaques 24 puits a raison de 5X105 cellules par puits et incubées a 37 °C, 5 % de
CO; pour 48 heures.

Les souches de S. Typhi ont été incubées pour une période d’environ 16 h a 37 °C sans
agitation dans un bouillon LB. Elles sont ensuite mises en contact avec les macrophages a
une MOI de 10 pour 1. Le volume de culture bactérienne a inoculer est calculé selon la
méme technique que lors des infections de cellules épithéliales. Les plaques de cellules
infectées sont centrifugées a 800 g pendant 5 minutes puis incubées a 37 °C sous 5 % de
CO;. Aprés 20 minutes d’incubation (T0), les cellules sont lavées trois fois avec du PBS afin
d’éliminer les bactéries n’‘ayant pas adhérées aux cellules épithéliales. Du RPMI
supplémenté contenant de la gentamicine (100mg/ml) est ajouté aux puits de cellules
servant au test de survie 2 h et 24 h, puis ils sont réincubés pour 2 heures (T2). Dans les
puits servant a tester la phagocytose (T0), du PBS-DOC est ajouté. Le contenu des puits est
récolté, dilué puis étalé sur des géloses LB afin d'estimer le taux de phagocytose des

différents mutants par rapport a la souche sauvage. Les cellules des puits du T2 sont aussi
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lavées trois fois au PBS, lysées au PBS-DOC 0.1 %, récoltées, diluées puis étalées sur géloses
LB. Ceci permettra d’estimer le taux de survie aprés 2 heures des différents mutants par
rapport a la souche sauvage. Les puits restants servent a mesurer le taux de survie dans les
macrophages aprés 24 heures (T24). Dans ces puits, apres les lavages du temps 2, on
ajoute du RPMI supplémenté contenant de la gentamicine (12 mg/ml). Les cellules sont
ensuite réincubées a 37 °C sous 5 % de CO; jusqu’au T24 ou elles seront lavées, traité au
PBS-DOC, récoltées, diluées et étalées sur des géloses LB comme pour les autres temps.

Les taux de phagocytose (T0) et de survie (T24) sont calculés en dénombrant les UFC
sur les différentes géloses LB ayant été incubées environ 18 h a 30 °C. Au TO, ce taux
correspond au nombre d’'UFC divisé par le nombre d’'UFC initialement présentent dans le
puits (UFCi). Au T24, le taux de survie correspond au nombre d’'UFC divisé par le nombre
d’'UFC dénombré au TO. Au chapitre 4, les résultats sont présentés en taux par rapport a la
souche sauvage normalisée a 100%. (Ex : Taux WT = Taux phago WT/Taux phago WT et

Taux A = Taux phagoA/Taux phago WT)

8. Tests de mobilité

Les cultures de souches mutantes et de souche sauvage étaient incubées environ 18 h a
37 °C dans 5 ml de bouillon LB avec agitation. Ensuite, elles étaient diluées 1:100 dans 5 ml
de bouillon LB et réincubées a 37 °C avec agitation jusqu'a ce qu’elles atteignent une
densité optique d’environ 0.5 (mesuré a 600 nm) correspondant a la phase logarithmique

de croissance.
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Pour mesurer la mobilité, des géloses de 25 ml de LB contenant 0,3 % d’agar (LB 0.3%
d’agar) sont coulées et solidifiées sur une surface nivelée afin d’obtenir des géloses
uniformes et a niveau. Elles sont ensuite séchées sous la hotte biologique pour 1 heure.

Une fois les cultures en phase logarithmique, 6 ul de culture, ce qui correspond a environ
4,2X106 bactéries, est injecté a une profondeur d’environ 2-3 mm dans des géloses LB
0.3 % d’agar. Sur une méme gélose, la souche sauvage et la souche mutante sont injectées.
Les deux injections sont réparties de maniere optimale afin d’étre a égale distance des
rebords de la gélose et les plus éloignées possible 'une de l'autre. Les géloses sont
incubées a 30 °C non inversés pour 16 heures. Le diametre de la croissance est mesuré et il
permet de calculer un ratio de mobilité de la souche mutante par rapport a la souche
sauvage. Aussi, il permet de comparer les différentes moyennes des distances de migration

des mutants par rapport a la souche parentale.

Figure 12. Test de Mobilité. Les résultats des tests de mobilité sont la moyenne des
diametres mesurés sur une gélose 0,3% d’agar injectée par exemple avec ISP1820
sauvage (WT, controle positif) et ISP1820AfIiC (fliC, controle négatif) puis incubé 16 h a
30 °C en position non-inversée.
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9. RT-PCR

La rétrotranscription-PCR (RT-PCR) est réalisée de la méme maniére qu'une PCR
normale. La seule modification est l'utilisation d'ADNc provenant de bactéries ayant été
cultivées dans des conditions de croissance spécifiques ou extraites d’'une infection de
cellules eucaryotes. Dans cette étude, toutes les souches ont été cultivées en milieux
liquides. Pour les tests effectués en absence de cellules eucaryotes, les souches ont été
inoculées dans un bouillon riche (LB) ou minimal (M63) supplémenté avec du NaCl ou du
fer, puis incubées 16h avec ou sans agitation. Les bouillons M63 sont également
supplémentés avec 1 mM de MgS0,, 0.1% de casamino acides, 40 ug/ml de tryptophane, 40
ug/ml de cystéine et 0.6% (poids/vol) de glucose. Les bouillons M63 sont préparés en
utilisant des ingrédients et récipients exempts de fer, cependant, aucun chélateur de fer n’a
été utilisé. Pour ces raisons, ce milieu est considéré faible en fer. Le milieu riche en fer a été
obtenu en ajoutant 100 uM de FeClz dans ce milieu M63. Pour les tests effectués en
présence de cellules eucaryotes, les souches ont été inoculées dans un bouillon LB-NaCl
0,3M puis incubées sans agitation pour 16h. Ensuite, les souches sont mises en contact avec
les cellules eucaryotes dans un milieu EMEM. Les conditions spécifiques sont indiquées

pour chaque résultat au chapitre 4

9.1. Extraction D’ARN

Au moment désiré, du Trizol (Invitrogen) est ajouté au culot bactérien de la phase de
croissance choisie, et les lysats peuvent étre conservées a -80 °C jusqu'a I'extraction en
suivant le protocole du manufacturier. Au moment de I'extraction, les lysats sont dégelés a
température ambiante puis 200 ul de chloroforme sont ajoutés. Les tubes sont mélangés

vigoureusement puis laissés au repos 2 minutes a température ambiante. Les tubes sont
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ensuite centrifugés afin d’isoler la phase contenant 'ARN. L’ARN se retrouvera dans la
phase aqueuse du mélange. La portion contenant I'’ARN est ensuite transférée dans un
autre tube pour étre précipitée en y ajoutant de I'alcool isopropylique et incubé jusqu’au
lendemain a -20 °C. L’ARN est précipité, lavé et resuspendu dans le 'eau traitée au diéthyl
pyrocarbonate (DEPC). Cette eau est traitée afin qu’elle soit débarrassée de contaminants

(ARNases) pouvant dégrader I'’ARN.

9.2. Synthese d’ADNc

L’ARN est incubé 10 minutes a 70 °C en présence de 4 pmol d’amorce d’hexaméres
aléatoires. Les amorces pourront s’associer a toutes les séquences présentes dans le

mélange, permettant ainsi la synthése d’ADNc a I'aide de la reverse transcriptase.

9.3. RT-PCR

La réaction de PCR réalisée par la suite est exécutée selon le protocole de la compagnie
Feldan utilisant I'enzyme ADN polymérase de Thermophilus aquaticus (TAQ), le tampon et
les dNTPs fournis par la compagnie Feldan. Une réaction de 40 cycles selon la température
d’hybridation (Tm) appropriée pour chaque amorce est ensuite réalisée. La visualisation se
fait en migrant les produits PCR sur un gel d’agarose de 1,2 % contenant du bromure

d’éthidium. Le gel est soumis a un courant de 100V pendant 40 minutes.
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10. Biofilms

Il existe plusieurs méthodes afin de mesurer la production de biofilms produit en
laboratoire. La plus classique est généralement réalisée en plaque de 96 puits. Cependant,
cette méthode n’a pas permis la production de biofilms lorsque testée. La méthode utilisée
afin de mesurer la production de biofilms est donc effectuée en tubes et est tirée de
Crawford et al. 2008. Cependant, certaines modifications y ont été apportées. Tout
d’abord, il convient d’utiliser des tubes eppendorf enrobés de silicone (Fisher) Ceux-ci sont
ensuite traités afin que leur paroi interne soit recouverte de cholestérol. Le cholestérol
(Sigma [5(6)-Cholesten-3f3-01] : C-7402) est dilué a une concentration de 10 mg/ml dans
de I'éthyl éther anydre (Fisher). L’éther pouvant dégrader la plupart des plastiques n’altere
pas les tubes recouverts de silicone. Le mélange éther-cholestérol est déposé dans les
tubes eppendorf siliconés a raison de 100 pl par tube. L’éther étant tres volatil s’évapore
apres environ 30 minutes. Les tubes sont laissés ouverts a température piéce dans une
hotte chimique jusqu’a I'évaporation totale de I'éther (environ 45 minutes), laissant ainsi
les tubes enduits d’'une mince couche de cholestérol (environ 1 mg de cholestérol par
tube). Les tubes peuvent ensuite étre conservés jusqu'a utilisation. La veille de
I'expérience, les cultures de S. Typhi (souche sauvage et souches mutantes) sont inoculées
dans des bouillons de LB contenant 3 % de bile (SIGMA Bile Bovine (Ox gall powder) B-
3883) (LB-Bile 3 %). Elles sont ensuite incubées pour environ 18 h a 37 °C avec agitation.
Le jour de I'expérience, les cultures sont diluées 1:50 dans un milieu LB-Bile 3% puis
réincubées a 37 °C avec agitation jusqu’a ce qu’elles atteignent la phase logarithmique de
croissance, c'est-a-dire une D.O. de 0,600 a 600 nm. Cette étape nécessite environ 7 h

puisque la croissance de S. Typhi est grandement retardée en bouillon LB-Bile 3%. Une fois
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la phase exponentielle de croissance atteinte, les cultures sont déposées a raison de 100 pl
par tube eppendorf enduit de cholestérol.

