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Résumé

Vibrio cholerae est une Gamma protéobactérie, colonisant les environnements
aquatiques marins mais aussi les rivieres et les estuaires. V. cholerae est I'agent étiologique du
choléra, maladie toujours considérée comme probléme majeur de santé publique et causant
d'importantes diarrhées aqueuses. Cette bactérie possede de multiples facteurs de virulence,
dont la toxine cholérique et le pilus corégulé avec la toxine, responsables des symptomes
typiques de la maladie. Cependant, V. cholerae possede d'autres facteurs de virulence, dont le
Systéme de Sécrétion de Type VI (SST6) qui est un systéme permettant a la bactérie d'injecter
des effecteurs bactériens dans les cellules voisines eucaryotes ou procaryotes. De ce fait, le
SST6 est impliqué aussi bien dans la virulence chez 'Homme que dans la compétition inter-
bactérienne. Lors de son cycle de vie, la bactérie est en contact étroit avec de nombreuses
molécules antimicrobiennes provenant du systéeme immunitaire de 1’hote, du microbiote
intestinal mais aussi de I’environnement aquatique ou des antibiotiques sont retrouvés en
concentrations sous-1étales. Ces molécules antimicrobiennes sont connues pour moduler les

geénes de virulence des bactéries pathogénes.

Ainsi, nos recherches se basent sur I’hypothése que de faibles doses en antimicrobiens
auraient la capacité de moduler le SST6 de Vibrio cholerae. Ainsi, afin de déterminer I’impact
des antimicrobiens sur le SST6, des analyses de protéomique par spectrométrie de masse puis
par Western blot dirigés contre des protéines du SST6 ont été réalisées sur des bactéries
traitées avec différents antimicrobiens en concentrations sous-létales. Puis, les activités
bactéricides du SST6 de Vibrio cholerae ont été analysées par des tests de compétitions inter
bactériennes avec Escherichia coli et pour finir, nous avons évalué la capacité du SST6 a
apporter a Vibrio cholerae une résistance aux antimicrobiens. Nos résultats démontrent que la
présence d’antimicrobiens lors de la croissance bactérienne peut moduler 1’abondance des
protéines du SST6 dans les cellules et sécrétées, mais cette modulation ne se refléte pas sur les
activités bactéricides de V. cholerae. Enfin, nous n’avons pas trouvé d’implication du SST6

dans la résistance aux antimicrobiens.
Mots-clés : Vibrio cholerae, Systeme de Sécrétion de Type VI, antibiotiques, peptides

antimicrobiens, modulation, virulence



Abstract

Vibrio cholerae is a Gamma proteobacterium, colonizing marine aquatic environments,
rivers and estuaries. V. cholerae is the etiological agent of cholera, a disease still considered as
a major public health problem, which causes severe watery diarrhea. This bacterium has
multiple virulence factors, including cholera toxin and toxin coregulated pilus, which are
responsible for the typical symptoms of the disease. However, V. cholerae has accessory
virulence factors, including the Type VI Secretion System (T6SS). The T6SS is a versatile
weapon allowing bacteria to inject effectors into neighboring eukaryotic or prokaryotic cells.
T6SS is involved in virulence in humans as well as in interbacterial competition. During its
lifestyle, V. cholerae is in close contact with many antimicrobial molecules produced by the
host immune system or the gut microbiota but also from aquatic environment where
antibiotics are often found in sub-lethal concentrations. These antimicrobial molecules are
known to modulate virulence genes of pathogenic bacteria. Thus, our research is based on the
hypothesis that low doses of antimicrobials would have the ability to modulate Vibrio

cholerae T6SS.

In order to determine the impact of antimicrobials on the T6SS, proteomic analyzes by
mass spectrometry and by Western blot directed against T6SS proteins have been carried out
on bacteria grown with different antimicrobials at sub-lethal concentrations. Then, the
bactericidal activities of Vibrio cholerae T6SS has been studied by inter bacterial competition
using Escherichia coli as a prey. Finally, we evaluated the ability of T6SS to provide Vibrio
cholerae antimicrobial resistance. Our results demonstrated that the presence of antimicrobials
during bacterial growth can modulate the abundance of T6SS proteins in the bacterial cells and
secreted. However, we were unable to clearly demonstrate that this modulation affected
interbacterial competition involving Vibrio cholerae. Finally, we found no evidence that the

T6SS is involved in antimicrobial resistance.
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Introduction
1. Généralités sur Vibrio cholerae

Vibrio cholerae est une Gamma protéobactérie a Gram négatif avec un flagelle polaire,
anaérobie facultative, non sporulante. Elle colonise tout aussi bien les environnements
aquatiques marins que les environnements d'eau douce et d'eau saumatre, ce qu’il fait d’elle
une bactérie largement aquatique. Présente dans I'environnement sous forme de cellules libres,
Vibrio cholerae est aussi capable de coloniser les étres vivants de fagon commensale, comme
le mollusque marin, ou bien pathogene, comme l'intestin gréle de 'Homme (Colwell, 1996).
Vibrio cholerae est 'agent étiologique du choléra, maladie touchant uniquement les Hommes,
dont les symptomes sont d'importantes diarrhées aqueuses responsables de déshydratations et
des pertes en électrolytes pouvant amener au déces du patient. L'Homme a connu depuis 1817,
7 pandémies de choléra qui ont dévasté des civilisations et qui ont joué un rdle important dans
I’histoire de I’humanité (Lutz, Erken, Noorian, Sun, & McDougald, 2013). C’est lors de la
cinquieme pandémie, en 1884, que la communauté scientifique prit connaissance du travail de
Robert Koch, qui a isolé I’agent causant le choléra, un bacille en forme de virgule. Cependant,
c’est seulement en 1965 que la bactérie est renommeée Vibrio cholerae, en hommage a Filippo
Pacini qui avait isolé¢ 30 ans avant Robert Koch la bactérie qu’il avait décrit de vibrion
recourbé (Koch, 1884) (Bentivoglio & Pacini, 1995).

1.1 Le choléra, probléme majeur de santé publique

L'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) recense 1,3 a 4 millions cas de choléra
dans le monde dont 21 000 a 143 000 déces, plagant cette maladie comme un probléme de
sant¢ publique majeur (Ali, Nelson, Lopez, & Sack, 2015). Le choléra est une maladie a
déclaration obligatoire, mais ’OMS estime que le nombre de cas de choléra rapporté
officiellement ne représente que 5 a 10% du nombre réel de cas de choléra dans le monde.
Effectivement, la maladie touche principalement des pays en développement ou les capacités
de veille épidémiologique sont limitées (absence de laboratoire d’analyses, par exemple). De
plus, ces pays connaissent des conditions sociales, politiques et économiques non-incitatrices a
la surveillance du choléra ou a d’autres maladies transmissibles. De plus, la surveillance et le

contrdle de la maladie se font dans les régions endémiques du choléra ce qui sous-estime



I’ubiquité de Vibrio cholerae. Cette bactérie est un pathogene environnemental, présent dans
les eaux marines, d’estuaires et de rivieres. Elle a été retrouvée sur les cotes de pays nordiques
non touchés par le choléra, montrant bien la présence de Vibrio cholerae dans chaque partie du
globe (Haley et al., 2012). La détection de Vibrio cholerae est trés importante pour le contrdle
du choléra et la santé¢ publique. La bactérie est devenue endémique et crée des épidémies
saisonniéres de choléra dans certains pays d’Asie qui étaient, auparavant, dépourvus de la
maladie (Harris, LaRocque, Qadri, Ryan, & Calderwood, 2012). Ainsi, Ali et al., en 2015 ont
montré que le choléra est un probléme de santé publique dans plus d’un tiers des pays du

monde dont 60% des cas se trouvent en Afrique Sub-Saharienne et 29% en Asie du Sud-Est.

La plupart des cas de choléra ont pour origine des pays dont l'accés a I'eau propre est
restreint et ou les conditions sanitaires sont réduites. Les populations les plus exposées et a
risque sont les populations réfugi¢es, rassemblées dans des camps avec de mauvaises
conditions d’hygiéne et d’assainissement et avec de 1’eau insalubre. C’est pourquoi, s’il y
avait présence de Vibrio cholerae sérogroupe O1 ou O139 dans une région non endémique,
avec des conditions sanitaires peu présentes, il en résulterait une dissémination rapide et une
probable épidémie. Ceci montre I’importance de la surveillance de la présence de la bactérie
dans I’environnement et I’importance des veilles sanitaires dans 1’épidémiologie de cette
maladie (Lutz et al., 2013). L’humanité est encore affectée par la septiéme pandémie de
choléra ayant commencé en 1961 et a ce jour le meilleur traitement de la maladie reste la
réhydratation intense et I’administration de sels permettant la compensation des pertes
d’électrolytes et d’eau. Certains antibiotiques peuvent E&tre administrés permettant un
raccourcissement de la durée des symptomes et une diminution des pertes d’eau mais la
réhydratation reste indispensable (Bhattacharya, 2003). La prévention des épidémies de
choléra passe par la vaccination des populations touchées et des personnes en voyage dans les
pays endémiques. Cette vaccination doit €tre la plus optimisée possible puisque le choléra
touche des pays dont le suivi des populations est difficile. Ainsi les deux formules vaccinales
qui sont a ce jour distribuées sont des vaccins oraux de Vibrio cholerae O1 et 0139 inactivées
par la chaleur ou bien une combinaison avec la sous-unité B recombinée de la toxine

cholérique (Kabir, 2014). Ces deux formules nécessitent deux doses mais certaines études



montrent tout de méme une bonne efficacité chez les enfants de plus de 5 ans et les adultes,

d’une simple dose sans rappel (Qadri et al., 2016).

1.1.1. Epidémiologie

Malgré ’incidence importante du choléra dans le monde et le nombre de pandémies
que la bactérie Vibrio cholerae cause depuis des siécles, tous les individus contaminés par la
bactérie ne présentent pas les symptomes typiques de la maladie ou sont des porteurs sains
(Harris et al., 2005). Bien que toutes les catégories d’ages soient touchées par la maladie, les
enfants de moins de 5 ans sont particulierement vulnérables et les taux de mortalité chez cette
catégorie d’individus sont plus importants (Ali et al., 2015). Aussi, il a ét¢ montré que les
individus du sérogroupe O sont plus susceptibles a la maladie et indépendamment du
sérogroupe de I’hote, les taux de transmission entre les individus sont plus importants entre les
parents de premier degré qu’entre des individus plus €loignés génétiquement mais vivant sous
le méme toit (Harris et al., 2008); ceci montrant I’importance des facteurs génétiques de 1’hote
dans la susceptibilité a Vibrio cholerae. La réussite d’une infection microbienne est le résultat
d’un déséquilibre entre trois éléments intrinséquement liés, le microorganisme causant
I’infection, 1’hdte infecté et 1’environnement de ce microorganisme. Chacun de ces €léments
contribue a la survie, la propagation et les infections de Vibrio cholerae ayant a ce jour amené
de multiples épidémies de choléra et sept pandémies (Conner, Teschler, Jones, & Yildiz,
2016). Ainsi, de par ces pandémies causées au fil des siecles, cette bactérie a joué¢ un role

certain dans I’établissement de I’épidémiologie moderne (Lutz et al., 2013).