Ces tubes sont ensuite incubés avec agitation lente a température piece pour 72
heures. Afin de mimer la « vidange » de la vésicule biliaire ainsi que de renouveler les
nutriments apporter aux cultures, les tubes sont lavés 3 fois a toutes les 24 heures avec du
LB-Bile 3%, puis 100 pl de LB-Bile 3% est redistribué dans chaque tube avant
réincubation. Aprés une incubation de 72 heures (3 jours), les tubes sont encore une fois
lavés 3 fois avec du LB-Bile 3 %. Ils sont ensuite laissés ouverts sous la flamme pour
environ 5 minutes afin de sécher légérement I'excés de LB-Bile et de fixer les biofilms.
Ceux-ci sont colorés avec 200 pl de Crystal violet pendant 5 minutes. Par apres, I'excédant
de Crystal violet est lavé avec du PBS-1X jusqu’a ce que celui-ci soit clair (environ 4 a 5
lavages avec 500 pl de PBS-1X). Afin de relacher le Crystal violet contenu dans les bactéries
des biofilms, 500 pl d’acide acétique glaciale est ajouté dans le tube. Ce volume est ensuite
transféré dans une cuvette a spectrophotometre puis lu a 570 nm.

Puisque le LB-Bile 3 % est un milieu de culture trés dense, beaucoup de sels s’accumulent
sur la paroi du tube epprendorf recouvert de cholestérol et ceux-ci peuvent se colorer au
Crystal violet. Afin que cette accumulation ne fausse pas les données mesurées par
spectrophotométrie, un tube enduit de cholestérol et incubé en présence de LB-Bile 3 %,
mais sans culture bactérienne, est incubé et lavé tout comme les tubes contentant des
bactéries. Ce tube sert de contrdle ainsi que de «blanc» pour la lecture au
spectrophotometre. Ainsi, toutes les données présentées ont été prises par rapport a un
tube recouvert de cholestérol incubé en présence de LB-Bile 3 %, mais en absence de

bactéries.
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11.Western blot

Les souches utilisées pour mesurer la surexpression de I'opéron stg sont des
souches de S. Typhi ISP1820 qui contiennent le vecteur inductible a I'arabinose pBAD24.
Puisque la bactérie S. Typhi peut internaliser et métaboliser I'arabinose nous avons
supprimé les génes araBAD, nécessaires a la métabolisation, afin que toutes les molécules
d’arabinose internalisées par la cellule soient disponibles pour l'induction du vecteur.
Aussi, 'opéron stgTAT est inséré dans le vecteur pBAD24 et placé sous le contréle du
promoteur inductible. L'opéron stgTAT est réparé, c'est-a-dire qu'un codon TAT remplace
le codon stop TAA présent dans le placier stgC. Une fois les cultures induites, les protéines
de surface sont extraites et la présence de StgD a la surface des bactéries peut étre révélée
par Western blot.

Au total, huit souches ont été construites et testées par Western blot. Les

caractéristiques de ces huit souches sont présentées dans le Tableau V.

Tableau V : Caractéristiques des souches de S. Typhi utilisées lors des tests de
surexpression des fimbriae

Souche Mutations Plasmide
ISP1820 Aucune pBAD24
ISP1820 Aucune pBAD24stgTAT
ISP1820 Astg pBAD24
ISP1820 Astg pBAD24stgTAT
ISP1820 AaraBAD pBAD24
ISP1820 AaraBAD pBAD24stgTAT
ISP1820 A14, AaraBAD pBAD24
ISP1820 A14, AaraBAD pBAD24stgTAT
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11.1. Surexpression de I'opéron stg

Afin d’induire les vecteurs pBAD24 a 'arabinose, les souches sont incubées dans
des tubes a cultures de 5 ml de LB sans arabinose pour une durée d’environ 18 h a 37 °C
avec agitation. Ensuite, la densité optique est ajustée a environ 0.600 nm dans un volume
total de 5 ml de LB. Dans ce volume, I'arabinose est ajoutée a une concentration de 0.1%
soit 25 pl d’une solution a 20 %. Les tubes sont incubés 1 h a 37 °C sans agitation pour

éliminer les risques d’'endommager les structures de surfaces.

11.2. Extraction des protéines du surnageant

Suite a l'induction a I'arabinose, les cultures sont centrifugées a une vitesse de
5000 rpm puis resuspendues dans un volume de 3 ml de LB. Ces nouveaux tubes sont
incubés a 65 °C pour 15 minutes. Les cultures sont ensuite centrifugées a une vitesse de
5000 rpm pour ainsi prélever 1,8 ml de surnageant. A ce volume, 200 pl d’acide
trichloroacétique (TCA), donc une concentration de 10 %, est ajouté puis les tubes sont
incubés a 4 °C pour environ 18h afin de précipiter les protéines en évitant leur
dégradation.

Afin d’éliminer toute trace de TCA, les solutions précipitées sont centrifugées a 4 °C
pour 15 minutes a 14 000 rpm puis laver dans une solution d’acétone a -20 °C. Cette étape
est répétée 2 a 3 fois. Apres le dernier lavage, les protéines du culot sont resuspendues et
dénaturées dans 200 pl d'une solution de SDS gel loading buffer 2X puis incubé 5 minutes a

100 °C. Les protéines préparées ainsi peuvent étre conservées a -20 °C jusqu’a utilisation.
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11.3. Migration dans un gel de polyacrylamide

Les différents extraits protéiques de surnageant sont ensuite migrés dans un gel de
polyacrylamide de dimension 6 X 9 cm. Le gel contient deux sections. La premiere est
moins concentrée en acrylamide, 5 %, et permet un bon alignement des protéines facilitant
ainsi la migration. La deuxiéme, d’'une concentration de 12 % d’acrylamide permet une

migration assez rapide (1 ha 200 V.) des protéines dans tout le gel.

11.4. Transfert sur membrane de PVDF

Une fois les protéines migrées dans le gel de polyacrylamide, celles-ci sont
transférées sur une membrane de PVDF. Cette membrane est d’abord imbibée de méthanol
puis hydratée 15 minutes dans la solution de transfert (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 20%
v/v MeOH) Le gel de polyacrylamide et la membrane de PVDF sont placés entre deux
feuilles de papier Watman et insérés dans un montage servant au transfert des protéines.
Ce montage est immergé dans la solution de transfert dans laquelle un courant de 100 V

permet aux protéines de se détacher du gel et de coller a la membrane.

11.5. Adhésion des anticorps aux sites spécifiques

Une fois les protéines sur la membrane de PVFD, un blocage des sites protéiques
non spécifiques est réalisé avec une solution de TBS-Tween 0.1 % contenant 5 % de lait. La
membrane immergée dans cette solution est incubé environ 18 h sur une plaque rotative.
Ensuite, I'anticorps primaire est ajouté a une concentration de 1/5000. Celui-ci reconnait

les protéines StgD de S. Typhi. La membrane est incubée 1 h sur une plaque rotative a
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température piéce en présence de l'anticorps primaire. Ces anticorps proviennent d'un
sérum de lapin et sont adsorbés a plusieurs protéines non spécifiques de S. Typhi. Suite a
cette incubation I'anticorps secondaire, dirigé contre I'anticorps primaire et couplé a un
réactif de Horseraddish Peroxidase HRP (Ac secondaire HRP-conjugated anti-rabbit
(Jackson #116-035-144) 1/20000), est ajouté sur la membrane et celle-ci est incubée 1 h a
température piece sur la plaque rotative. Entre le blocage (lait) et les deux différents
anticorps, la membrane est toujours rincée abondamment 3 fois 5 minutes dans une

solution de TBS-tween 0,1 %, puis 2 X 15 minutes a la toute fin.

11.6. Révélation

Pour visualiser la localisation de I'anticorps secondaire, les solutions de révélation
ainsi que la méthode de la compagnie GE Healthcare Amersham ECL Prime Western blotting
Detection Reagent on été utilisés. Ces solutions produisent de la chimioluminescence aux

sites ou sont présents les anticorps couplés a I'HRP.
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Résultats

1. Mutagenese de tous les systemes d’adhésion de la bactérie S. Typhi

ISP1820

La caractérisation d’'un géne débute généralement avec I'observation des modifications
phénotypiques résultant d'une mutation de ce géne. Donc, pour déterminer le réle des
systemes d’adhésion de S. Typhi, nous avons choisi de supprimer chacun des opérons
fimbriaires de S. typhi. Les 14 systemes d’adhésion connus de S. Typhi ont été supprimés
du chromosome, 13 par une méthode de mutagenese par échange allélique et la mutation
de I'opéron sta a été réalisée par la méthode Datsenko (42). Chaque mutation a été validée
par PCR afin de visualiser la présence de 'opéron tronqué et de s’assurer que I'opéron
sauvage était absent du chromosome. Aussi, une vérification par amplification par PCR du
géne tviB (un géne unique a S. Typhi) a été réalisée afin de s’assurer qu'’il s’agit bien d’'une

souche de S. Typhi ne possédant plus 'opéron fimbriaire en question,
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Tableau VI : Mutants construits pour I'étude des systémes d’adhésion de S. Typhi
ISP1820

Nombre de bases

Nom du mutant Génotype Résistance manquantes (kb)
DEF 004 ISP1820A stg 5.06
DEF 044 ISP1820Asta Kan 7.51
DEF 084 ISP1820Asaf 5.49
DEF 154 ISP1820Afim 9.2
DEF 441 ISP1820Atcf 5.24
DEF 510 ISP1820Acsg 5.36
DEF 563 ISP1820Abcf 8.19
DEF 564 ISP1820Astb 6.15
DEF 602 ISP1820Astc 5.03
DEF 600 ISP1820Astd 4.69
DEF 603 ISP1820Aste 5.81
DEF 605 ISP1820Asef 4.59
DEF 621 ISP1820Asth 5.87
DEF 623 ISP1820Apil 13.31
ISP1820Astg, Asta, Asaf, Afim, Atcf, Acsg,