Dans les régions du monde ou le choléra est endémique, les épidémies suivent une
régularité d’émergence, en fonction des changements climatiques saisonniers, démontrant le
role de I’environnement dans 1’épidémiologie du choléra (Alam et al., 2006). Les changements
saisonniers sont corrélés avec des changements de température, de salinité de I’eau, de
concentrations en nutriments et de zoo et phytoplancton (Lutz et al., 2013). Ainsi en période
de pluies abondantes le phytoplancton est plus présent dans les eaux, augmentant la présence
de zooplancton et augmentant de ce fait, I’occurrence de Vibrio cholerae et plus largement de
Vibrio spp. Ces changements saisonniers sont des facteurs importants a prendre en compte

dans la compréhension et le controle des épidémies de choléra. Vibrio cholerae est autochtone



des écosystémes aquatiques agissant comme sources et réservoirs et participant ainsi a la
biodisponibilité de la bactérie (Islam, Drasar, & Sack, 1994). Les infections a Vibrio cholerae
se font par ingestion d’eau contaminée ou de nourriture provenant de la mer et colonisée par la
bactérie. En effet, de nombreuses especes du genre Vibrio et donc Vibrio cholerae
interagissent avec des moules, des huitres mais aussi des poissons et autres micro- et
macroorganismes comme des chironomidés, des protistes autotrophes ou méme des oiseaux
marins; tout autant d’organismes agissant comme réservoirs de la bactérie et participant a sa
propagation (Lutz et al., 2013). Il a été montré que les moules ont la capacité d’éliminer les
souches environnementales non pathogénes de Vibrio cholerae, mais n’ont pas cette capacité
avec les sérogroupes O1 et 0139 (Collin et al., 2012). De ce fait, les souches cliniques ont une
meilleure fitness que les souches environnementales, ayant donc des conséquences sur le
controle de la nourriture et de la maladie. Ceci montre I’importance des interactions entre
Vibrio cholerae et les organismes de son environnement et donc 1’importance des pressions
évolutives pour la sélection des souches virulentes. Par ailleurs, une étude a montré que la
filtration de I’eau avec un sari, un tissu traditionnel d’Asie du Sud, permet d’éliminer 99% des
Vibrio cholerae qui étaient présentes dans cette eau en interaction avec le zooplancton retenu
par le tissu (Huq et al., 1996). Cette méthode s’est montrée efficace pour réduire I’incidence
des cas de choléra et est utilisée dans les villages pour traiter I’eau. Ainsi la prédiction des
épidémies de choléra et leurs surveillances peuvent aussi se faire par le contrdle de
I’abondance, dans 1’eau, du zooplancton ou d’autres microorganismes connus pour étre en

étroite relation avec la bactérie (Lutz et al., 2013).

La disponibilité¢ de Vibrio cholerae dans 1’eau passe aussi par sa capacité a se retrouver dans
I’environnement sous plusieurs états. La bactérie peut étre dans I’eau sous forme de cellules
libres (planctonique) ou bien sous forme de biofilm, en relation donc, avec d’autres bactéries
et liées a une surface abiotique ou biotique. Le phénotype hyperinfectieux est une autre forme
de biofilm dans lesquels les bactéries expriment des geénes de virulence leur permettant de
résister aux défenses de 1’hote et qui a aussi été retrouvée dans I’eau. Ce phénotype fait partie
intégrante du cycle de vie de la bactérie puisque c’est 1’état dans lequel elle se trouve dans les
selles du patient infecté¢ (Conner et al., 2016), (Tamayo, Patimalla, & Camilli, 2010). Cette

forme est un moyen rapide de dissémination du choléra puisque lorsqu’il y a ingestion de



biofilm hyperinfectieux, une grande quantité¢ de bactéries hautement résistantes aux défenses
de I’hdte est délivrée; la dose infectieuse est ainsi diminuée par rapport a des bactéries qui
seraient ingérées sous forme planctonique. La transmission de la bactérie sous 1’état de biofilm
est donc améliorée et les biofilms hyperinfectieux représentent un mode naturel d’infection au
choléra. Ainsi les biofilms et les biofilms hyperinfectieux jouent un réle dans la transmission
de I’environnement a I’hdte mais aussi de 1’hote a un nouvel hote et encore de 1’hote a
I’environnement ou ils seront des réservoirs du choléra (Faruque et al., 2006). Vibrio cholerae
a aussi la capacité de se retrouver sous un état de latence dit de cellule viable mais non
cultivable (VBNC). Cet état lui permet de résister aux stress environnementaux comme de tres
basses températures ou bien des carences en nutriments intenses (Mishra, Taneja, & Sharma,
2012). Tous ces états étant des réservoirs importants de Vibrio cholerae et donc importants

dans I’épidémiologie du choléra.

Comme dans tout cycle, Vibrio cholerae est soumise a la prédation de bactériophages mais
aussi de bactéries telles que les espeéces du genre Bdellovibrio ainsi que du broutage des
nématodes; ceci participant a la régulation des communautés de Vibrio cholerae dans
I’environnement. La prédation par les phages, par exemple, dont la famille prédominante est
Myoviridae, influence les épidémies de choléra. Lors d’une augmentation du nombre de
phages dans 1’eau, le nombre de phages lytiques retrouvés dans les selles des patients est
augmenté et le nombre de cas de choléra diminue (Faruque et al., 2005), (Seed et al., 2011).
Les phages retrouvés dans I’environnement lors d’épidémies sont spécifiques au sérogroupe
dominant, ils ciblent et tuent les bactéries de ce sérogroupe dans leurs réservoirs aquatiques ou
bien dans 1’hote. La cible principale des vibriophages est 1’antigéne O du LPS, c’est pour cette
raison qu’ils sont spécifiques a un sérogroupe donné (Seed et al., 2012). De ce fait, 1’évasion
de Vibrio cholerae aux attaques de phages passe par des modifications de ’antigene O et ainsi
en conditions de fortes concentrations en phages, une forte pression de sélection agit sur les
modifications et les arrangements génétiques. Les phages jouent donc un double role de

controle des épidémies et d’évolution des populations de Vibrio cholerae (Conner et al.,
2016).

Un modele épidémiologique atypique est le cas de I’Islande. L’Islande est une ile, du

nord de I’Europe et active géothermiquement. Des échantillons d’eau de mer, de moule et de



microalgue ont été collectés a des sites ou l’activité géothermique est significative et fait
augmenter la température de I’eau a marées basses (Haley et al., 2012). Ces sites sont isolés de
toute influence anthropique permettant de conclure du caractére autochtone des
microorganismes retrouvés dans les échantillons récoltés. L’étude a permis de retrouver Vibrio
cholerae dans les eaux et organismes échantillonnés. Les sérogroupes retrouvés sont des non
Ol/non O139 mais tous les isolats expriment les facteurs de virulence associés a Vibrio
cholerae, hormis la toxine cholérique. Cependant, aucun cas de choléra ou autres infections
liées a la bactérie n’a jamais été recensé en Islande alors que la maladie est a déclaration
obligatoire et que le pays posséde un bon systéme de santé. De plus, les islandais ne sont que
trés peu soumis aux voies communes de transmission du choléra puisqu’ils ne mangent pas
produits de la mer non cuits, vecteurs fréquents du choléra, et que 1’eau de la ville provient des
eaux de pluie et de la fonte des neiges. La population a déja été soumise a quelques cas
sporadiques ou épidémies d’autres infections montrant que le pays, bien qu’il soit une ile,
n’est pas isolé des pathogénes. Cette étude montre que Vibrio cholerae est autochtone d’une
région ou elle n’interagit pas a ’Homme et donc que sa persistance ne requiére pas la
transmission a I’humain. Les auteurs supposent aussi que les facteurs de virulence, étant
fonctionnels et trés bien conservés dans les eaux de cette région, sont essentiels et ont des

fonctions écologiques et n’ont pas seulement un role des infections de 1’hote.

L’¢tude de Haley et al., en 2012 démontre que Vibrio cholerae est avant tout une bactérie
environnementale et que sa persistance ne requiere aucunement a la transmission chez
I’humain. Mais I’étude démontre aussi que ses facteurs, que 1’on appelle communément
facteurs de virulence pour 1’héte infecté, sont aussi des facteurs essentiels a son
développement dans d’autres environnements comme dans les eaux marines, d’estuaires et
douces. Tous ces €léments n’enlévent en rien la gravité qu’ont eu les milliers d’épidémies de

choléra et les sept pandémies que le monde et ’humanité ont connu et connaissent encore a ce

jour.

1.2 L’histoire du choléra

Les premiers cas de choléra n’ont pas une origine certaine, mais certains écrits du

XVIeme siecle décrivent des symptomes identiques a ceux du choléra dans des régions du sud



de I’Asie, 1a ou les premicres pandémies ont pris leur origine (Pollitzer, 1954). Le choléra tient
son origine étymologique du grec, ou deux hypothéses sont soumises, kholé qui veut dire bile
et rhéo, je coule, ceci ayant la méme étymologie que le mot colére. L’autre hypothése,
toujours du grec serait kholéra voulant dire jaillissement du tuyau. Le fait est que les deux

hypothéses reprennent parfaitement les symptomes typiques de la maladie.

La premiere pandémie a commencé en 1817 sur les rives du delta du Gange en Inde
puis les épidémies se sont étendues au sud du continent asiatique pour rejoindre 1’Asie de I’Est
en 1821 et le Japon en 1822. Les épidémies se sont aussi propagées en Asie de 1’Ouest et ont
atteint le Golfe persique et méme la Russie du Sud en 1823. Les iles de I’océan indien comme
I’1le Maurice et le Zanzibar ont été touchées par la pandémie de choléra ayant donc sévi des
années 1817 a 1824. Le nombre total de déces n’est pas connu mais dans certaines régions
touchées, les pertes humaines sont tres séveres. Ainsi, pour la premicre fois, le choléra est
devenu une pandémie alors qu’avant il ne causait seulement que des épidémies dans les
régions d’Asie du Sud. En effet, les grands changements du XIXeéme siecle, le pouvoir
colonial et I’amélioration de la vitesse et de la fréquence des voyages a travers le monde ont
permis la propagation du choléra a travers ces territoires et cette propagation suit les routes des

Hommes.

La deuxieme pandémie a commencé en 1826, toujours sur les rives du Gange mais cette fois-
ci elle rejoint ’Europe de I’Ouest en 1832 et méme 1I’Amérique, faisant de cette deuxiéme
pandémie, une vraie pandémie mondiale. Le choléra traverse donc 1’Atlantique et arrive a
Montréal en 1833 puis la pandémie rejoindra méme I’Amérique latine cette méme année
(Hays, 2005). Encore une fois le nombre de déces n’est pas connu mais on estime que Paris
perdait jusqu’a 700 personnes par semaine. Il est difficile d’établir une date de fin d’une
pandémie et de début d’une nouvelle pandémie, ainsi certains écrits consideérent le début de la
troisieme pandémie en 1839 alors que d’autres s’accordent sur 1852 (Hays, 2005), (Pollitzer,
1954). Cependant; il est bien établi que la troisieme pandémie est la plus dévastatrice et celle
s’étant la plus répandue sur le globe puisque le choléra a contaminé I’ Amérique du Sud par les
échanges entre le Portugal et le Brésil mais aussi est arrivé jusqu’a la cote Ouest des Etats-
Unis en plus de toutes les autres régions auparavant citées. Dans les années 1849, John Snow,

un médecin physicien londonien a comparé deux populations londoniennes économiquement



et socialement identiques mais qui différaient pourtant quant a leur incidence du choléra; ['une
des populations était plus touchée que I’autre (Snow, 1856) (Hays, 2005). John Snow a
remarqué que les deux populations n’étaient pas alimentées avec la méme eau et c’est alors
qu’il y a mis en évidence que la contamination se faisait par 1’eau. Ces observations n’ont
pourtant pas empéché 1’apparition des pandémies suivantes mais ont, cependant permis un
début de compréhension du choléra et permis de commencer a mettre en place des actions
visant a limiter le nombre de nouveaux cas. C’est lors de cette méme pandémie, qu’en 1854,
Filippo Pacini mit en évidence le vibrion recourbé mais ses découvertes passe€rent cependant

inapercues (Bentivoglio & Pacini, 1995).

La quatrieme pandémie a débuté en 1863, toujours en Asie du Sud et a duré jusqu’en 1873. La
pandémie s’est propagée en Asie du Sud Est mais aussi en Asie de I’Ouest ou I’Afrique
Centrale et du Nord ont été touchées. Elle s’est ensuite rendue en Europe Centrale et de
I’Ouest, puis en Amérique de I’Est et Latine. C’est lors de la cinquiéme pandémie que 1’agent
causal du choléra a été isolé et reconnu comme la bactérie responsable des pandémies. La
cinquieme pandémie a débuté en 1881, toujours en Inde, et c’est en 1884 que Robert Koch, en
étudiant les épidémies d’Egypte et de Calcutta, isole et identifie un bacille en forme de virgule
qui infecte spécifiquement le tractus gastro-intestinal (Koch, 1884), (Pollitzer, 1954). La
cinquiéme pandémie a, ensuite, pris fin en 1896 et la sixieme a débuté 3 ans plus tard pour se
terminer en 1923. Les six premiéres pandémies de choléra ont débuté en Inde sur les rives du
Gange et I’agent causal était Vibrio cholerae sérogroupe O1 biotype Classique (Faruque,

Albert, & Mekalanos, 1998).