DEF 664 Abcf, Astb, Astc, Astd, Aste, Asef, Asth, Apil Kan 91.5
(A14)
ISP1820Astg , Asta, Asaf, Afim, Atcf, Acsg,

DEF 665 Abcf, Astb, Astc, Astd, Aste, Asef, Asth, Apil Kan 93.02

AfliC (A14AfliC)
ISP1820Astg , Asta, Asaf, Afim, Atcf, Acsg,

DEF 666 Abcf, Astb, Astc, Astd, Aste, Asef, Asth, Apil Kan 94.3
Afli C, AtviB - (A14AfliC AtviB)
ISP1820Astg , Asta, Asaf, Afim, Atcf, Acsg,

DEF 676 Abcf, Astb, Astc, Astd , Aste , Asef, Asth, Apil Kan 92.78
AtviB (A14AtviB)

DEF 743 ISP1820AaraBAD 4.06
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2. Courbe de croissance

La souche ISP1820 afimbriaire (A14) (DEF664) est dépourvue de tous ses systéemes
d’adhésion connus. Ces multiples mutations représentent une délétion d’environ 91 kb. Vu
I'importance considérable de ces délétions, une courbe de croissance a été réalisée afin de
vérifier que ces mutations n’affectent pas la croissance de la souche (A14) en milieu LB. Les
résultats présentés permettent de conclure que toutes les mutations imposées a la souche

afimbriaire (A14) n’affectent pas sa croissance dans un milieu riche comme le LB (Fig. 12).
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Figure 13: Courbe de croissance en milieu LB. Densités optiques des cultures de S.
Typhi (sauvage ou mutante) prises a chaque heure de 0 a 8 h puis une derniére fois a 24 h.
Chaque courbe représente une moyenne de trois réplicats techniques.
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3. Mobilité

Les fimbriae servent a I'attachement et I'immobilisation de la bactérie a une surface
telle qu’'une paroi cellulaire. A ce titre, ils sont régulés de facon inverse aux flagelles chez S.
Typhimurium (160). Pour cette raison, la mobilité des souches mutantes par rapport a la
souche sauvage a été mesurée. Toutefois, la mutation des systemes d’adhésion de la souche
ISP1820 ne semble pas causer modifier la mobilité dans la condition que nous avons testée
(Fig. 13). La moyenne des distances de migration est semblable a celle de la souche

sauvage pour toutes les souches mutantes.

Distance de migration
moyenne (mm)

T
WT Abcf Acsg Afim Apil Asaf Asef Asta Astb Astc Astd Aste Asth Astg Atcf A14

Figure 14: Mobilité des différentes souches mutantes. Cette figure présente la moyenne
des distances de migrations mesurées sur gélose 0.3% aprés 16h d’incubation pour chaque
souche mutante ainsi que pour la souche sauvage. Les essais ont été réalisés en triplicata et
sont significatif lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de Student par rapport a la souche

sauvage (WT).
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4. Adhésion et Invasion de cellules épithéliales humaines INT-407

Le passage de la barriere des cellules épithéliales est une des premiéres étapes
cruciales a l'initiation de linfection par S. Typhi. La méthode d’infection de cellules
épithéliales in vitro permet d’évaluer l'adhérence et l'invasion bactérienne et ainsi

déterminer I'importance de chaque fimbriae lors de cette étape de la pathogenese.

4.1. Adhérence aux cellules épithéliales

En analysant dans un premier temps l'adhésion, qui correspond au nombre de
bactéries associées avec les cellules suite a 90 minutes d’intéraction, cela permet de
comparer la capacité d’adhésion de chaque mutant par rapport a la souche sauvage (WT)

(Fig. 14).
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Figure 15: Taux d’adhérence dans les cellules épithéliales INT-407. Les données
présentées sont le taux + l'erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatats. Le
taux est déterminé en comparant le nombre de bactéries ayant adhérées a 90 minutes avec

les nombre de bactéries déposées dans les puits initialement. Les essais sont significatif
lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de Student par rapport a la souche sauvage (WT).
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Les résultats observés suite aux analyses des données d’adhérence (Fig. 14)
démontrent que certaines mutations ont eu des effets quand aux capacités d’adhésion. Les
mutants pour les fimbriae csg, sef, std, ste, stg et sth ainsi que le pili de type IV (pil)
présentent une perte significative des capacités d’adhésion face a la souche sauvage.
Toutefois, les mutants pour les fimbriae bcf, fim, saf et tcf présentent une augmentation des

capacités d’adhésion face a la souche sauvage.

4.2. Invasion de cellules épithéliales

Dans un deuxieme temps, nous avons aussi comparé chaque mutant par rapport aux
capacités d'invasion de la souche sauvage (WT), ce qui correspond au nombre de bactéries

ayant réussi a entrer dans les cellules non-phagocytaires.
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Figure 16: Taux d’invasion dans les cellules épithéliales INT-407 Les données
présentées sont le taux + l'erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatats. Le
taux est déterminé en comparant le nombre de bactéries intracellulaires a 180 minutes
avec les nombre de bactéries a 90 minutes. Les essais sont significatif lorsque P<0.05 (*)
suite a un T-test de Student par rapport a la souche sauvage (WT).

Les résultats obtenus suite aux analyses des données d’invasion démontrent que les

souches mutantes pour les fimbriae fim et tcf sont désavantagées lors de l'invasion (Fig.
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15).Tandis que les souches mutantes pour les fimbriae ste et stg présentent une meilleure
capacité d’invasion que la souche sauvage. Certains fimbriae tels que ste et tcf semblent
étre impliqués aux niveaux de I'adhésion et de l'invasion soit d'une maniere positive ou

négative.

4.3. Infection de cellules épithéliales par des souches afimbriaires

La souche afimbriaire contenant la délétion de tous les systemes d’adhésion (A14) et
celles combinant aussi des mutation dans d’autres molécules de surface (flagelle et
capsule)ont été testées lors d’infection de cellules épithéliales (Fig. 16). Puisque le défaut
d’invasion causé pas la mutation de la sous-unité principale du flagelle (fliC) est déja
connue chez S. Typhi (119, 197), la souche possédant cette mutation (AfliC) est utilisée
comme controle. Lors de l'interaction avec les cellules épithéliales, la souche avec la
mutation de fliC a effectivement démontré un trés faible taux d’adhésion. La faible capacité
d’adhérence des mutants A14, AfliC et A14, AfliC, AtviB semble étre attribuable a fliC. La
mutation du gene tviB, impliqué dans la synthése de la capsule, cause elle aussi une
diminution des capacités d’adhérence, mais beaucoup moins prononcé que celle observée
pour S. TyphiAfliC. Au niveau de I'invasion, la souche AfIiC présente une capacité affaiblie,
mais cette perte des capacités d’invasion est plus grande pour les mutant A14, AfliC et A14,
AfliC, AtviB. La souche AtviB, ne présente pas de perturbation des capacités d’invasion, et la
souche A14, AtviB présente un phénotype semblable a celui de la souche A14 (Fig. 15).

Donc la mutation de tviB ne provoque pas de phénotype majeur au niveau de I'invasion.
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Figure 17 : Taux d’adhérence et d’invasion dans les cellules épithéliales INT-407. Les
données présentées sont le taux + l'erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatats. (A) Le taux d’adhérence est déterminé en comparant le nombre de bactéries
ayant adhérées a 90 minutes avec les nombre de bactéries déposées dans les puits
initialement. (B) le taux d’invasion est déterminé en comparant le nombre de bactéries
intracellulaires a 180 minutes avec les nombre de bactéries a 90 minutes. Les essais sont

significatif lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de Student par rapport a la souche sauvage
(WT).
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5. Phagocytose et survie dans les macrophages humains THP-1

Certains fimbriae de S. Typhi sont exprimés dans les macrophages lors de I'infection de
macrophages (55). Par ailleurs, la survie dans les macrophages est une étape clé de la
virulence de S. Typhi (45, 56). Il est donc intéressant de vérifier si les fimbriae ont un réle a
jouer afin d’assurer cette survie. En procédant a des infections de macrophages humains, il
est possible d’évaluer le role de chaque fimbriae de S. Typhi. D’'une part, le niveau de
phagocytose de chaque mutant est évalué et comparé au niveau de phagocytose de la
souche sauvage. D’autre part, l1a capacité de survie de chaque mutant aprés 24 h d’infection

est aussi mesurée et comparée a la capacité de survie de la souche sauvage.
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5.1. Phagocytose par les macrophages humains

Le taux de phagocytose de chacun des mutants des systemes d’adhésion a été
déterminé (Fig. 17). Les résultats obtenus suite aux tests de phagocytose par les
macrophages présentent une implication des fimbriae saf, stg et sth. Les souches mutantes
pour les fimbriae saf et stg semblent moins phagocytées que la souche sauvage tandis que
la souche mutante pour sth semble plus facilement phagocytée par les macrophages
humains. C’est également le cas de la souche afimbriaire (A14) qui présente un
pourcentage de phagocytose supérieur a celui de la souche sauvage. Méme si les autres
résultats ne sont pas significatifs, plusieurs mutants (fim, pil, sta, stb, std et ste) présentent

une augmentation du niveau de phagocytose par rapport a la souche sauvage.
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Figure 18: Taux de phagocytose dans les macrophages THP-1. Les données présentées
sont le taux #* l'erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatats. Le taux est
déterminé en comparant le nombre de bactéries intracellulaires a 20 minutes avec les
nombre de bactéries déposées dans les puits initialement. Les essais sont significatif
lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de Student par rapport a la souche sauvage (WT).
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5.2.  Survie dans les macrophages humains