La septieme pandémie, ayant commencé en 1961 et encore a ce jour en progression, est
considérée comme la plus importante pandémie de choléra tant au niveau de sa vitesse de
propagation et des régions du monde touchées. Elle est causée par un nouveau biotype, El Tor,
de I’espece Vibrio cholerae sérogroupe O1 (Faruque et al., 1998). Un fort taux de mortalité est
observé du fait de I’absence d’immunité acquise. 36 pays sont infectés dont 28 nouvellement
touchés et 16 en Afrique, il y a donc un gros manque en infrastructures et équipements de
soins expliquant aussi ce fort taux de mortalit¢ (Kaper, Morris, & Levine, 1995). Lors de
l'apparition du biotype El Tor, les deux biotypes du sérogroupe O1 ont coexisté, ce qui leur a

permis d'échanger des génes par transfert horizontal. C'est ainsi qu'il a été observé chez V.



cholerae O1 El Tor l'acquisition du bactériophage filamenteux CTX®, auparavant retrouvé
associ¢ au biotype Classique (Waldor & Mekalanos, 1996). Cette coévolution a induit
l'apparition d'un nouveau biotype « El Tor atypique », plus virulent, ayant causé une épidémie
au Bangladesh en 1982 et ayant cohabité avec le biotype El Tor jusqu’en 1992 (Faruque et al.,
1998).

En 1993, pour la premicre fois, un nouveau sérogroupe non O1 avait la capacité de causer
chez I’humain le choléra (Albert et al., 1993), (Ramamurthy et al., 1993). Ce sérogroupe, a
I’époque appelé non Ol et aujourd’hui reconnu comme le sérogroupe O139, a causé des
épidémies en Inde et au Bangladesh puis se sont étendues dans les pays voisins d’Asie du Sud,
menant le monde d’une huitieme pandémie. En effet, tout comme a 1’apparition du biotype El
Tor lors de la septieme pandémie, les hotes infectés n’avaient pas un systéme immunitaire
capable de contrecarrer 1’infection. De nombreux décés ont donc été a déplorer dans ces
régions-la et le sérogroupe, identifi¢é comme O139, avait complétement remplacé le
sérogroupe O1 biotype El Tor dans certaine région. Puis le biotype El Tor a réémergé et il y a

coexistence des deux sérogroupes.

Le choléra, a I’heure d’aujourd’hui, c’est 69 pays touchés, plus de 1,3 millions de cas par an
dans le monde, dont 6% de déces (Ali et al., 2015). La majorité des épidémies sont dues au
sérogroupe O1, quelques cas sporadiques sont, cependant, dus au sérogroupe O139,

sérogroupe qui n’est jamais sorti de 1’Asie (Azman, Rudolph, Cummings, & Lessler, 2013).

Les crises climatiques, humanitaires et les déplacements de populations dans des camps sans
assainissement et surpeuplés connus ces dernicres années, augmentent le risque de
transmission de la bactérie, si elle est présente ou introduite. De ce fait, la surveillance de la
présence de la bactérie et des épidémies fait partie intégrante de la prévention contre le choléra
et un plan d’action a été mis en place par I’OMS et ses partenaires de lutte contre le choléra.
Ce plan est une feuille de route jusqu’en 2030 pour mettre fin au choléra et faire baisser de

90% le nombre de décés dus au choléra (« WHO | Ending Cholera », s. d.).

1.3 Taxonomie et Nomenclature

Vibrio cholerae est une espece bactérienne de 1’ordre des Vibrionales, de la famille des

Vibrionaceae et du genre Vibrio. Ce genre se décompose en plus de 60 especes



majoritairement présentes dans les environnements aquatiques. Certaines de ces especes
peuvent étre des contaminants alimentaires, pathogénes pour I’Homme, comme Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio mimicus, Vibrio vulnificus, ou encore Vibrio cholerae (Colwell,
1970), (Hae-Yeong et al., 2015). Ces espéces sont connues pour causer des infections
intestinales mais elles peuvent aussi étre a 1’origine d’otites, de septicémies ou encore
d’infections urinaires, comme ’a montré¢ une étude de cas faite par Chowdury et coll., ou

Vibrio cholerae était I’agent infectieux (Chowdhury et al., 2016).

Au sein de l'espece Vibrio cholerae, 200 sérogroupes distincts ont été répertoriés et se
différencient par la structure et la composition de l'antigéne O du lipopolysaccharide (LPS)
présent a la surface de la bactérie (Yamai, Okitsu, Shimada, & Katsube, 1997). A l'intérieur
méme d'un sérogroupe les souches sont subdivisées en biotypes que I'on différencie selon des
caractéres phénotypiques et génotypiques. Parmi les 200 sérogroupes retrouves, seulement
deux sont capables de produire une épidémie voire une pandémie de choléra, soient les
sérogroupes Ol et nouvellement O139 (Klose, 2001). L’origine du sérogroupe O139 a
beaucoup été discutée depuis son apparition. Ainsi, le sérogroupe 0139, a la différence de Ol1,
est encapsulé suggérant que 1’émergence du sérogroupe O139 comme pouvant provoquer le
choléra n’est pas simplement due a une simple mutation du LPS du sérogroupe O1 (Johnson et
al., 1994). Cependant, des études génomiques récentes semblent indiquer que les séquences
chromosomiques du sérogroupe O139 sont trés proches de celles du sérogroupe Ol ce qui
suggere que le sérogroupe O139 serait effectivement dérivé du sérogroupe Ol et qu’il aurait
acquis un nouvel antigéne par transfert de génes (Hu et al., 2016). Le point commun entre ces
deux sérogroupes est leur production de la toxine cholérique (TC) et du pilus corégulé avec la
toxine (TCP, toxin coregulated pilus). Ce sont les deux facteurs de virulence majeurs, donnant

aux souches les exprimant le caractere virulent a Vibrio cholerae.

On retrouve dans le sérogroupe O1 deux biotypes : Classique et El Tor. Le biotype
Classique est responsable des six premiéres pandémies de choléra. Le biotype El Tor est,
quant a lui, la cause de 1'actuelle septiéme pandémie ayant commencé en 1961. Cependant, ce
biotype avait été¢ caractéris¢ pour la premicre fois en 1905 (Sack, Sack, Nair, & Siddique,
2004). Les deux biotypes se distinguent par la sévérité des symptomes qu’ils générent du fait

de la différence de leurs facteurs de virulence et de leur niveau d’expression et de régulation
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(Kaper et al., 1995). L’analyse de la séquence nucléotidique de la toxine cholérique permet de
différencier le biotype Classique du biotype El Tor (Waldor & Mekalanos, 1996). En effet, la
séquence ctx4 de la sous-unité¢ CtxA de la toxine cholérique est conservée entre les deux
biotypes mais c'est avec la séquence de ctxB que l'on peut différencier les deux biotypes (Nair
et al., 2002); seulement deux nucléotides différent et induisent une substitution de deux acides
aminés entre CtxB El tor et CtxB Classique. Les deux biotypes se distinguent aussi par des
caractéres phénotypiques différents, dont leur susceptibilit¢ aux bactériophages, leur
sensibilité a la polymyxine B (PmB) et leur capacité¢ dhémolyse (Faruque et al., 1998), (Son,
Megli, Kovacikova, Qadri, & Taylor, 2011). Ainsi le biotype El Tor montre une résistance a
50 TU/mL de PmB et une activité hémolytique sur gélose au sang. A linverse, le biotype

Classique est sensible a cette dose d'antimicrobien et ne présente pas de caractére hémolytique.

Le sérogroupe Ol est donc subdivisé en deux biotypes, Classique et El Tor, et chacune des
souches de ces deux biotypes est classée selon la présence des antigénes somatiques
définissant deux sérotypes majeurs, Ogawa, Inaba et un troisiéme sérotype, plus rarement
retrouvé dans 1’environnement, Hikojima (Figure 1) (Faruque et al., 1998) (Chowdhury, Nur,

Hassan, von Seidlein, & Dunachie, 2017).

Les sérogroupes non Ol/mnon 0139, sont pour la majorit¢ des souches
environnementales non pathogeénes mais certaines peuvent tout de méme causer des cas
sporadiques ou des épidémies de gastro-entérites et d’infections extra-intestinales par leur
capacité a exprimer d’autres facteurs de virulence (Faruque et al., 1998). Ces sérogroupes-ci,
ont aussi dans leur génome, les génes des principaux facteurs de virulence, ctx4, tcpA et le
gene du régulateur toxR (Ghosh et al., 1997). Cependant, ces facteurs de virulence ne sont pas
exprimés par les souches de ces sérogroupes non Ol/non O139 mais pourraient
potentiellement I’étre dans certaines conditions environnementales. De plus, ces génes sont
aussi disponibles pour le transfert horizontal de genes, tres fréquent dans les environnements

ou Vibrio cholerae est retrouvée.
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Figure 1. Classification de Vibrio cholerae.

L’espece Vibrio cholerae est divisée en 206 sérogroupes. Parmi les sérogroupes, Ol et
0139 ont causé des épidémies et des pandémies de choléra. Les 204 autres sérogroupes sont
environnementaux ou causent des cas sporadiques ou des épidémies de gastro-entérites. Le
serogroupes Ol est subdivisé en deux biotypes, Classique et El Tor qui eux-mémes sont
divisés en trois sérotypes Ogawa, Inaba et Hikojima (Chowdhury et al., 2017). Droits
intégraux de reproduction Creative Commons.

2. Le cycle de vie de Vibrio cholerae

Vibrio cholerae est une bactérie environnementale, aquatique capable de s’adapter a la
vie dans les eaux tout aussi bien marines que douces et saumatres. De cette bonne adaptation,
elle est aussi capable de coloniser le tractus intestinal de I’ Homme ou elle doit faire face aux
différents stress qu’elle rencontre. Comme vu précédemment dans 1’étude de cas de 1’Islande,
I’association de Vibrio cholerae avec I’Homme représente un petit aspect, mais néanmoins
non négligeable, du cycle de vie de la bactérie (Haley et al., 2012). La bactérie a évolué¢ pour
lui permettre de coloniser ces deux niches écologiques bien distinctes et 1’adaptation a ces
deux environnements peut passer par des voies de régulations communes (Silva & Benitez,
2016). Ses stratégies sont I’expression du flagelle et I’induction de la mobilité, I’entrée en
biofilm et I’attachement a des surfaces biotiques ou abiotiques. De plus, I’adaptation aux stress
peut aussi étre dépendante du milieu dans lequel la bactérie se retrouve et ou elle développera

plusieurs mécanismes de survie.
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2.1 Vibrio cholerae dans I’environnement

Vibrio cholerae est une espece aquatique cosmopolite puisqu’elle est retrouvée dans une trés
large région des tropiques ou 1’eau est chaude, dans les zones tempérées du monde entier mais
aussi dans une région subarctique nord avec des sources d’eaux marines et terrestres chaudes
(Lutz et al., 2013), (Haley et al., 2012). La présence de cette espéce bactérienne et méme de ce
genre est ubiquitaire dans les environnements aquatiques, sans nécessairement une activité
anthropique comme vecteur de sa présence. Les souches de Vibrio cholerae sont de variabilité
génétique importante et la large proportion des souches retrouvées sont non virulentes et ont
un role €cologique important. Cependant, dans cet environnement sans infection a I’Homme,
les facteurs de virulence de Vibrio cholerae sont bien conservés et fonctionnels méme a des
températures froides représentatives des cotes marines (Sakib, Reddi, & Almagro-Moreno,
2018) (Haley et al., 2012). Ces génes ont donc trés probablement un role principalement
écologique et essentiel a la bactérie avant d’étre des facteurs de virulence chez 1’hote infecté.
Ces genes codent pour des composés permettant a la bactérie de résister aux différents stress

rencontrés dans I’environnement.

2.1.1 Les stress environnementaux et les réponses de Vibrio cholerae

L’environnement aquatique, comme tout autre environnement, est soumis a de
multiples changements saisonniers et €cologiques auxquels les organismes vivants dans cet
environnement doivent résister pour persister et survivre. Ainsi, Vibrio cholerae est soumise
aux changements de salinit¢ de 1’eau, de température, de pH mais aussi aux manques en
nutriments et a tous ses prédateurs. Elle a donc développé de multiples stratégies de défenses
et de résistances lui permettant de survivre dans ses différentes niches écologiques, si

différentes qu’elles soient.
2.1.1.1 Les nutriments
Les sources de nutriments dans I’environnement ne sont pas uniformément distribuées
et sont concentrées du fait d’éveénements localisés comme la lyse cellulaire et ’excrétion de

déchets (Blackburn, Fenchel, & Mitchell, 1998). Ainsi, les bactéries utilisent Ie

chimiotactisme et leur mobilité pour détecter ces sources ce qui leur permet d’assurer leur
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persistance et survie, tirant donc un avantage de cette répartition par rapport a d’autres
microorganismes non mobiles (Lutz et al., 2013). Vibrio cholerae est attirée par tous les acides
aminés, faisant donc des protéines, peptides et acides aminés des sources nutritionnelles
importantes (Freter & O’Brien, 1981). Les autres sources de nutriments dans 1’eau sont les
oligosaccharides chitineux, les sucres comme le mannitol mais aussi le fer, le phosphore ainsi
que ’ADN extracellulaire, un des composants de la matrice extracellulaire des biofilms
(Meibom et al., 2004), (Ymele-Leki, Houot, & Watnick, 2013), (Seper et al., 2011), (Lutz et
al., 2013).

Le fer est un ¢élément limitant dans 1’eau du fait de sa faible solubilité et est retrouvé en
concentrations variables avec la profondeur de 1’eau. Il est, cependant, essentiel a la bactérie
car il intervient dans plusieurs processus métaboliques (Conner et al., 2016). De ce fait, Vibrio
cholerae possede plusieurs systemes de récepteurs et transports du fer lui permettant donc de
persister dans des milieux pauvres en fer (Martin & Michael Gordon, 1988), (Wyckoff, Mey,
& Payne, 2007).

La chitine est un polymére de N-acétylglucosamine (NAG), insoluble, trés abondamment
retrouvée dans I’environnement et composant 1’exosquelette du zooplancton (Meibom et al.,
2004). C’est une source importante de carbone et d’azote pour les microorganismes pouvant
les métaboliser et leur apportant donc un avantage sélectif. Vibrio cholerae comme les autres
membres de la famille des Vibrionaceae utilisent cette ressource comme nutriment mais aussi
comme molécule signal trés importante. En effet, lorsque la bactérie détecte la chitine dans le
milieu, elle va tout d’abord induire les génes du chimiotactisme, lui permettant une meilleure
détection et son attachement au composé. Tout ceci induit la formation de biofilm et va aussi
lui permettre de devenir naturellement compétente afin d’acquérir de nouveaux geénes
(Meibom et al., 2004), (Meibom, 2005). Un autre élément induisant la formation de biofilm
chez Vibrio cholerae est le mannitol. Ce sucre est un produit de la photosyntheése des algues
brunes marines qui induit chez Vibrio cholerae 1’attachement a la surface et la formation de
biofilm. Le mannitol est utilisé par la bactérie comme source de carbone et est aussi un
protecteur contre la pression osmotique lui permettant donc sa survie dans certains

environnements (Ymele-Leki et al., 2013).
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2.1.1.2 Les prédateurs

Lorsque les conditions environnementales sont telles qu’il y a abondance de
nutriments, il y a un développement important de tous les micro- et macro-organismes et donc
aussi un développement des prédateurs. Ces prédateurs, phages, protistes phagotrophiques et
bactérioplancton sont la principale cause de mortalité¢ de Vibrio cholerae dans les eaux riches
en nutriments (Matz & Kjelleberg, 2005). En effet, par exemple dans le Golfe du Mexique, il a
¢té montré que les ciliés et les nanoflagellés hétérotrophiques broutent des taux de plus de
1000 bactéries/cellule/heure (Pérez, Macek, & Galvan, 2004), (Macek, Carlos, Memije, &
Ramirez, 1997). Ainsi, pendant les blooms, les taux de croissance de Vibrio cholerae sont
multipliés par quatre ce qui lui permet de contre carrer la pression du broutage et maintenir sa
dose infectieuse (Worden et al., 2005). La persistance a long terme et I’accumulation de V.
cholerae au travers des saisons et des blooms tient de son adaptation a I’environnement et de
son adaptation aux cycles de vie des organismes I’occupant. De plus, le broutage induit la
formation de biofilm, ceci activant I’expression des geénes ayant une activité anti-protozoaire
et permettant a la bactérie de résister aux prédateurs (Sun, Kjelleberg, & McDougald, 2013).
Un autre mécanisme de résistance aux prédateurs est la résistance a la digestion et aux
vacuoles phagocytaires faisant de ces prédateurs, comme les amibes par exemple, des

réservoirs de Vibrio cholerae (Abd, Weintraub, & Sandstrom, 2005).

La résistance aux phages passe des modifications de I’antigéne O faisant donc évoluer les
souches de Vibrio cholerae par pression de sélection, transfert horizontal de génes. Ainsi en
plus de jouer un role écologique important dans le controle des épidémies, les phages
permettent 1’évolution des souches de Vibrio cholerae (Seed et al., 2012), (Conner et al.,
2016). De plus, la résistance de certaines souches de Vibrio cholerae aux bactériophages est
aussi dépendante du systeme d’immunité adaptative clustered regularly interspaced short
palindromic repeat (CRISPR)-associated proteins (Cas) (Box, McGuffie, O’Hara, & Seed,
2016). En effet, le systtme CRISPR-Cas amene chez les bactéries une immunité adaptative
spécifique a une séquence en acides nucléiques grace a sa structuration particuliére (Barrangou
et al., 2007). CRISPR est composé d’une succession de petites séquences d’ADN répétées
sous forme palindromiques alternées avec de séquences variables, spacers, acquises par la

bactérie lors d’infection avec des bactériophages ou de I’ADN ¢étranger. Ces spacers sont
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intégrés a I’ADN bactérien, ainsi, lors d’une nouvelle infection par cet ADN étranger, il y aura
hybridation des brins et clivage de I’ADN étranger grace a la machinerie enzymatique Cas. Le
systtme CRISPR-Cas chez les bactéries, tout comme le systéme immunitaire adaptatif des
animaux, permet donc, lors d’une deuxiéme infection, la reconnaissance spécifique de
I’envahisseur et son élimination. Chez Vibrio cholerae, un ilot génomique, dont 1’analyse in
silico identifie comme un probable systétme CRISPR-Cas, est seulement présent chez la
souche 0395 du biotype Classique et permettrait donc la défense de la souche contre les
bactériophages environnementaux (Chun et al., 2009), (Box et al., 2016). Toutes les souches
de Vibrio cholerae ne possédent pas ce systéme de défense contre la prédation phagique, qui
reste tout de méme une source de pression sélective permettant 1’acquisition de nouveaux
genes grace a I’infection par des phages lytiques. En effet, les infections aux bactériophages de
Vibrio cholerae lui ont permis d’acquérir des genes de virulence, comme les genes de la toxine
cholérique (TC) et des geénes de résistance aux antibiotiques (Waldor & Mekalanos, 1996),
(Palmer & Gilmore, 2010).

2.1.1.3 Le transfert horizontal de genes

Les souches de Vibrio cholerae retrouvées dans I’environnement sont génétiquement
bien différentes montrant 1’évolution du génome de la bactérie en réponse a son adaptation aux
conditions environnementales. Cette palette génétique lui permet par transfert horizontal de
geénes entre les différentes souches de pouvoir résister aux stress rencontrés. L’induction du
transfert horizontal de genes se fait par des signaux environnementaux comme
I’ensoleillement, la température et les conditions osmotiques mais aussi lors de son entrée en
biofilm et permet la génération de nouveaux clones plus résistants (Lipp, Huq, & Colwell,

2002).

2.1.1.4 Les bactéries viables mais non cultivables

Lorsque les températures sont basses ou lors de carence en nutriments Vibrio cholerae
a la possibilité de se convertir sous un état viable mais non cultivable (VBNC) (Mishra et al.,
2012). Les VBNC sont de plus petite taille, rondes, avec un métabolisme réduit leur
permettant d’économiser I’énergie. Ces cellules expriment cependant des facteurs de virulence

montrant qu’elles sont tout de méme actives (Vora et al., 2005). Les bactéries doivent étre
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capables de renverser cet état pour y trouver un avantage; pour cela entre autres, le passage
chez I’héte humain a 37°C active le Quorum Sensing, permettant a la bactérie de revenir a un
¢tat métabolique normal et méme coloniser I’hdte. Ces cellules dormantes sont détectées a la
surface de I’eau ou bien des crustacées ou algues dans le plancton et dans le bactérioplancton
ou elles vont étre capables de capter les nutriments et autres sels excrétés par ses hotes

(Binsztein et al., 2004).

2.1.1.5 Les biofilms

La formation de biofilm chez Vibrio cholerae dans 1’environnement aquatique est
induite lors de stress nutritionnels mais aussi par des facteurs abiotiques comme le pH, la
température et la salinité (Pardio Sedas, 2007). En effet, lorsque la température augmente, elle
fait aussi augmenter la salinit¢é de I’eau induisant donc la formation de biofilm pour la
protection des cellules. Les biofilms permettent donc la résistance aux stress rencontrés par
protection physique mais aussi par induction de genes de « protection» (Costerton,
Lewandowski, Caldwell, Korber, & Lappin-Scott, s.d.), (Hall-Stoodley, Costerton, &
Stoodley, 2004). Les biofilms permettent aussi un acces aux nutriments augmenté et sont aussi
un moyen de dispersion efficace pour Vibrio cholerae. En effet, lorsqu’elle est attachée a des
surfaces mobiles abiotiques comme les coques des navires ou biotiques comme les zoo- et
phytoplancton elle augmente ces chances de dispersion dans I’eau (Shikuma & Hadfield,
2010), (Epstein, 1993). Les biofilms de Vibrio cholerae peuvent aussi se présenter comme des

agrégats flottants libres (Munirul et al., 2006).

Ainsi, la formation de biofilm permet a la bactérie d’exprimer des génes de « protection »
contre les stress abiotiques : les pH bas, le stress osmotique et oxydatif et contre les stress
biotiques comme la prédation par les phages et les protistes hétérotrophes (Zhu & Mekalanos,
2003), (Wai, Mizunoe, Takade, Kawabata, & Yoshida, 1998), (Nesper et al., 2001), (Sun et
al., 2013). Ces genes de « protection » codent pour des composés contre carrant ces stress et
des composes anti-prédateurs et se retrouvent comme €tant les mémes genes que les genes de
virulence (Lutz et al., 2013). Ainsi les facteurs de virulence sont impliqués dans la compétition
prédateurs/proies ou Vibrio cholerae peut €tre la proie, en conditions environnementales, mais

aussi la prédatrice lorsqu’elle infecte I’Homme. Le Systeme de Sécrétion de Type VI (SST6)
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est un mécanisme de défense contre les autres bactéries et eucaryotes de 1’environnement de
Vibrio cholerae par sécrétion de toxines et effecteurs dans les cellules cibles (MacIntyre,
Miyata, Kitaoka, & Pukatzki, 2010). Ces toxines et effecteurs ont la capacité d’arréter la
phagocytose et ont des activités cytotoxiques et bactéricides. Le SST6 est contact dépendant
avec ses cellules cibles, de ce fait, il n’est actif que dans un microenvironnement ou les
cellules sont physiquement proches les unes des autres, comme dans les biofilms. Lorsque
Vibrio cholerae est en biofilm, elle sur-exprime les genes du SST6 et les genes de
compétences lui permettant d’acquérir ’ADN des cellules voisines lysées par le SST6
(Borgeaud, Metzger, Scrignari, & Blokesch, 2015). Ainsi, le transfert horizontal de génes se
déroulant dans les biofilms permet une meilleure évolution des souches de Vibrio cholerae.
Chez les sérotypes O1 et O139, le SST6 est activé lorsque la pression osmolarité est haute et
que la température est basse, ce qui mime les conditions dans 1’eau montrant I’importance du
SST6 dans la défense contre la prédation et dans les compétitions inter-especes (Ishikawa,
Rompikuntal, Lindmark, Milton, & Wai, 2009). Ainsi, en plus d’amener une résistance
physique, les biofilms par haute densité cellulaire permettent 1’accumulation de facteurs anti-
protozoaires ou bactériens ne pouvant généralement pas s’accumuler dans la phase
planctonique (Lutz et al., 2013). Puis, a la suite du biofilm, la bactérie réactive ces geénes de
mobilité et induit la formation du flagelle ce qui va lui permettre d’aller coloniser d’autres

environnements (Lutz et al., 2013).