Le taux de survie de chacun des mutants des systemes d’adhésion a été déterminé (Fig.
18). Le dénombrement des bactéries effectué 24h suite a linfection initiale de
macrophages donne lieu a des résultats différents par rapport aux résultats de
phagocytose (Fig. 17). En effet, la délétion des systémes d’adhésion ne modifie pas les
capacités de survie dans les macrophages pour la plupart des souches. Seules les souches
mutantes pour les fimbriae saf et sef et std présente une capacité de survie diminuée. A
I'inverse, la mutation des fimbriae stc et stg procure un avantage lors de la survie dans les

macrophages.
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Figure 19: Taux de survie dans les macrophages THP-1. Les données présentées sont le
taux * 'erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en duplicatats. Le taux est déterminé
en comparant le nombre de bactéries intracellulaires a 24 heures avec les nombre de
bactéries intracellulaire aprés 20 minutes. Les essais sont significatif lorsque P<0.05 (*)
suite a un T-test de Student par rapport a la souche sauvage (WT).
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5.3. Infection de macrophages par les souches afimbriaires

La souche afimbriaire contenant la délétion de tous les systemes d’adhésion (A14),
et celles combinant aussi des mutations dans d’autres molécules de surface (flagelle et
capsule) ont été testées lors d’infection de macrophage humain (Fig. 19). L'importance
des flagelles lors d’infection de macrophages avec S. Typhimurium a déja été démontrée
(11, 27,102,117, 205). Toutefois, peu d’'informations sont disponibles concernant S. Typhi.
Les résultats que nous avons obtenus démontrent que la mutation du gene fliC cause un
défaut de phagocytose, individuellement ou en combinaison (A14AfliC, AfliC et
A14AfliCAtviB) (Fig. 19). Chez la souche A14AfliC I'effet est cependant plus atténué. La
mutation du gene tviB augmente la phagocytose individuellement ou en combinaison avec
la délétion de tous les systémes (A14), cependant, il est intéressant de noter que 'effet de
la mutation de fliC est dominant par rapport aux effets causés par les mutations des
systémes d’adhésion et de la capsule chez les mutant A14AfliCAtviB. A I'intérieur des
macrophages, les mutants ne présentent pas de différence significative au niveau de la
survie a I'exception du mutant A14AtviB, dépourvue de systemes d’adhésion et de capsule,

qui survie moins. La souche Af]iC survie mieux, mais pas significativement.
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Figure 20 : Taux de phagocytose et taux de survie dans les macrophages THP-1. Les
données présentées sont le taux * l'erreur type (SEM) d’au moins 3 expériences en
duplicatats. (A) Le taux de phagocytose est déterminé en comparant le nombre de
bactéries intracellulaire a 20 minutes avec les nombre de bactéries déposées dans les puits
initialement. (B) le taux de survie est déterminé en comparant le nombre de bactéries
intracellulaires a 24 heures avec les nombre de bactéries intracellulaire a 20 minutes. Les

essais sont significatif lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de Student par rapport a la
souche sauvage (WT).
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6. Indice de compétition lors d’'infection de cellules épithéliales INT-407

Lors d’une infection observée chez un patient, le profil d’expression génétique d’'une
souche peut varier grandement d'une bactérie a l'autre et celles-ci peuvent aussi se
complémenter. Ainsi, chaque cellule bactérienne sera soumise a une pression de sélection
et seules les plus aptes pourront survivre et causer une infection. C’'est en partie ce qui
explique qu'une mutation peut n’avoir aucun effet lorsque testé in vitro, mais présenter un
défaut lors d’'une infection in vivo, en présence et en compétition avec les autres bactéries.
C’est précisément dans le but de récréer cette concurrence que le protocole d’essai de
compétition en culture cellulaire a été mis au point (169). Puisque la majorité des effets
causés par la mutation des systémes d’adhésion ont été observés lors d’infection de
cellules épithéliale, I'essai de compétition a été réalisé dans ces conditions. En observant
les résultats obtenues lors d’infection de cellules épithéliales sans compétition (Fig. 14 et
15), il serait attendu que la souche afimbriaire présente un léger défaut d’adhésion et
d’invasion. Pourtant, la souche afimbriaire (A14) présente ici un avantage marqué face a la
souche sauvage en co-infection (Tableau VI). La souche dépourvue de systeme d’adhésion
présente des capacités d’adhérence et d’invasion plus de 2x plus élevée que la souche
parentale.

Tableau VII : Effet des mutations de tous les systemes d'adhésion (A14) lors d’'une
infection de cellules épithéliales en essai de compétition, Calculé selon (169).
Souche C.1.° Adhésion (P) C.L1.° Invasion (P)
ISP1820A14 2.35 (<0.001) 2.37(0.0013)

? Indice de compétition par rapport a la souche sauvage ISP1820 Nal® lors de I'adhésion (T90/T0)
® Indice de compétition par rapport a la souche sauvage ISP1820 Nal® lors de I'invasion (T180/T90)
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7. RT-PCR

7.1. RT-PCR révélant le profil d’expression des fimbriae de S. Typhi lorsque

cultivée selon différentes conditions de culture in-vitro.

Les fimbriae ne sont généralement pas exprimés in vitro. Puisque les fimbriae de S.
Typhi ne sont pas trés bien caractérisés, nous avons décidé de regarder I'expression des
fimbriae dans différentes conditions de croissance. L’extraction d’ARN de bactéries
soumises a des conditions de croissance distinctes a été réalisée. Cet ARN représente tous
les genes exprimés dans des conditions précises ou lors d’'une phase de croissance
déterminée. Cet ARN, une fois rétro-transcrit en ADNc peut étre utilisé lors de réaction de
PCR afin d’amplifier les génes des fimbriae de S. Typhi. Lorsqu’un fragment est visible, c’est
que ce gene a été exprimé in vitro dans les conditions choisies pour I'extraction d’ARN.
Quatre conditions expérimentales de croissances ainsi qu’'une infection de cellules
épithéliales ont été choisies puis des réactions de PCR ont été effectuées sur 'ADNc. Les
amorces utilisées permettent d’amplifier un fragment d’environ 200 pb situé juste apres le
premier ATG suivant le promoteur de I'opéron. Les figures 20 a 26 présentent les produits
de RT-PCR migrés sur gel d’agarose. Sur chaque photo, la présence de diméres d’amorces
est visible dans le bas du gel, mais les fragments amplifiés sont tout de méme visibles. La
colonne de droite présente 'amplification d’'un fragment de 'ARN16S servant de controle

positif aux réactions de PCR.
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7.1.1. Milieu LB

Tout d’abord, la souche S. Typhi a été cultivée en milieu riche LB avec agitation pour
une période d’environ 16 h avant I'extraction d’ARN. La RT-PCR permet d’apprendre que

les fimbriae fim et sta sont exprimés dans ces conditions (Fig. 20).
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Figure 21: Gel de migration des produits de RT-PCR pour une extraction d’ARN d’'une
culture de S. Typhi en LB O/N avec agitation.
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7.1.2. Milieu LB NacCl

Ensuite, la souche S. Typhi a été cultivée en milieu riche LB, avec ajout de NaCl 0.3M,
incubée sans agitation pour une période d’environ 16h. Le pili de type IV, pil, ainsi que les

fimbriae fim, sta, stb, stc, std, ste et tcf sont exprimés lorsque la souche S. Typhi est cultivée

dans de telles conditions (Fig. 21).

Figure zz: uel ae migrauon aes proauits de K1-FUK pour une exraction a AKN a une
culture de S. Typhi en LB-NaCl 0.3M O/N sans agitation.
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7.1.3. Milieu M63 faible ou riche en fer

L’expression des fimbriae lors de culture en bouillon minimal M63 a ensuite été
évaluée. Un facteur de variations supplémentaire a été ajouté a cette condition soit la
présence ou l'absence de fer. Tout d’abord parce qu'un milieu faible en fer est une
condition rencontrée chez I'’héte lors de l'infection, ensuite parce que certaines évidences
chez E. coli démontrent que la présence ou I'absence de fer interferent avec la régulation

des fimbriae (183). La croissance dans un bouillon M63 faible en fer, provoque I'expression

du fimbriae sta seulement (Fig. 22).

Figure 23: Gel de migration des produits de R1-PCR pour une extraction d’ARN d'une
culture de S. Typhi en M63 faible en fer O/N sans agitation.
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La croissance de S. Typhi dans un milieu riche en fer provoque aussi I'expression,
de I'opéron sta (Fig. 23). Il est donc possible que le fer n’ait pas d’'implication concernant

I'expression du fimbriae sta. L'ajout du fer au milieu M63, provoque également la

transcription de fim, pil et stb.

Figure 24: uel ae migratuon aes proauits de K1-FUK pour une extraction d AKN a une
culture de S. Typhi en M63 riche en fer O/N sans agitation.
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7.2. RT-PCR révélant le profil d’expression des fimbriae de S. Typhi lors

d’une infection de culture de cellules épithéliales.

7.2.1. Expression des fimbriae dans le surnageant

Une PCR fait sur 'ADNc provenant d’une culture de S. Typhi lors des différentes étapes
d’une infection de cellules épithéliales, surnageant, adhésion et invasion, présente aussi
des résultats intéressants. Le surnageant, qui correspond au milieu de culture dans lequel

baignent les cellules épithéliales 90 minutes apres 'ajout des bactéries. Il est possible de

constater que dans cette condition, les fimbriae saf, sta et tcf sont exprimé (Fig. 24).

Figure 25 : Gel de migration des produits de RT-PCR pour une extraction d’ARN du
surnageant lors d’infection de cellules épithéliale par S. Typhi.
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7.2.2. Expression des fimbriae durant I'adhésion

Aprés 90 minute d’'interaction, suite au retrait du surnageant et plusieurs lavages des
cellules, 'ARN extrait correspond a l'étape d’adhésion. On observe un changement
concernant l'expression fimbriaire entre les bactéries du milieu (Fig. 24) et ceux ayant

adhérées (Fig. 25). Le fimbriae sta est encore une fois exprimé, mais les fimbriae saf et tcf

ne le sont plus, ils sont plutét remplacés par le fimbriae fim.