2.1.2 Vibrio cholerae et les autres organismes de I’environnement aquatique

Vibrio cholerae fait partie intégrante de I’eau et de ce fait elle interagit de manicre
directe ou indirecte avec les micro- et macroorganismes de son environnement (Lutz et al.,
2013). Elle a été retrouvée en interaction avec des chironomidés durant les quatre étapes du
développement : du stade ceuf au stade adulte (Broza & Halpern, 2001), (Halpern, Broza,
Mittler, Arakawa, & Broza, 2004), (Broza, Gancz, Halpern, & Kashi, 2005). La bactérie peut
se nourrir des ceufs mais peut aussi rester accrochée sur les membranes des adultes qui en se
déplagant vont permettre sa dispersion. La majorité des cellules de Vibrio cholerae retrouvées
sur les ceufs sont des VBNC et 99.5% des bactéries retrouvées sur les ceufs ne sont pas de
I’espece Vibrio cholerae mais utilisent les nutriments libérés par V. cholerae (Halpern, 2011),

(Halpern, Landsberg, Raats, & Rosenberg, 2007). De ce fait, ces autres especes
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compétitionnent avec Vibrio cholerae pour ’espace et les nutriments, et sécrétent des
bactériocines actives contre la bactérie. Vibrio cholerae a aussi été détectée dans I’intestin de
poissons et d’oiseaux se nourrissant d’especes porteuses de V. cholerae (Senderovich, Izhaki,
& Halpern, 2010), (Malka Halpern, Senderovich, & Izhaki, 2008). Cette espéce fait aussi
partie intégrante du benthos ou elle colonise bons nombres d’organismes filtreurs et elle est
aussi présente dans les sédiments (Collin et al., 2012), (Vezzulli et al., 2009). Ceci montre une
fois de plus I'ubiquité de I’espéce Vibrio cholerae. Les interactions entre Vibrio cholerae et
les autres organismes aquatiques sont importantes pour le cycle de vie de Vibrio cholerae mais
aussi pour 1’écosystéme aquatique de manicre générale (Lutz et al., 2013). Ces interactions
passent par 1’attachement de Vibrio cholerae se trouvant sous un état de VBNC ou de biofilm
sur les organismes aquatiques et sont un avantage sélectif lui permettant de persister dans un

milieu, a premiére vue, non propice a sa croissance (Dawson, Humphrey, & Marshall, 1981).
2.2 Les infections a Vibrio cholerae, le cycle de vie dans ’Homme et ’induction du

choléra

L’entrée dans 1’hote est percue par Vibrio cholerae par les changements de température
passant a 37°C, de pression osmotique, de pH et tous autres caractéres physico-chimiques.
Tous ces changements sont autant de signaux permettant a la bactérie d’engager son processus
infectieux dans I’hote (Conner et al., 2016). Il a, par exemple, ét¢ montré, in vitro, que le
passage de I’environnement a 37°C initie 1’entrée en biofilm par I’augmentation intracellulaire
du di-guanosine monophosphate cyclique (diGMPc), un messager secondaire chez Vibrio

cholerae (Townsley & Yildiz, 2015).

Vibrio cholerae est acquise de 1’environnement par ingestion d’eau ou d’aliments contaminés.
Elle peut aussi étre transmise de I’Homme a I’Homme par contamination fécale de I’eau ou
d’aliments (Kaper et al., 1995). Lors de I’ingestion, la bactérie peut se trouver sous forme de
cellules planctoniques libres, de biofilms, de microcolonies ou de VBNC faisant varier la dose
infectieuse (Almagro-Moreno, Pruss, & Taylor, 2015), (Colwell et al., 1985), (Vora et al.,
2005). En effet, ces différentes formes ont des capacités de résistance a 1’acidité de 1’estomac
variables. Les cellules libres sont sensibles au pH trés bas de I’estomac et la dose infecticuse

connue est de 10'! bactéries (Cash et al., 1974). Cependant lorsque le pH est tamponné, la
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dose infecticuse est réduite a 10* a 10° bactéries. Cette observation explique la plus grande
susceptibilité des individus ayant une basse production d’acides gastriques aux cellules libres
de Vibrio cholerae (Van Loon et al., 1990). Les autres formes de Vibrio cholerae sont
physiquement et métaboliquement plus acido-résistantes, par 1’expression de génes de réponse
a I’acidité (Silva & Benitez, 2016), (Almagro-Moreno et al., 2015), (Wong & Wang, 2004),
(Colwell et al., 1996).

Les biofilms, attachés aux crustacés par leur enveloppe de chitine ou bien en agrégats, sont la
forme la plus apte a se protéger contre les défenses de 1’hote (Almagro-Moreno et al., 2015),
(Silva & Benitez, 2016). Physiquement, les bactéries sont protégées par une matrice
extracellulaire qui limite les échanges avec I’extérieur et donc qui permet une plus grande
résistance aux stress (Zhu & Mekalanos, 2003). De plus, le profil transcriptomique des
bactéries dans leur état biofilm montre 1’expression de genes de réponse au stress dont la
réponse de la tolérance a I’acidité¢ de 1’estomac (Merrell, Butler, et al., 2002). Les biofilms
sont aussi plus infectieux par leur importante densité cellulaire, ainsi une petite quantité de
biofilm ingérée libére dans 1’hote une grande quantité de bactéries et donc une plus grande

possibilité d’infection.

Les microcolonies sont des regroupements de cellules assemblées par le TCP (pilus corégulé
avec la toxine) qui est exprimé a leur surface et qui s’apparentent aux agrégats du début de la
formation de biofilm (Herrington et al., 1988), (Silva & Benitez, 2016). Le TCP est un facteur
de virulence important de Vibrio cholerae promouvant 1’agrégation cellulaire lors des phases
initiales de la formation de biofilm et permettant aussi 1’adhérence aux cellules épithéliales.
Les microcolonies sont retrouvées dans 1’environnement apres avoir été rejetées des selles de
patients du choléra, ou les bactéries se trouvent sous un état déja infectieux, voire
hyperinfectieux (Merrell, Butler, et al., 2002). De ce fait, I’ingestion par un nouvel hote de
microcolonies permet a Vibrio cholerae une meilleure tolérance aux stress rencontrés et ainsi,

une meilleure colonisation.

Les cellules viables mais non cultivables de Vibrio cholerae, VBNC, sont acido-résistantes et
ont la capacité de coloniser I’intestin gréle de I’'Homme pour induire le choléra (Wong &
Wang, 2004), (Colwell et al., 1996). Elles retrouvent alors un état métabolique actif ou elles

peuvent & nouveau étre cultivées. C’est grace a la régulation du Quorum Sensing et la
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perception des autoinducteurs qu’elles rétablissent leur métabolisme (Bari et al., 2013). Les
VBNC continuent tout de méme a exprimer les facteurs de virulence ce qui leur permet de

garder leur infectiosité (Vora et al., 2005).

2.2.1 Le passage dans I’estomac

L’estomac est la premicre barriere de protection de 1’hdte rencontrée par les
pathogénes intestinaux. Ainsi, le passage dans 1’estomac est un stress physiologique important
car en plus de devoir s’adapter et survire au pH bas, les pathogénes doivent résister aux

dommages a I’ADN créés par les molécules retrouvées dans ce milieu (Conner et al., 2016).

2.2.1.1 L acidite de |’estomac

Alors que Vibrio cholerae pousse mieux a pH neutre, elle doit pouvoir résister et
survivre 2 un pH de 1 a 3 pendant 20 & 60 minutes, qui se trouve étre la durée moyenne du
passage dans I’estomac (Miller, Drasar, & Feachem, 1984), (Angelichio, Spector, Waldor, &
Camilli, 1999). De ce fait, Vibrio cholerae induit sa réponse de tolérance a 1’acidité (ATR)
comprenant la synthése de la porine OmpU, d’enzymes de réparation et recombinaison a
I’ADN ainsi que de chaperonnes et de protéines du choc thermique protégeant les protéines de
I’hydrolyse acide (Klose, 2001) (Swenson, Stochastic, Bolander, & Long, 2012), (Merrell,
Hava, & Camilli, 2002). De plus, la lysine décarboxylase CadA va consommer les ions H+ par
production de cadavérine et dioxyde de carbone faisant donc réaugmenter le pH intracellulaire
(Merrell & Camilli, 1999). La transcription de ces génes sont sous la régulation de ToxR, un

régulateur majeur de la virulence de Vibrio cholerae (Merrell & Camilli, 2000).

Il a été montré que I’exposition au pH bas de I’estomac améliore I’infectiosité de Vibrio
cholerae par I’'induction préalable de facteurs de colonisation de I’intestin gréle de I’Homme
et de facteurs de virulence (Merrell, Butler, et al., 2002). Ainsi, la réponse ATR prépare les
bactéries a la suite de son parcours a travers le tractus intestinal et leur permet une meilleure

adaptabilité.

2.2.1.2 Les especes réactives a l’azote

L’acidité n’est pas la seule défense antimicrobienne de I’estomac, celui-ci contient

aussi des espeéces réactives a ’azote (RNS) qui causent des dommages a I’ADN des
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microorganismes contaminants (Lundberg, Weitzberg, Lundberg, & Alving, 1994), (Fang,
1997). Ces RNS résultent de 1’acidification des nitrites retrouvés dans 1’alimentation et la
salive et se retrouvent dans 1’estomac mais aussi dans D’intestin gréle ou les cellules
¢épithéliales en réponse a la présence de Vibrio cholerae sécrétent de I’azote (Qadri et al.,
2002). Ceci force la bactérie a maintenir ses mécanismes de défense tout au long de son
passage dans le tractus intestinal. En effet, Vibrio cholerae posséde I’enzyme HmpA
dégradant I’azote et la protégeant ainsi des dommages a I’ADN. Cette réponse suggere que la
bactérie est aussi confrontée aux RNS dans 1’environnement aquatique et qu’elle a adapté ce

mécanisme de résistance a ces deux milieux de vie (Davies et al., 2011).

2.2.2 La colonisation intestinale

Aprées avoir survécu au passage dans 1’estomac sous forme de biofilm, la bactérie doit
encore résister aux mécanismes de défense dans le reste du tractus intestinal de 1’hote. En
effet, dans D’intestin, Vibrio cholerae est en contact avec la bile, les peptides antimicrobiens
(PAM) de I’hote mais aussi son microbiote intestinal et doit résister aux nouvelles
modifications environnementales (Silva & Benitez, 2016), (Almagro-Moreno et al., 2015),

(Conner et al., 2016).

2.2.2.1 Les peptides antimicrobiens

Les PAM font partie du systéme immunitaire inné¢ de 1’hote et peuvent tre sécrétés par
les cellules de 1’hote, ce sont alors des PAM d’origine humaine, ou bien par les bactéries du
microbiote intestinal et ce sont les PAM d’origine bactérienne. En effet, on inclut dans la
réponse immunitaire innée les réponses de 1’hote humain mais aussi les réponses de son
microbiote, qui se complétent les unes des autres. Les PAM sont des molécules
amphipathiques qui comme les détergents, ont la capacité physico-chimique de perturber les
membranes cellulaires (Conner et al., 2016). Les PAM peuvent aussi avoir des propriétés
immunomodulatrices, permettant a 1’hote de se défendre contre les infections bactériennes
(Steinstraesser, Kraneburg, Jacobsen, & Al-Benna, 2011), (Kanduc et al., 2002). La réponse
immunitaire impliquant la production PAM et les mécanismes de résistance de Vibrio

cholerae seront détaillés lors des parties 3.3, 7.2 et 7.3.
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2.2.2.2 La bile

La bile est un mélange d’acides biliaires, de cholestérol, d’acides gras insaturés dont la
principale fonction est I’émulsion et la solubilisation des lipides des aliments mais a aussi des
propriétés antimicrobiennes en endommageant les parois cellulaires (Begley, Gahan, & Hill,
2005), (Conner et al., 2016), (Silva & Benitez, 2016). La bile se retrouve en forte
concentration dans la lumicre intestinale mais peu de bile est détectée dans la muqueuse
intestinale. En effet, lorsque le lumen et la muqueuse intestinale sont observés, un gradient
inverse s’établit entre les concentrations en bile et en bicarbonate (Plecha & Withey, 2015),
(Abuaita & Withey, 2009). Ces ¢éléments représentent des signaux de localisation permettant a
Vibrio cholerae d’induire ses génes de virulence au bon endroit. De ce fait, les acides biliaires
présents dans la lumiére intestinale induisent I’entrée en biofilm par augmentation
intracellulaire du diGMPc de la bactérie puisque le lieu privilégi¢ d’infection est au contact
direct des cellules épithéliales (Beyhan, Tischler, Camilli, & Yildiz, 2006). Ces biofilms
permettront la résistance physique a la bile et de plus, par la régulation de ToxR, permettront
la synthése de la porine OmpU qui protegera les cellules des acides biliaires et des PAM
(Louis & O’Byrne, 2010), (Merrell, Tischler, Lee, & Camilli, 2000). La formation de biofilm
au niveau de ’intestin est donc en lien trés étroit avec la concentration en acides biliaires grace
a la perception par les niveaux de diGMPc intracellulaire. Les fonctions d’émulsion des acides
biliaires ont une activité bactéricide par les dommages causés aux parois bactériennes (Begley
et al., 2005). Ainsi les mécanismes de résistance de la bactérie sont la modification de son LPS

par des protéines de synthese et I’efflux (Bina, Provenzano, Wang, Bina, & Mekalanos, 2006).

Les acides gras insaturés, quant a eux, inhibent I’expression des génes de la toxine cholérique
(CT) et du TCP en empéchant le régulateur transcriptionnel ToxT de se fixer sur leurs
promoteurs respectifs (Schuhmacher & Klose, 1999), . En effet, la virulence ne devant pas
s’effectuer dans le lumen, Vibrio cholerae inhibe sa cascade de virulence par la perception de
la bile. Cette observation montre une nouvelle fois I’évolution des interactions entre le
pathogeéne et 1I’hote et la réussite de I’infection ainsi que I’importance de la régulation
spatiotemporelle de la virulence (Provenzano & Klose, 2000). Les effets bactéricides de la bile
guident donc Vibrio cholerae vers le mucus ou elle va pouvoir exprimer tout son potentiel

infectieux.
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2.2.2.3 Direction la muqueuse intestinale

La muqueuse de I’intestin gréle ou Vibrio cholerae exprime sa virulence est composée
d’entérocytes qui sont polarisés, absorbants, organisés en microvillosités et sécrétant la
mucine (McGuckin, Lindén, Sutton, & Florin, 2011). Vibrio cholerae colonise
préférentiellement I’intestin gréle distal, cette sélection est permise par le chimiotactisme
(Butler & Camilli, 2004), (Butler & Camilli, 2005). En effet, des mutants encore mobiles mais
n’ayant plus leur capacité chimiotactique colonisent toute la longueur de I’intestin gréle. Alors
que Vibrio cholerae était sous forme de biofilm dans la lumiére intestinale, elle active la
synthese de son flagelle et devient donc mobile (Liu et al., 2008). En effet, les effets
bénéfiques du biofilm sont transitoires mais la bactérie doit étre mobile et donc dispersée pour
pouvoir traverser la barriecre de mucus et ainsi coloniser les entérocytes. Les mucines
retrouvées dans le mucus stimulent la mobilité de Vibrio cholerae et inhibent la production des
composants du biofilm, ce qui lui permet d’étre un maximum mobile mais seulement au
moment de la traversée du mucus (Conner et al., 2016). Les entérocytes sont protégées par le
mucus ayant une couche interne bien fixée aux entérocytes et une couche externe, vers le
lumen, plus lache (Atuma, Strugala, Allen, & Holm, 2001). L’épaisseur de la couche de mucus
varie tout au long du tractus intestinal et est une balance entre la sécrétion par les cellules et la
dégradation par les enzymes intestinales. Le mucus est composé de mucines qui jouent le role

de barriére physique visqueuse pour les cellules épithéliales contre les pathogenes.

Une fois au contact du mucus, Vibrio cholerae adhére aux mucines qui sont les glycoprotéines
composant le mucus et responsables de sa viscosité (Yamamoto & Yokota, 1988). L’adhésion
aux mucines est permise par la protéine de liaison a la chitine, GbpA (GlcNAc binding protein
A), puisque les mucines, tout comme la chitine, sont composées de N-acétylglucosamine
(NAG) (Robbe, Capon, Coddeville, & Michalski, 2004). L’attachement au mucus permet a
Vibrio cholerae de se diviser et d’augmenter sa densité cellulaire. Ensuite, les bactéries vont
pouvoir se déplacer a travers le mucus grace a la production de mucinases qui vont dégrader
les mucines et les liaisons entre la bactérie et les glycoprotéines. L’expression des mucinases
est régulée par le régulateur du Quorum Sensing, HapR, montrant 1’importance de
I’augmentation de la densité cellulaire lors de I’adhésion au mucus (Silva, Pham, & Benitez,

2003). Vibrio cholerae possede donc des agents mucolytiques comme la N-acétyl-L-cystéine
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(NAC) facilitant la colonisation intestinale de la bactérie et des mucinases dégradant les
polysaccharides et les protéines des mucines (Millet et al., 2014), (Silva et al., 2003). L’une de
ses mucinases est 1’hémagglutinine protéase, Hap, codée par le géne hapA et exprimée
seulement lors de la traversée du mucus puisque hapA est induit en présence de mucines (Jude,
Martinez, Skorupski, & Taylor, 2009). Alors que Hap clive une grande variété de substrats
dont les liaisons GbpA-NAG, Vibrio cholerae posséde une autre mucinase, TagA, plus
spécifique a la dégradation des glycoprotéines des mucines proches des entérocytes (Booth,
Boesman-Finkelstein, & Finkelstein, 1983), (Szabady, Yanta, Halladin, Schofield, & Welch,
2011). TagA permet ainsi le rapprochement de la bactérie aux cellules et ainsi I’expression de
ses facteurs de virulence induisant les symptomes cholériques. En effet, cette mucinase fait
partie de I’ilot de pathogénicité de Vibrio (VPI) et est corégulée avec les facteurs de virulence

dont le TCP et la toxine cholérique (TC).

2.2.2.4 Vibrio cholerae au contact des entérocytes

Une fois au contact des entérocytes, Vibrio cholerae s’attache de maniére réversible
aux cellules épithéliales par des adhésines non spécifiques, permettant a la bactérie de scanner
son microenvironnement et de détecter 1’endroit propice au site d’infection. Les adhésines non
spécifiques sont la protéine de liaison a la chitine, GbpA, la molécule d’adhésion multivalente
7 (Mam?7) ainsi que le flagelle et les pili (Kirn, Jude, & Taylor, 2005), (Krachler, Ham, &
Orth, 2011), (Attridge & Rowley, 1983). GbpA, tout comme elle facilite I’attachement aux
surfaces chitineuses et au mucus, va lier le NAG des cellules épithéliales intestinales (Kirn et
al., 2005). Mam?7 est un facteur d’adhésion de la membrane externe qui ne se lie pas a un
récepteur en particulier mais établit des interactions protéines-protéines ou protéines-lipides de
cellules eucaryotes a Vibrio cholerae (Krachler et al., 2011). Le flagelle, grace aux rotations
du moteur, permet au pilus de type IV, MSHA (mannose-sensitive haemagglutin), de se lier
aux cellules et scanner la surface pour détecter le meilleur site d’infection. Puis lorsqu’il y
aura un maximum d’interactions, I’attachement se fera de facon irréversible, la mobilité¢ de
Vibrio cholerae sera alors inhibée ce qui permettra I’induction des facteurs de virulence dont
le premier est le TCP (Attridge & Rowley, 1983), (Utada et al., 2014), (Rhine & Taylor,
1994), (Jude & Taylor, 2011). Le TCP comme son nom I’indique est un pilus, de type IV, qui

permet les interactions bactéries-bactéries et est essentiel pour la colonisation intestinale (Kirn,
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Lafferty, Sandoe, & Taylor, 2000), (Taylor, Miller, Furlong, & Mekalanos, 1987). Les
bactéries se regroupent donc, en microcolonies clonales dans les cryptes et les axes des
microvillosités et proliferent (Watnick, Fullner, & Kolter, 1999) (Millet et al., 2014), (Jude &
Taylor, 2011). Ces microcolonies ne formeront pas de biofilm mature puisque les bactéries
sont dans un milieu riche en bicarbonate et pauvre en bile, milieu connu pour inhiber la
maturation des biofilms (Syed et al., 2009).Ainsi, les fortes concentrations en bicarbonate,
I’expression du TCP, I’attachement des bactéries aux cellules épithéliales et leur prolifération
sous forme de microcolonies sont les conditions idéales pour 1’expression des génes de la
toxine cholérique (TC) (Lee, Hava, Waldor, & Camilli, 1999). La toxine cholérique contient
deux sous-unités : CtxA et CtxB, en pentamére, ou CtxB va se lier au récepteur GM1, présent
au pole apical des cellules épithéliales et CtxA va €tre internalisée par endocytose (Holmgren,
1981). La toxine cholérique est codée par le bactériophage filamenteux CTX® dont le
récepteur est le pilus corégulé avec la toxine, TCP (Waldor & Mekalanos, 1996). Ainsi, le
récepteur gangliosidique GM1 est découvert grace a 1’action de la neuraminidase NanH qui
clive deux groupes d’acide sialique de la surface des cellules épithéliales en acide N-
acétylneuraminique (Holmgren, Lonnroth, Mansson, & Svennerholm, 1975), (Galen et al.,
1992), (Almagro-Moreno & Boyd, 2009). Cette enzyme permet donc la libération d’un
compos¢é pouvant servir de source de carbone a Vibrio cholerae et de plus, permet la
découverte du récepteur GM1 permettant ainsi la fixation de la CT. Apres la fixation de la
sous-unité CtxB, la portion Al contenant I’activité enzymatique ADP-ribosylante de la sous-
unité CtxA est internalisée dans le cytoplasme de la cellule héte (Gill & Meren, 1978),
(Holmgren, 1981), (Fishman, 1982). La sous-unité Al catalyse le transfert de I’ADP-ribose du
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) sur le résidu arginine de la protéine acceptrice qui
est la sous-unité de la protéine G alpha, relarguant alors des ions H' et la nicotinamide (Gill,
1975), (Gill, Evans, & Evans, 1976), (Moss & Vaughan, 1977). La protéine G alpha régule
I’activit¢ de I’adénylate cyclase membranaire et son ADP-ribosylation lui fait perdre son
activité d’hydrolyse du GTP en GDP+ Pi, la maintenant alors sous sa conformation active.
Cette conformation induit I’activité constitutive de 1’adénylate cyclase permettant ainsi
I’augmentation du niveau intracellulaire de ’AMP cyclique (AMPc). L’adénylate cyclase se
trouve au pdle basolatéral de la cellule épithéliale intestinale et catalyse donc la cyclisation de

I’ATP en AMPc, un second messager cellulaire (Field, 1971), (Field, Fromm, al-Awqati, &
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Greenough, 1972). Ce pool d’AMPc intracellulaire permet 1’activation de la protéine kinase A
cytosolique dont le role est la phosphorylation des canaux transmembranaires de chlore
permettant ainsi la fuite d’ions chlore hors des cellules épithéliales intestinales. Cette fuite
induit alors un déséquilibre osmotique qui va alors entrainer la fuite des ions sodium,
potassium et bicarbonate ainsi que des molécules d’eau de la cellule dans la lumicre
intestinale. La résultante est alors les diarrhées profuses en eau de riz typiques des symptomes

du choléra.