Figure 26 :Gel de migration des produits de RT-PCR pour une extraction d’ARN de S.
Typhi lors de I'adhésion aux cellules épithéliales.



7.2.3. Expression de fimbriae durant l'invasion

Aprés 180 minutes d’interaction et suite a plusieurs lavages des cellules épithéliales,
I’ARN extrait correspond a I'étape d’invasion. Dans ces conditions, le fimbriae fim continue
d’étre exprimé. Il est intéressant de constater que le fimbriae sta (exprimé lors de

I'adhésion Fig.25) ne 'est plus lors de I'invasion (Fig.26), mais que les fimbriae saf et tcfle

sont a nouveau tout comme dans la phase surnageant (Fig. 24)

Figure 27 : Gel de migration des produits de RT-PCR pour une extraction d’ARN de S.
Typhi lors de I'invasion des cellules épithéliales.
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8. Biofilms

Des études ont révélé que les porteurs asymptomatiques de S. Typhi sont aussi souvent
porteurs de calculs biliaires et que ceux-ci pourraient étre un facteur prédisposant a I'état
de porteur asymptomatique (38). Ces pierres sont enrobées de cholestérol et propices a la
formation de biofilms dans la vésicule biliaire. Suivant ces observations, plusieurs
recherches ont été effectuées et il s’avere que la bile ainsi qu'une surface recouverte de
cholestérol sont propices a la formation et favorise le développement de biofilms (36). Afin
d’investiguer le role des fimbriae de S. Typhi dans la formation de biofilms nous avons
réalisé des essais de biofilm en tubes (TBA). Puisque les flagelles de S. Typhi sont impliqués
dans la formation de biofilm (38), nous avons utilisé une souche mutante (f[hCD) comme
controle négatif. Les premiers résultats suggérent que les fimbriae de S. Typhi sont
impliqués dans la formation de biofilm. Le mutant afimbriaire (A14) présente une plus
faible capacité a former des biofilms que la souche sauvage (WT). Le mutant fim présente
ce méme défaut. Cependant, le mutant csg présente un défaut moins marqué que chez le

mutant fim.
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Figure 28 : Essai de biofilm en tube. Densité optique mesurée suite a la coloration au
crystal violet lors d’un essai de biofilm en tubes d’'une durée de 3 jours. Les essais ont été
réalisés en triplicata technique et sont significatif lorsque P<0.05 (*) suite a un T-test de
Student par rapport a la souche sauvage (WT).
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9. Surexpression du fimbriae stg a I’aide d’'un vecteur inductible

Puisque peu de fimbriae sont exprimés in vitro et dans le but d’étudier d’avantage le
role de chaque fimbriae notre laboratoire désir surexprimer chaque opéron fimbriaire a
I'aide d'un vecteur inductible a I'arabinose (pBADZ24, voir tableau IV). Chez S. Typhi,
I'opéron arabinose, araBAD, est constitué des genes responsables de son métabolisme
sous le controle du régulateur transcriptionnel araC. L'entrée de l'arabinose dans la
bactérie est controlée notamment par les genes araE, araH et araJ qui ne sont pas localisés
dans 'opéron. Afin d’optimiser 'expression du plasmide, nous avons construit les souches
S. Typhi AaraBAD et S. Typhi Al4, AaraBAD qui sont compétentes afin d’internaliser
I'arabinose, mais incapable de le métaboliser, laissant celui-ci entiérement disponible pour
I'induction plasmidique. Afin de comparer I'expression du fimbriae stg, un Western blot a
été réalisé sur différentes souches contenant le plasmide pBAD24 ainsi que les mutations
détaillées ci-haut (Fig. 28). Un résultat préliminaire nous permet d’observer I'expression
dans le surnageant du fimbriae stg seulement lorsque la souche S. Typhi AaraBAD
(pBADstgTAT) et S. Typhi A14 AaraBAD (pBADstgTAT) sont induites a I'arabinose (Fig.
28). La mutation des genes araBAD permet donc une meilleure expression du plasmide et
du fimbriae stg. Ces conditions pourront donc étre répétées afin de surexprimer tous les

fimbriae de S. Typhi.



Figure 29 : Induction de I'’expression fimbriaire stg. Western blot des protéines du
surnageant traitées avec 'anticorps polyclonal anti-stgD apres induction a I'arabinose
0.1% des souches de S. Typhi pPBAD24 présentant les mutations indiquées pour chaque
souche. WT représente la souche sauvage.
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Discussion

S. Typhi, 'agent étiologique de la fiere typhoide, est un sérovar a héte unique qui peut
seulement infecter 'homme. Ainsi, le seul réservoir connu de cette bactérie est 'homme
infecté ou le porteur asymptomatique. Malgré les nouvelles générations d’antibiotiques, le
nombre de cas de fiévre typhoide continue d’augmenter a 1'échelle mondiale (39). La
situation reste inquiétante et les connaissances actuelles a propos de ce pathogéene
méritent d’étre approfondies. Les similarités entre S. Typhi et S. Typhimurium permettent
de cibler certains mécanismes de virulence qui sont communs aux deux sérovars.
Cependant, les particularités uniques a S. Typhi ne peuvent étre décelées qu’en étudiant ce
sérovar. Les modéles d’études disponibles jusqu'a maintenant sont peu adéquats.
L’infection de souris par S. Typhimurium permet d’observer une maladie systémique qui
mime certains traits propres a S. Typhi, mais ne permet pas d’étudier le réle des genes
uniques a S. Typhi. Puisque la spécificité d’hote de S. Typhi réside possiblement dans ces

genes de virulence uniques, il est primordial de s’y intéresser.

L’objectif de la présente étude était de mieux connaitre certains facteurs de
virulence qui sont uniques a S. Typhi. Le répertoire de fimbriae de S. Typhi est unique a
celui-ci et demeure trés mal connu. Ainsi, la caractérisation et la délétion des systémes
d’adhésion de S. Typhi nous a permis d’exposer certaines particularités des fimbriae de S.

Typhi qui demeuraient jusqu'a maintenant inconnues.

Les objectifs du projet ont permis de recueillir beaucoup d’informations relatives

aux fimbriae de S. Typhi. D’abord, la création de mutants des systémes d’adhésion nous a
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permis d’observer certains effets lors I'interaction avec des cellules humaines, et lors de la
production de biofilm. Ensuite, la caractérisation de I'’expression de chacun des fimbriae a
été observée par RT-PCR et expose un profil d’expression individuel tres intéressant. Aussi,
la construction d’'une souche afimbriaire permet d’étudier la contribution de tous les

systemes d’adhésion de S. Typhi simultanément et s’avére un outil avantageux.

1. Courbe de croissance

Apreés avoir réalisé une courbe de croissance en milieu LB, nous constatons que la
souche afimbriaire (A14) ne présente aucun défaut de croissance (Fig. 12). Les opérons
fimbriaire ne sont pas des genes requis ni essentiels pour la croissance de S. Typhi en
condition classique de laboratoire (bouillon LB). Ainsi les phénotypes observés, relatifs a
cette souche, ne sont pas provoqués par un tel défaut et pourraient étre attribuables aux

délétions des systemes d’adhésion.

2. Mobilité

La régulation complexe des fimbriae (Chapitre 1 section 2.2.) implique certains
facteurs qui sont également impliqués dans la régulation de la mobilité chez S.
Typhimurium et E. coli (142, 160). Aussi, le role des fimbriae est avant tout d'immobiliser
les bactéries en adhérant a une surface. La mobilité et I'adhésion sont donc deux fonctions
opposées (160). Cependant, la délétion des systemes d’adhésion de la bactérie S. Typhi ne
provoque pas de phénotype d’augmentation au niveau de la mobilité. Toutes les souches
(mutantes individuelles ou multiples) présentaient une mobilité équivalente a celle de la

souche sauvage (Fig. 13). Les mécanismes de régulation des flagelles proposés par
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différents auteurs pour S. Typhimurium et E. coli (142, 160) impliquent les régulateurs
fimbriaires fimZ et csgD, mais lors des tests visant a mesurer la mobilité, 'absence des
régulateurs fimZ et csgD ne cause pas de phénotype chez S. Typhi dans les conditions
testées. Toutefois, dans le cas du régulateur fimZ, son implication est observé seulement
lorsque celui-ci est exprimé constitutivement (160) et dans le cas du régulateur csgD, sont
implication est observée lors du changement entre une phase planctonique et la
production de biofilm (142). Puisque les tests effectués dans cette étude n’'impliquent pas
I'expression constitutive de fimZ et qu’ils n’ont pas été effectués en conditions favorable a
la formation de biofilm, il est possible que le réle de ces régulateurs ne soit pas détecté. Les
connaissances actuelles sur la régulation croisée entre les flagelles et les fimbriae de S.

Typhi nécessitent d’étre approfondies.

3. Adhésion et invasion de cellules épithéliales

Les infections de culture de cellules épithéliales humaine INT-407 fournissent des
résultats intéressants et novateurs. Tres peu d’informations sont disponibles quant aux
roles des différents fimbriae de S. Typhi. Les conditions de croissance qui permettent
d’induire la production des fimbriae de S. Typhi ne sont pas encore connues. La méthode
utilisée inclue un temps d’incubation durant lequel les bactéries sont en présence des
cellules humaines et des molécules que ces derniéres pourraient sécréter dans le milieu ce
qui pourrait induire I'expression de certains genes qui ne sont normalement pas exprimés

en milieu riche de laboratoire.

La majorité des études publiées jusqu'a maintenant font état des différentes

caractéristiques du fimbriae fim chez E. coli ou S. Typhimurium et semblent indiquer que
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ce fimbriae est impliqué dans I'adhésion aux cellules épithéliales. Une étude de souches de
S. Typhi mutantes pour les fimbriae pil, sta et tcf a été publié en 2008 (17). Toutefois, cette
étude démontre qu'aucun phénotype d’adhésion ou d’invasion n’est causé par la mutation
de pil, sta ou tcf en interaction avec des cellules épithéliales INT-407 (17). Nos résultats
démontrent toutefois une implication de pil et tcf. Selon nos résultats, une mutation de pil
et tcf provoquent respectivement une diminution et une augmentation du niveau
d’adhérence (Fig. 14). Aussi, selon nos résultats une mutation de tcf provoque une
diminution du niveau d’invasion (Fig. 15). Les conditions expérimentales des deux études
étaient différentes et pourraient expliquer les différents résultats obtenus. Dans les
travaux de Bishop et al. 2008, les cellules épithéliales étaient incubées 48 heures dans les
plaques a 24 puits avant l'ajout des bactéries. Les divers essais ont été réalisés a 4 °C ou
avec des cellules fixées a la cytochalasine D, avec différentes M.O.l. et divers phases de
croissance bactériennes. Selon Bishop et al., 2008, les conditions de culture, la phase de
croissance, la méthode de culture des cellules eucaryotes ainsi que la souche de S. Typhi

peuvent causer beaucoup de variation et ainsi donner des résultats contradictoires

D’autres études présentent cependant des résultats différents. Selon une premiére
étude, pilS serait impliqué dans I'adhésion et I'invasion de cellules épithéliales INT-407
(204). Tandis que dans une deuxieme étude le pili de type IV est impliqué seulement dans
I'invasion de cellules épithéliales BHK et d’'une maniere indépendante du récepteur CFTR
(22). Les conditions expérimentales des ces travaux sont légerement différentes de celles
utilisées dans le cadres de notre étude puisque les cellules épithéliales ont été incubées

48h dans les plaques a 24 puits avant I'ajout des bactéries qui étaient en phase stationnaire
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lors du test de Zhang et al. 2000. Les cellules épithéliales utilisées par Bravo et al. 2011,
n’étaient pas des INT-407 et les essais d’adhésion ont été réalisés a 4 °C. Selon Kusters et al.
1993, la M.O.I. utilisée lors d'une infection est une cause directe du nombre de bactérie qui

adhérent et pénetrent dans les cellules épithéliales (110).

L’analyse des résultats obtenus par notre laboratoire indique que les fimbriae bcf, csg,
fim, pil, saf, sef, std, ste, stg, sth et tcf ont tous une implication dans 'adhésion (Fig. 14). La
mutation de certains (bcf, fim, saf et tcf) provoque une augmentation du pourcentage
d’adhésion tandis que d’autres (csg, pil, sef, std, ste, stg et sth) provoque une perte des
capacités d’adhésion (Fig, 14). Il est intéressant de noter que cinq des six fimbriae uniques

au sérovar Typhi sont impliqués dans I'adhérence soit pil, sef, ste, stg et tcf.

Pour ce qui est de I'invasion, les fimbriae bcf, csg, fim stb, ste, stg et tcf y sont impliqués
(Fig. 15). Encore une fois, certains fimbriae, lorsque mutés, provoquent une augmentation
(bcf, csg, ste et stg) ou une diminution (fim, stb et tcf) du pourcentage d'invasion (Fig. 14).
Les fimbriae ste, stg et tcf, qui sont uniques au sérovar Typhi, sont impliqués également
dans l'invasion. Les résultats d’invasion sont présentés en taux par rapport aux résultats
d’adhérence afin d’éliminer les effets d’adhérence qui pourraient ainsi masquer les effets
de l'invasion. Cette méthode d’analyse ne fournis pas de corrélation entre les résultats

d’adhérence et d’'invasion

Curieusement, les résultats obtenus démontrent que certains fimbriae aurait un role
anti-adhérence ou anti-invasion. Cependant, puisque S. Typhi possede un répertoire varié

et unique de fimbriae, il est possible que ceux-ci ne travaillent pas tous collectivement. 1l se
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pourrait que certains travaillent conjointement alors que d’autres soient utilisés pour
masquer les effets ou ralentir le processus d’adhésion ou d’invasion. Aussi, la régulation
d’un fimbriae pourrait affecter la régulation d'un autre. Par exemple, puisque le fimbriae
fim est le seul a avoir été observé in vitro (48, 93), il est possible que son expression soit
privilégiée au détriment des autres fimbriae. En ce sens, une mutation du fimbriae fim
permettrait 'expression de fimbriae qui sont normalement inhibés. Certains fimbriae ne
semblent pas impliqués dans I'adhésion et l'invasion de cellules épithéliales (sta et stc)
(Fig. 14 et 15). Puisque les récepteurs pour les fimbriae de S. Typhi n’ont pas été identifiés,
il est probable que certains fimbriae soient spécifiques a certains types cellulaires

retrouvés notamment lors de la phase systémique de I'infection.

4. Phagocytose et survie dans les macrophages

Le role des fimbriae de S. Typhi dans le processus de phagocytose est également
mal connu. Ici, les résultats démontrent que les fimbriae fim, pil, saf, sef, sta, stb, stc, std, ste,
stg, sth et tcf sont impliqués, soit dans le processus de phagocytose ou soit dans le
processus de survie dans les macrophages. L'analyse des résultats porte a croire que
certains fimbriae de S. Typhi auraient un role anti-phagocytaire puisque la majorité des
mutations provoquent une augmentation de la phagocytose (fim, pil, sta, stb, std, ste, et sth)
(Fig. 17). D’'un autre cOté, certaines mutations ont provoqué une diminution de la
phagocytose, ce qui porte a croire que les fimbriae saf, stg et tcf aurait un réle servant a

provoquer ou a aider la phagocytose (Fig 17).
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Une fois dans les macrophages, la bactérie S. Typhi adapte son environnement afin
d’y survivre et cette capacité est unique et essentielle a S. Typhi (45). Certaines mutations
ont provoqué des effets au niveau de la survie dans les macrophages. Ces effets pourraient
signifier que les fimbriae de S. Typhi sont impliqués dans la phase intracellulaire de
I'infection. Les fimbriae saf, sef et std semblent contribuer a la survie de S. Typhi puisqu’une
mutation d'un des ces fimbriae provoque une diminution du taux de survie (Fig. 18).
D’autre part, les fimbriae stc et stg une fois mutés provoquent une augmentation du taux de

survie (Fig. 18).

Il est important de noter que tres peu d’études portant sur les fimbriae de S. Typhi
ont été réalisées et que les connaissances sur la régulation des fimbriae lors de l'infection
de culture de cellules épithéliales ou de macrophages sont insuffisantes. Ainsi, il est
probable que la mutation de ces fimbriae provoque des modifications au niveau de la
régulation fimbriaire, mais aussi dans d’autres voies de régulation. Donc les mutations
peuvent étre bénéfiques ou néfastes lors d'infection de cellules, mais sans que 'effet soit
relié a la présence ou a I'absence du fimbriae a la surface cellulaire. Selon d’autres études
réalisées par notre laboratoire, les fimbriae bcf, csg et sth, lorsque mutés, provoquent une
diminution du taux de phagocytose et de survie dans les macrophages lors d’essai de
compétition (159). Lors d’'un essai de compétition, les mutations peuvent provoquer des
phénotypes n’ayant pas été démontrés avant puisque les mutants sont soumis a une
pression de sélection beaucoup plus forte que lors d’une infection réguliére. Il serait donc
intéressant de faire des essais de compétition pour chaque mutant. Aussi, les résultats

présentés dans cette étude indiquent que le fimbriae csg ne semble pas impliqué lors
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d’interactions avec les macrophages. Toutefois, le transcriptome de S. Typhi lors
d’'infections de macrophages révéle que csg est exprimé dans ces conditions (55). Puisque
csg participe a de nombreuse voie de régulation, il serait intéressant d’approfondir les
recherches et de découvrir quel role joue csg dans les macrophages. Aussi, la détection
d’anticorps anti-bcf, anti-csg et anti-stb dans le sang de patients atteint de typhoide suggere
fortement que ces fimbriae sont exprimés dans la phase systémique de I'infection (29, 84,
92). 11 est probable que les récepteurs pour ces fimbriae se trouvent sur des cellules
d’organes profonds rencontrées lors de l'infection systémique et non sur les cellules
épithéliales. Ceci expliquerait pourquoi nous n’avons pas vu d’effet provoqués par la

mutation de certains fimbriae.

5. Infections de cellules humaines avec les souches afimbriaires

Les infections réalisées avec les mutants afimbriaires dépourvues de systemes
d’adhésion mais aussi de flagelles et de capsules fournissent des résultats intéressants. Les
flagelles sont impliqués dans la virulence et contribuent a I'infection de cellules épithéliales
chez S. Typhi (119, 197). Les résultats obtenus par notre laboratoire sont donc conséquent
avec les travaux publiés préalablement (Fig. 16). Aussi selon certaines études, la capsule
devrait diminuer l'adhésion en cachant certains systémes d’adhésion et une mutation
devrait augmenter I'invasion (17). Nos résultats illustrent qu'une mutation de tviB modifie
peu l'adhérence et l'invasion. Toutefois, la mutation de tous les systéemes d’adhésion
jumelée a la mutation de la capsule (A14AtviB) produit une diminution de I'invasion (Fig.
16 B). Ces résultats tendant encore une fois a prouver que les systémes d’adhésion de S.

typhi sont impliqués dans I'invasion de cellules épithéliales.
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L’implication des flagelles dans les macrophages n’est pas documentée. Selon notre
laboratoire, les flagelles seraient importantes lors de la phagocytose, mais non impliqués
lors de la survie dans les macrophages. Puisque I'entrée a I'intérieur des macrophages est
essentielle a I'établissement de l'infection systémique, il est possible que les flagelles
dirigent les bactéries vers les macrophages afin d’assurer leur phagocytose. Selon nos
résultats, les flagelles sont importants pour la phagocytose, mais lorsque tous les systemes
d’adhésion sont absents, une mutation des flagelles ne cause plus de phénotype aussi
prononcé (A14AfliC Fig. 19). Ce résultat est cohérent avec le réle anti-phagocytaire
proposé pour plusieurs fimbriae (Fig. 17). D’autre part, selon certaines études, la capsule
de S. Typhi est essentielle a la survie dans les phagocytes (86). Toutefois les mutants pour
la capsule sont plus phagocytés, mais ne sont pas éliminés par les macrophages (Fig. 19).
Finalement chez le mutant A14AfliCAtviB, 'absence des flagelles permettant de diriger la
souche vers les macrophages semble étre d’avantage un facteur nuisible que 'absence de
capsule et de systemes d’adhésion pour la phagocytose de la bactérie. Encore une fois, la
régulation croisée entre les différents systemes d’adhésion, 'expression des flagelles et de
la capsule pourraient étre a l'origine des phénotypes observés et méritent une

investigation plus approfondie.