Alors que Vibrio cholerae exprime ses facteurs de virulence et induit les diarrhées aqueuses,
les bactéries continuent leur croissance, faisant ainsi augmenter la densité cellulaire et
diminuer les nutriments. Contrairement aux autres pathogeénes, chez Vibrio cholerae, le
Quorum Sensing inhibe la synthese des facteurs de virulence et des biofilms mais induit plutot
la mobilité ce qui permet a la bactérie de sortir de 1’hote une fois une densité cellulaire

importante atteinte (Zhu et al., 2002), (Silva & Benitez, 2016).

2.2.3 La sortie de I’hote

Au cours de I’infection Vibrio cholerae proliféere faisant augmenter les molécules de
signalisation du Quorum Sensing lui permettant alors d’apprécier la densité cellulaire. A haute
densité cellulaire (HCD), I’expression des facteurs de virulence comme la TC mais aussi des
composants du biofilm sont inhibés et la mobilité quant a elle est activée (Zhu et al., 2002).
Ainsi, une partie de la population va se décrocher de la muqueuse intestinale, rejoindre le
lumen grace au chimiotactisme et a la synthese du flagelle (Nielsen et al., 2006), (Nielsen et
al., 2010). L’autre partie de la population va continuer a exprimer la toxine cholérique
permettant alors par les diarrhées la sortie des autres bactéries. Le détachement est permis
grace a l’activation de la mucinase Hap, qui comme auparavant lors de la colonisation va
dégrader les liaisons entre la protéine GbpA et le NAG (Wang, Ayala, Benitez, & Silva,
2012), (Jude et al., 2009). Les bactéries rentrent donc dans une phase bien précise du cycle
d’infection qui les prépare a la sortie de I’hote et I’entrée dans un nouvel environnement, la
réponse €chappatoire a la muqueuse (mucosal escape response). Cette phase est régulée par le
facteur sigma alternatif de la phase stationnaire, RpoS, qui est un activateur du régulateur

majeur du Quorum Sensing et des génes de virulence : HapR (Nielsen et al., 2006). La réponse
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échappatoire a la muqueuse n’est en aucun cas importante pour I’infection de 1’hote présent
mais prépare les bactéries a passer dans un environnement qui n’est pas assurément riche en

nutriments.

2.2.3.1 Les étapes tardives de [’infection et le passage a l’état hyperinfectieux

Lors des étapes tardives de I’infection, Vibrio cholerae se prépare a la dissémination
dans I’environnement et donc I’entrée dans un nouvel environnement qui peut ne pas étre
propice a sa croissance. Les bactéries entrent dans un état physiologique et métabolique bien
particulier qui permettra, une fois dans 1’eau, le recyclage des acides aminés et 1’utilisation de
sources de carbone alternatives comme le succinate, la glycine et la chitine (Kamp, Patimalla-
Dipali, Lazinski, Wallace-Gadsden, & Camilli, 2013), (Schild et al., 2007). En effet, par
exemple, les chitinases sont induites alors que les bactéries sont encore dans 1’hote et que
celui-ci ne posséde pas de chitine, montrant donc la préparation de la bactérie au nouvel
environnement aquatique, riche en chitine. Les bactéries vont aussi faire des réserves de
glycogéne sous forme de granules, retrouvées dans les selles des patients pauvres en
nutriments et des réserves en phosphate inorganique nécessaire aux régulateurs majeurs des
réponses au stress (Preiss & Romeo, 1994), (Bourassa & Camilli, 2009), (Jahid, Silva, &
Benitez, 2006).

Les bactéries bien que mobiles, vont former des microcolonies hyperinfectieuses qui vont se
retrouver dans les selles des patients et qui vont garder ce phénotype jusqu’a 5 heures apres
leur expulsion, méme apres dilution dans un milieu pauvre en nutriments (Conner et al., 2016).
Cet état permet la dissémination efficace de Vibrio cholerae et une meilleure capacité
infectieuse. De plus, les bactéries sous cet état continuent d’exprimer un composant essentiel
au TCP, la sous-unité TcpA, qui leur permettra en cas de nouvelle infection une meilleure

colonisation intestinale (Nielsen et al., 2010).

3. Les réponses de I’hote face a I’infection de Vibrio cholerae

Vibrio cholerae en infectant ’Homme doit faire face aux réponses immunitaires innée
et adaptative de celui-ci mais aussi a la réponse du microbiote intestinal en place pour contre-

carrer les infections du tractus digestif. Toutes ces réponses complétent les barricres
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physiques, chimiques et biologiques du tractus digestif auxquelles la bactérie doit résister pour
réussir son infection. Comme vu auparavant, 1’acidité et le mucus sont des protections, en plus
des mouvements péristaltiques du tractus digestif qui empéchent la colonisation et

I’implantation des pathogénes entériques.

3.1 Les réponses immunitaires

L’Homme répond aux infections grace aux cellules et molécules immunitaires capables
de détourner les facteurs de virulence de leurs cibles, mais aussi capables de tuer les
microorganismes envahisseurs. Le systétme immunitaire est aussi capable de mémoriser ces
microorganismes envahisseurs pour lui permettre de répondre plus rapidement en cas d’une
seconde infection. Ainsi ’Homme posséde une réponse immunitaire ciblée contre Vibrio
cholerae ce qui lui permet de répondre a sa colonisation et dans certains cas d’éviter

I’infection.

La toxine cholérique est une entérotoxine qui induit des diarrhées non inflammatoires
et qui est trés immunogene (Navaneethan & Giannella, 2008). En effet, elle induit I’expression
et la sécrétion d’immunoglobuline A (IgA) et d’immunoglobuline G (IgG) anti CtxB (Glass et
al., 1985), (Harris et al., 2008). Les infections a Vibrio cholerae induisent aussi I’expression
d’anticorps dirigés contre la sous-unit¢ A du TCP, contre des protéines de la membrane
externe et contre le LPS, connu pour étre trés immunogene chez les pathogénes (Neoh &
Rowley, 1970), (Asaduzzaman et al., 2004). Les anticorps dirigés contre le LPS sont
spécifiques a un sérogroupe de Vibrio cholerae et protegent donc 1’hdte contre ce sérogroupe
en particulier. Cette spécificité explique les grandes épidémies qui ont eu lieu lors de
I’émergence du sérogroupe O139 pour lequel la population adulte n’avait pas encore été en
contact et n’était donc pas immunologiquement protégée (Ramamurthy et al., 1993). En effet,
une primo-infection permet I’immunisation de 1’hote et donc la protection pour les infections
suivantes durant plus d’une année (Weil et al., 2009), (Harris et al., 2009). Il n’y a pas de dose
seuil connue d’anticorps dans le sang qui permet la protection, certains individus peuvent
n’avoir que trés peu d’anticorps et pourtant étre encore protégés. Les enfants sont, quant a eux,

connus pour étre plus susceptibles aux infections a Vibrio cholerae que les adultes du fait de la
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moins longue exposition aux antigénes vibriocides (Harris et al., 2008), (Deen et al., 2008),

(Leung, Chowdhury, Calderwood, Qadri, & Ryan, 2012).

Ainsi, en réponse a la colonisation intestinale de Vibrio cholerae, ’hote augmente la
sécrétion de molécules antibactériennes comme le lysozyme, la lactoferrine, 1’oxyde nitrique,
des peptides antimicrobiens de la famille des cathélicidines (LL-37) ou défensines, alpha ou
béta défensines humaines (lectines, HD-5 et 6 et HBD-1) (Qadri et al., 2002), (Rabbani et al.,
2001), (Selsted & Ouellette, 2005) (Zhang & Gallo, 2016). Ces peptides antimicrobiens sont
des molécules a large spectre d’action et sont stockés dans les cellules de Paneth qui en
réponse aux signaux du microorganisme contaminant seront relargués dans la lumiére
intestinale. Ils seront donc présents au site d’infection et permettront, en plus de la sécrétion
d’anticorps, d’ajouter une barriére protectrice supplémentaire a la couche de mucus (Meyer-
Hoffert et al., 2008), (Bevins & Salzman, 2011). La phase initiale de ’infection a Vibrio
cholerae est aussi signe du recrutement des neutrophiles et macrophages et de la production du
facteur alpha de nécrose tumorale (TFNa ou tumor necrosis factor alpha) et d’interleukine 1

bata (IL-1B) (Qadri et al., 2004), (Shirin et al., 2011)

3.2 Les réponses du microbiote intestinal

Vibrio cholerae en colonisant et infectant le tractus digestif de I’Homme est au plus
preés du microbiote intestinal. Le microbiote intestinal compte une importante collection de
microorganismes, procaryotes et eucaryotes, tres diversifiés qui forment une barriére clé
contre les pathogeénes entériques par compétition de la niche écologique, des nutriments mais
aussi par sécrétion de molécules antimicrobiennes. La composition microbienne de cette
communauté est un facteur clé dans 1’établissement des infections intestinales (Midani et al.,
2018). En effet, il est connu que la présence ou 1’absence de certaines especes ou certains
genres bactériens sont une prédisposition aux infections a Vibrio cholerae ou a d’autres
pathogénes entériques. De plus, a la suite d’épisodes diarrhéiques, le rétablissement du
microbiote intestinal chez I’Homme adulte se déroule a I’instar de 1’installation du microbiote
chez I’enfant (Hsiao et al., 2014), (David et al., 2015). Ainsi, la structure microbienne altérée

par le lessivage de I’infection persiste quelques semaines puis les communautés procaryotes et
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eucaryotes recolonisant la niche sont dynamiques permettant alors une meilleure adaptation au

nouvel environnement.

Le microbiote intestinal est implanté plus ou moins profondément dans le mucus et
interagit de facon complexe avec les entérocytes, permettant en premier lieu 1’éducation du
systéeme immunitaire puis permettant, ensuite le bon fonctionnement du systeme digestif et du
systtme immunitaire intestinal (Guarner & Malagelada, 2003). Par exemple, le microbiote
intestinal sécrete des acides gras a chaines courtes toxiques pour la plupart des pathogenes et
des peptides antimicrobiens (PAM) dont les activités sont connues pour inhiber la croissance
ou la colonisation des pathogenes (Hentges, 1967). Les PAM d’origine bactérienne sont des
bactériocines et microcines et ont des activités connues de régulation des communautés
microbiennes dans le tractus digestif par régulation des génes de virulence, de résistance et
d’entrée en biofilm des bactéries (Romero, Traxler, Lopez, & Kolter, 2011), (Zhang & Gallo,
2016). De maniére générale, ils ciblent la paroi cellulaire et les processus de synthese
protéique mais Vibrio cholerae a développé de multiples mécanismes de résistance. Une

description plus approfondie des PAM est présentée au point 7.2.