6. Les effets d’'une souche dépourvue de systémes d’adhésion

La création d’'un mutant totalement dépourvu de systéme d’adhésion ne démontre
pas de phénotypes tres accentués. Cette souche ne présente que trés peu d’effets sur
I'adhésion et I'invasion de cellules épithéliales. 11 est possible que 'absence de systéme

fimbriaire provoque I'expression ou le désencombrement stérique autour d’adhésines non
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fimbriaires qui peuvent pallier pour 'absence des fimbriae. S. Typhi possede certaines
adhésines non-fimbriaires dont STY0405, STY0351 (appelé T2544 (68)), PagC et des
systémes de sécrétion de type 1-5 et 6. Le SST1, retrouvé sur le SPI-4 est exprimé et
important durant la phase intestinale de 'infection (66). Aussi parmi les SST5, I'adhésine
SdhA, méme si pseudogéne chez S. Typhi, semble étre impliquée dans la virulence (84,
147). La présence d’autant de systémes d’adhésion chez S. Typhi démontre que cette étape
est cruciale au développement de l'infection et qu’il est primordial de s’y intéresser.
D’autre part, la souche dépourvue de systeme d’adhésion (A14) est plus phagocytée que la
souche sauvage. Ce résultat est cohérent avec les résultats démontrant que plusieurs
mutants individuels étaient plus facilement phagocytés que la souche sauvage renforcant
ainsi le role anti-phagocytaire possible de certains fimbriae. Puis finalement, la souche
afimbriaire (A14) survit aussi bien que la souche sauvage dans les macrophages. La souche
afimbriaire (A14) ne semble pas présenter de phénotype notable lors d’infections
individuelles de cellules humaines. Néanmoins, I'essai de compétition entre la souche
afimbriaire (A14) et la souche sauvage (ISP1820NalR) lors d'une co-infection de cellules
épithéliales offre des résultats trés surprenants. Effectivement, si les propriétés d’adhésion
et d’'invasion ne sont pas altérées pour la souche afimbriaire lors d’infections individuelles,
cette derniere surpasse de 2 fois la souche sauvage en termes d’aptitude d’adhésion et
d’invasion (Tab. VI). Il serait donc intéressant de procéder a des essais de compétition

entre les différents mutants individuels et la souche sauvage.

La souche afimbriaire ne permet pas de révéler I'implication de chaque fimbriae

lors de l'infection de cellules humaines et n’a pas été congue dans ce but. Toutefois, cette
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souche s’avere un outil puissant pour 'étude des fimbriae puisqu’elle pourra permettre

I'expression contrélée et 'observation d’un seul fimbriae a la fois.

7. Expression de fimbriae

La RT-PCR nous permet de découvrir que dans un bouillon LB incubé 16h avec
agitation, les fimbriae fim et sta sont exprimés (Fig. 20). Toutefois, 'ajout de NaCl et
I’absence d’agitation permet 'expression des fimbriae fim, pil, sta, stb, stc, std, ste et tcf (Fig.
21). Dans un milieu minimal (M63) sans fer, seul le fimbriae sta est exprimé (Fig. 22).
Cependant, I'ajout de fer induit 'expression de trois autres fimbriae en plus de sta soit fim,
pil et stb (Fig, 23). Lors d'une infection de cellules épithéliale le profil d’expression des
divers fimbriae est différent. D’abord, dans le surnageant des cellules, S. Typhi exprime les
fimbriae saf, sta et tcf (Fig. 24). Les bactéries ayant déja adhérées aux cellules épithéliales
apres 90 minutes d’incubation expriment les fimbriae fim et sta (Fig. 25) puis ceux
retrouvées dans les cellules aprés 180 minutes d’incubations expriment les fimbriae fim,
saf, stb et tcf (Fig. 26). Certains de ces fimbriae tel que pil, sta, ste et tcf sont uniques a S.
Typhi. Il est donc intéressant de voir qu’ils sont transcrits et possiblement impliqués lors
d’'infection de cellules épithéliales. Parmi les fimbriae exprimés lors des RT-PCR, sef et ste
contiennent des pseudogénes. Une RT-PCR ne permet pas d’affirmer que ces fimbriae sont
produit et fonctionnels a la surface de S. Typhi. Toutefois, les résultats de RT-PCR sont tres
intéressants puisqu’ils démontrent clairement que les différents fimbriae de S. Typhi sont
exprimés indépendamment et en réponse aux différentes conditions de croissance. Aussi,
une forte concentration en NaCl (0,3M), préalablement connu comme condition propice a

I'induction du SPI-1 (2) semble aussi étre inductrice de plusieurs fimbriae.
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8. Essai de Biofilm

Les biofilms sont importants pour la virulence et la persistance de S. Typhi chez les
porteurs asymptomatiques. Plusieurs facteurs de surface sont impliqués dans la formation
de biofilms chez d’autre especes tel que fimH chez S. Typhimurium et csgD chez E. coli et S.
Enteritidis (19, 70, 142) Cependant, certaines études révélent que le fimbriae fim ne serait
pas nécessaire a la formation biofilms chez S. Typhimurium (37). Les flagelles sont aussi
impliqués dans la formation de biofilms chez S. Typhimurium (37). Afin d’évaluer le role
des fimbriae de S. Typhi dans la formation de biofilms notre laboratoire a procédé a un
essai de biofilms en tubes (TBA) et les premiers résultats obtenus indiquent que les
fimbriae fim, et les flagelles de S. Typhi sont importants pour la formation de biofilm (Fig.
27) Le fimbriae csg ne semble pas essentiel, mais tout de méme impliqué (Fig. 27). Aussi,
puisque la souche afimbriaire (A14) présente une faible capacité a former des biofilms il
serait intéressant d’investiguer la participation de chaque fimbriae de S. typhi a la

formation de biofilm.

9. Surexpression d’opérons fimbriaires

Les essais de surexpression ont d’abord été réalisés dans le but d’optimiser une
technique afin d’éventuellement surexprimer tous les fimbriae de S. Typhi dans la souche
afimbriaire et ainsi pouvoir les caractériser plus spécifiquement. Cet outil nous permettrait
d’observer l'expression a la surface en microscopie électronique et d’amplifier les
phénotypes reliés aux fonctions et a I'expression de chaque fimbriae. Suite aux premiers
résultats obtenus avec la souche A14 AaraBAD pBADstgTAT, il est clair que la mutation de

I'opéron arabinose est favorable a I'induction du vecteur pBAD24 et a I'expression des
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fimbriae a la surface (Fig. 28). Ce protocole pourra étre répété afin de surexprimer chaque
fimbriae dans la souche afimbriaire.

Tous ces résultats démontrent que les fimbriae de S. Typhi sont probablement
fonctionnels et impliqués dans la virulence. En effet, la mutation de chaque fimbriae a

provoquer un phénotype lors d’au moins un des tests présenté dans cette étude.
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Conclusion

Les objectifs de notre étude ont été atteints et ils ouvrent la porte a plusieurs autres
questionnements et de nombreux projets. Cette étude a permis d’en apprendre davantage
sur les différents systemes d’adhésion de S. Typhi. Ceux-ci, qui étaient auparavant
considérés comme inactifs et non impliqués dans la virulence, font maintenant partie des
divers facteurs de virulence qui contribuent a faire de S. typhi un pathogene d’intérét
médical mondial. Il est primordial de s’intéresser a ces fimbriae puisque ces travaux ont
permis d’affirmer qu’ils sont non seulement fonctionnels, mais impliqués dans la virulence
de S. Typhi.

Nos travaux ont d’abord démontré que la mutation des systéemes d’adhésion
entraine des phénotypes de diminution (csg, sef, std, ste, stg et sth) et d’augmentation (bcf,
fim, saf et tcf) de 'adhérence aux cellules épithéliales lors d’essai in vitro. Ces mémes
mutations ont aussi diminué (fim, stb, et tcf) ou augmenté (bcf, csg, ste, et stg) I'invasion
dans les cellules épithéliales INT-407. Les différentes mutations ont aussi provoqué dans
quelque cas (saf, stg et tcf) une diminution de la phagocytose par les macrophages THP-1,
mais une augmentation de la phagocytose a été observée pour la plupart (fim, pil, sta, stb,
std, ste et sth). De plus certains fimbriae de S. Typhi semblent impliqués dans la survie a
I'intérieur des macrophages. Quelques mutants (saf, sef et std) on produit une diminution
alors que d’autre (stc et stg) on provoqué une augmentation du taux de survie dans les

macrophages humains.



105

Les analyses d’expression fournies par les tests de RT-PCR attestent d'une
régulation fimbriaire complexe. Ces résultats indiquent que les fimbriae de S. Typhi
répondent aux conditions environnementales et sont exprimés spécifiquement et

séquentiellement selon I'évolution d'une infection de cellules humaines.

Nous avons également démontré qu’une souche afimbriaire, lorsque soumise a une
compétition contre la souche sauvage, adhere et pénétre deux fois plus dans les cellules
épithéliales. Ces résultats étonnants ouvrent la voie a une multitude de questions, de
projets de recherches et de découvertes. En effet, la construction d’'une souche afimbriaire
s’avere un outil de recherche précieux qui nous permettra d’étudier plus en profondeur
chaque systéme d’adhésion. Cette souche offre aussi les avantages de travailler dans le
contexte de régulation de la souche parentale évitant ainsi les biais que pourrait causer
l'utilisation d’une souche d’E. coli afimbriaire.

Pour finir, ce projet aura contribué a augmenter les connaissances et la

compréhension des divers facteurs de virulence de S. Typhi.
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Annexe

Tableau VIII: Liste des amorces utilisées pour la création de mutants

Xvii

Opéron Nom de I'amorce Séquence Site de restriction

STGA-F 5'- CGG GAT CCG AGA TGA GAA TAA CGG AATA - 3' BamHI

stg STGA-R 5'- AAC TGC AGC CAG CAA ATG CCGTTT TGT T - 3' Pstl
STGD-F 5'- GCT CTA GAC ATT GAT ATG ACT TAT TTT G - 3' Xbal
STGD-R 5'- AAC TGC AGG CCG CAG AGC TGT GAA ATTG - 3' Pstl
StaAF 5'- AACTGCAGGCGTGAAGAGGAAACTACT T - 3' Pstl

sta StaAR 5'- GCT CTA GAA AAT AAT CAT GGA ACCAGT C- 3' Xbal
StaGF 5'- AACTGCAGTTATCCAAAGCAGATTATGG - 3' Pstl
StaGR 5'- CGGGATCCGCGTTAGCCTTTTCTGGGCA - 3' BamHI
safA-F 5’ - CGG GAT CCG ACT GGC ATT CTA TTC CACCCT G- 3’ BamHI

i safA-R 5 - GTG GAC CTG CAG TTA TCA TGC TCA ACA CGC TTG - 3’ chevauchement
safD-F 5 - TGA TAA CTG CAC CTG GAC GCT GGATTTTAAG- 3’ chevauchement
safD-R 5’ - GCT CTA GAC CCG CTC ACA AAA GAG TGA ATC - 3’ Xbal
FimAF 5’-CGGGATCCGATATCGAAACCGGGTGTGT-3’ BamHI
FimAR-over 5’-ACCTACAGGGCATATTGGTGCCTTC-3’ chevauchement

fim FimWR-over 5’-ATACGCTGCCCTGTAGGTATCGTTACT-3’ chevauchement
Fim WF 5’-GCTCTAGACTCAGCACGCATAAAGTG-3’ Xbal
tcfAF prom 5'-gctctagaCATGATGATCAGTCTATTTGTGGC-3" Xbal

tef tcfAR over 5'-tgtcagggtAATTTCTGCCGCCATGGGATA-3' chevauchement
tcfDF over 5'-gcagaaattACCCTGACAACACAACCCTT-3' chevauchement
tcfDR 5'-aaggaaaaaagcggccgcAGCAGAACCTCACGCATTGA-3' Notl
csgF 5'-CGG GAT CCT GGG GCT AAT CTT TGG CTA T-3' BamHI

esg csg R over 5'-AAC TCA ATC TAT GAA GTA CAG GCA GGC GT-3' chevauchement
csg F over 5'-TAC TTC ATA GAT TGA GTT GTC TCG TCT TA-3' chevauchement
csgR 5'-AAG GAA AAA AGC GGC CGC GCC TAT GGC AGG GAT ATT TT-3' Notl
Bcf F1 5'-cgggatcc act cacgacgttg agtagct-3' BamHI

- Bcf R2 5'-acgtcattcTGACGGTTGTAGTATCCGCT-3' chevauchement
Bcf F3 5'-CAACCGTCAgaatgacgtgggaaccttag-3' chevauchement
Bcf R4 5'-aaggaaaaaagcggccgc TGCTACGCGG TTCAGTCATA-3' Notl
Stb F1 5'-cgggatcc tgctgaatte tggectgtet -3° BamHI

sth Stb R2 5'-gttattgccCGCCGAAAACAGCACTTGAT-3' chevauchement
Stb F3 5'-TTTTCGGCGggcaataacacg acgggttt-3' chevauchement
Stb R4 5'-aaggaaaaaagcggccgc CAGGAGGGTATAGCTCACAT-3' Notl
STY2378-81 F1 5'-gctctaga TGTTGACT GCCTTCACTA CC -3' Xbal

- STY2378-81 R2 5'-gctgaaattAAGCGACT G CGCTGATCT AT-3' chevauchement
STY2378-81 F3 5'-cagtcgcttAATTTCA GC GGTGTTCG TAC-3' chevauchement
STY2378-81 R4 5'-aaggaaaaaagcggcege GCGA TAACTTCCTG TCTATG -3' Notl
stdA F1 5'-cgggatcc cgatggaaagttcaggtget-3' BamHI

std stdA R2 5'-TTAAGGGCA CCGCCATGGCAAGTATTATT-3' chevauchement
stdC F3 5'-CCATGGCGGTGCCCTTAAAGGCTGTTCTG-3' chevauchement
stdC R4 5'-gctctaga atacctggctcaaccgeata-3' Xbal
steA F1 5'-cgggatcc ctatgccgcatatcccttga-3' BamHI

S steA R2 5'-CTCTGCCAA CCGGAGACAATTCCCATAAC-3' chevauchement
steD F3 5-TGTCTCCGG TTGGCAGAGGGAAATACCAT-3' chevauchement
steD R4 5'-gctctaga ccagagcatcaatgecttt-3' Xbal
sefA F1 5'-cgggatcc geatccgcacagataaattg-3' BamHI

sef sefA R2 5-GTCTTCTCC CTGCCTGAACCTCTGCTTTG-3' chevauchement
sefD F3 5"-TTCAGGCAG GGAGAAGACTGGCAACCAGA-3' chevauchement
sefD R4 5'-gctctaga atgccgtaggaatgtcaage-3' Xbal
sthA F1 5'-cgggatcc cgtagaatagccgectgett-3' BamHI

sth sthA R2 5'-ccgTCAGTT TGTGGATGCTACGGCAGTTA-3' chevauchement
sthE F3 5'-GCATCCACA AACTGAcggcatcacattttc-3' chevauchement
sthE R4 5'-gctctaga gecatctggactggtatteg-3' Xbal
pilL F1 5'-cgggatcc gagcgctaagcecaaatctee-3' BamHI

. pilL R2 5'-CTCCTGTAG GCTGCTGACTCTGTGCAAAT-3' chevauchement

pil pilK F3 5'-GTCAGCAGC CTACAGGAGTGGCGGCTTAT-3' chevauchement

pilKk R4 5'-gctctaga cgacgtgaaatcgactgaaa -3’ Xbal




Tableau IX: Liste des amorces utilisées pour les essais de RT-PCR

xviil

Opéron Nom Séquence Site de restriction

bef bcfA ATG 5'-ccggaattcttatatttaaaaggagcttgaatg-3' EcoR1
bef R2 5'-acgtcattcTGACGGTTGTAGTATCCGCT-3'

fim fimA ATG 5'-atagaagagagctcgtgtaattcaaggaaaatccATG-3' Sacl
fimLR2prom 5'-AGTAGGATCAGCCGCAACC-3'

o pilL ATG 5'-gtttttgctagctccacgggatttttcATGAACA-3' Nhel
pilL R3 5'-GGTTCAGCAGCTCAGAAAAG-3'

saf safAR qPCR 5'-TGCGATCGCGAATTGTTTAGCAGC-3'
safApBAD 5'-GCTCTAGATTCTGGACGTGCGATTTTAAC-3’ Xbal

sef sefA ATG 5'-gtttttgctagetttggagattttgtaatATGCGT-3' Nhel
sefA R3 5'-CTTTCTGACCAGCAGCAACA-3'

sta staA ATG 5'-atagaagagagctc tgtaaggatacagcaATGAAAAAA-3' Sacl
staAF 5'-AACTGCAGGCGTGAAGAGGAAACTACT T-3' Pstl

sth stbA ATG 5'-atagaagagagctctacaggaacattattatATGTCTA-3' Sacl
stbF3 5'-TTTTCGGCGggcaataacacgacgggttt-3'

ste stcA ATG 5'-cggggtacccattaaggaagagattATGAAAC-3' Kpnl
STY2378-81 F3 5'-cagtcgcttAATTTCAGCGGTGTTCGTAC-3'

std stdA ATG 5'-atagaagagagctcaaaggacatattatctATGCGTA-3' Sacl
stdA R3 5'-TGCGATATCACAGGGGGAGT-3'

ste steA ATG 5'-atagaagagagctcattaaggataacacgATGAAGTC-3' Sacl
steA R3 5'-AGCAGGGGGAATCAACAATA-3'

o stgAR 5'-AACTGCAGCCAGCAAATGCCGTTTTGTT-3' Pstl
stgAFnoprom 5'-GGAATTCCAATAGAGTTATAATGAAACTGAA-3' EcoR1

sth sthA ATG 5'-gtttttgctagcatagaatcaggcaacaattaatATG-3' Nhel
sthA R3 5'-CCTGAACCGTACACGCCTGA-3'

tof tcfA ATG 5'-atagaagagagctc atacggtaaaatctggtATGAAT-3' Sacl
tcfA R3 5'-CCTCCTTCTCCTGTGGCATA-3'
csgAB 5'-ATG TGCTCTGCAAAGCGATGCC-3'

=9 csgA R4 5'-aaggaaaaaagcggcecgc TTGCTGAGTCGTGGTAAACG-3' Notl

Dans les séquences présentées dans les tableaux VIII et IX, chaque base en lettre

minuscule est localisée dans la région intergénique, la portion non codante du géne, tandis

que les bases en lettres majuscules sont dans la portion codante, apres le codon de départ

ATG.