3.3 Les réponses de Vibrio cholerae face a 'immunité de son hote

La résistance de Vibrio cholerae aux PAM d’origine bactérienne ou humaine passe par
de multiples mécanismes dont la modification de la charge membranaire(Matson, Yoo,
Hakansson, & DiRita, 2010), (Pestonjamasp, Huttner, & Gallo, 2001) (Destoumieux-Garzon,
Duperthuy, Vanhove, Schmitt, & Wai, 2014). En effet, les PAM sont de petites molécules
cationiques qui se lient a la membrane bactérienne anionique. Ainsi, en remodelant le lipide A
du LPS par I’ajout de groupements tels que 1’ajout d’une glycine, la membrane bactérienne est
rendue moins anionique ce qui diminue les interactions entre la membrane et le PAM
(Hankins, Madsen, Giles, Brodbelt, & Trent, 2012). Vibrio cholerae résiste donc a la LL-37,
PAM d’origine humaine, et a la polymyxine B (PmB), PAM d’origine bactérienne, par
acylation du lipide A. De plus, la résistance a la PmB passe aussi par une deuxiéme
modification qui est 1’ajout d’un groupement hydroxyl-acyl sur le lipide A (Hankins et al.,
2011). Toutefois, lorsque les PAM arrivent a se lier a la membrane et a la déstabiliser, ils

changent la conformation de la protéine U de la membrane externe (OmpU) (Mathur, Davis, &
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Waldor, 2007). Ce changement induit la libération du facteur sigma E (cF), permettant sa
liaison aux promoteurs et 1’activation de 1’expression des génes de réponse au stress. Ces
geénes coderont pour des protéines extra cytoplasmiques capables de maintenir 1’architecture
stable de la membrane. Un second mécanisme de résistance identifié fait appel aux vésicules
de membrane externe des bactéries (OMV) qui se lient aux PAM grace aux protéines Bapl
(Biofilm-associated extracellular matrix protein) et OmpT (Duperthuy et al., 2013). Les OMV
peuvent étre caractérisées comme des leurres pour les PAM, permettant donc leur dilution et
laissant ainsi la membrane bactérienne libre des PAM (Destoumieux-Garzon et al., 2014). De
plus, Vibrio cholerae induit la synthése de protéases qui dégraderont les peptides ainsi que la
synthese de systemes d’efflux permettant a la bactérie de faire sortir les PAM (Rompikuntal et
al., 2015), (Bina et al., 2006).

La toxine cholérique est trés immunogene et ses antigénes permettent la
reconnaissance par des anticorps spécifiques de I’infection a Vibrio cholerae. Cependant, cette
entérotoxine est trés immunomodulatrice et neutralise I’immunité de I’hote. Tout d’abord, en
induisant la sécrétion des fluides, la toxine cholérique permet le nettoyage et la dilution de
toutes les défenses : les diarrhées induisent la perte de la couche de mucus amenant avec elle
les microorganismes du microbiote intestinal et perturbent donc la muqueuse intestinale, elles
induisent aussi la dilution des anticorps et des PAM (Glenn, Francis, & Danielsen, 2009). De
plus, la toxine cholérique est aussi capable de diminuer 1’expression et la production de la LL-
37 et HBD-1 et donc d’affaiblir les défenses innées de la muqueuse intestinale (Chakraborty et
al., 2008).

Un autre facteur de virulence important dans la réponse de Vibrio cholerae aux
effecteurs immunitaires de 1’hote est le Systéme de Sécrétion de Type VI (SST6). En effet, les
protéines VgrG-1 et 2 (Valine glycine repeat protein G), qui sont des protéines structurelles
sécrétées du SST6, possédent des activités cytotoxiques et permettent ainsi la résistance de la
bactérie face aux macrophages recrutés au lieu d’infection (Pukatzki, Ma, Revel, Sturtevant, &
Mekalanos, 2007). Les effecteurs antibactériens du SST6 ciblent le PG et les lipides
membranaires et induisent la lyse bactérienne (Dong, Ho, Yoder-Himes, & Mekalanos, 2013).
Le SST6 n’est actif que sur les bactéries a Gram négatif, de ce fait Vibrio cholerae en

exprimant les effecteurs du SST6, co-exprime les protéines immunitaires a ces effecteurs lui
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permettant ainsi de ne pas €tre affectée par ses propres effecteurs (MaclIntyre et al., 2010). Une

description plus détaillée du SST6 sera présentée au point 6.

Tous ces mécanismes de résistance permettent la réussite de la colonisation intestinale
de Vibrio cholerae et la continuité¢ de son cycle de vie dans I’hote. Ils sont ainsi caractérisés
comme des facteurs de virulence de la bactérie participant donc a son établissement dans

I’hote humain.

4. Les facteurs de virulence de Vibrio cholerae

Les facteurs de virulence de Vibrio cholerae permettent la survie, la colonisation, la
virulence et la dissémination dans I’h6te humain permettant alors la réussite infectieuse. Ces
facteurs, en particulier ceux induisant les symptomes cholériques, ont la capacité d’induire les
épidémies et les pandémies de choléra mais Vibrio cholerae posséde aussi d’autres facteurs de
virulence induisant des épidémies de gastro entériques. La régulation transcriptionnelle de ces
facteurs répond aux modifications environnementales de la bactérie et permet ainsi,
I’expression de la virulence et des autres effecteurs aux moments propices du cycle de vie de

Vibrio cholerae.

4.1 Le Quorum Sensing

Le Quorum Sensing (QS) est le réseau de communication des bactéries passant par la
production de molécules de signalisation appelées autoinducteurs. Ainsi, lorsque les
autoinducteurs produits par les bactéries sont en haute concentration et s’accumulent, c’est le
signal qu’elles se retrouvent en grand nombre dans le milieu (Miller & Bassler, 2001). Chez
Vibrio cholerae, deux autoinducteurs, cholera-autoinducer 1 (CAI-1) et Autoinducer 2 (Al-2)
et leurs récepteurs respectifs, CqsS et LuxPQ, transmettent le signal de densité cellulaire et
permettent ainsi I’induction de la transcription du régulateur majeur du QS, sapR (Figure 2)
(Miller, Skorupski, Lenz, Taylor, & Bassler, 2002), (Zhu et al., 2002), (Rutherford, van
Kessel, Shao, & Bassler, 2011). Une fois synthétisé, HapR va affecter 1’expression de plus de
70 genes dont les principaux genes de virulence de Vibrio cholerae; le Quorum Sensing peut

ainsi étre considéré comme un facteur de virulence a part entiere.
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Les autoinducteurs CAI-1 et AI-2 sont synthétisés par les enzymes CqgsA et LuxS,
respectivement, puis exportés a I’extérieur de la cellule (Miller et al., 2002), (Schauder,
Shokat, Surette, & Bassler, 2001). Lorsque la densité¢ cellulaire est basse (LCD), peu
d’autoinducteurs se retrouvent dans le milieu extracellulaire, activant alors la cascade de
phosphorylation des quatre histidines kinases (HK), CgsS, LuxPQ et CqsR et VpsS dont les
senseurs n’ont pas encore été identifiés (Jung, Chapman, & Ng, 2015), (Miller et al., 2002),
(Shikuma et al., 2009). Les HK vont phosphoryler LuxU qui va ensuite phosphoryler LuxO et
activer a son tour I’expression des quatre petits ARNs Qrrl a 4. Qrrl-4 déstabilisent la
traduction de I’ARN messager (ARNm) de HapR mais induisent la traduction de la protéine
AphA grice a la chaperonne Hfq (Lenz et al., 2004). A I’inverse, lorsque la densité cellulaire
est haute, les autoinducteurs se retrouvant en forte concentration dans le milieu extracellulaire
viennent se fixer sur leurs senseurs, inhibant alors la phosphorylation de LuxO. De ce fait,
Qrrl a 4 ne sont pas produits, permettant alors la traduction de I’ARNm de HapR et mais

inhibant celle de AphA. (Tsou, Cai, Liu, Zhu, & Kulkarni, 2009).
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Figure 2. Régulation des principaux facteurs de virulence de Vibrio cholerae

par le Quorum Sensing.

A) A basse densité cellulaire, le faible nombre d’autoinducteurs CAI-1 et AI-2 induit la
phosphorylation de CgqsS (CqsS~P) et LuxPQ (LuxPQ~P), respectivement. Par la suite,
CqsS~P et LuxPQO~P vont phosphoryler LuxU, phosphorylant a son tour LuxO (LuxO~P).
LuxO~P permet la transcription des petits ARN Qrrl a 4 qui en synergie avec la chaperonne
Hfs induisent [’expression du gene aphA et inhibent la traduction de ’ARNm de HapR. AphA,
a son tour induit l’expression des principaux genes de virulence tels que les genes ctxA/B, tcp
et vps. B) A haute densité cellulaire, CAI-1 et AI-2 en forte concentration dans le milieu
extracellulaire se fixent a leurs senseurs respectifs CqsS et LuxPQ ne permettant donc pas la
phosphorylation de LuxO. Par [’absence des petits ARN Qrr, HapR peut étre traduite alors
que [’expression du gene aphA n’est pas activée. HapR inhibe [’expression des genes ctxA/B,
tep et vps mais active l’expression des genes de mobilité, de la mucinase HapA et du SST6.

Figure inspirée de (Jemielita, Wingreen, & Bassler, 2018). Droits intégraux de reproduction
Creative Commons.

4.2 La toxine cholérique et le pilus corégulé avec la toxine

4.2.1 La toxine cholérique

La toxine cholérique (TC) est sans nul doute le facteur de virulence le plus étudié¢ de
Vibrio cholerae par son important potentiel virulent. En effet, les souches de Vibrio cholerae

exprimant la toxine cholérique, et co-exprimant le pilus corégulé avec la toxine (TCP), sont
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capables de causer le choléra et ainsi une épidémie voire une pandémie. La toxine cholérique
est une entérotoxine, sécrétée par le Systéme de Sécrétion de Type 11 (SST2), ADP-ribosylante
et formée d’une sous-unité A liée a un pentamére de sous-unités B (Hirst, Sanchez, Kaper,
Hardy, & Holmgren, 1984), (Kaper et al., 1995), (Jan Holmgren, 1981). Le pentamére de
sous-unités B se lie au récepteur gangliosidique GM1 permettant ainsi la translocation de la
portion N-terminale de la sous-unité A (peptide Al N-terminal au 195éme acide amin¢) dans
la cellule épithéliale intestinale (Gill et al., 1976). Le peptide Al contient 1’activité
enzymatique ADP-ribosylante qui va alors induire 1’activation constitutive de 1’adénylate
cyclase et ainsi provoquer les diarrhées en eau de riz typiques du choléra (Field, 1971). Les
geénes codant pour les deux sous-unités de la toxine cholérique, ctx4 et ctxB, tiennent leur
origine du bactériophage lysogénique filamenteux CTX¢ qui s’est intégré dans le génome de
Vibrio cholerae , (Waldor & Mekalanos, 1996). Comme tout €élément intégré, 1’élément
central CTX est entouré de régions répétées (RS1) exprimant un systéme de recombinaison
site spécifique et permettant ainsi I’intégration chromosomique dans une séquence cible de 18
paires de bases appelée attRS1 (Mekalanos, 1983), (Pearson, Woods, Chiang, & Mekalanos,
1993). Le bactériophage CTX¢ utilise le TCP comme récepteur bactérien pour infecter Vibrio
cholerae, il a ainsi été suggéré que le bactériophage CTX@ s’est intégré apres fcp qui tient
aussi ces origines d’un bactériophage lysogénique (Faruque & Mekalanos, 2003). Les souches
de Vibrio cholerae, co-exprimant ces deux facteurs de virulence ont un caractére virulent et

épidémique (Faruque et al., 1998).

4.2.2 Le pilus corégulé avec la toxine

Le pilus corégulé avec la toxine (TCP) est un pilus de type IV essentiel pour la
colonisation intestinale de 1’h6te mais aussi pour la survie de la bactérie dans I’environnement
aquatique (Taylor et al., 1987). Il permet en effet, I’adhérence des cellules et la formation de
microcolonies durant le contact avec les entérocytes mais aussi lors du passage au stade
hyperinfectieux lors de la sortie de I’hote (Thelin & Taylor, 1996). Le pilus est organisé en
faisceaux d’un homopolymeére de la sous-unité TcpA, sous-unité majeure du TCP et dont le
géne fcpA fait partie d’un large ilot de pathogénicité de Vibrio cholerae (VPI) (Shaw &
Taylor, 1990), (Karaolis et al., 1998). VPI est un large regroupement des génes du TCP
(tcpABQCRDSTEF) organisé€s en opéron, ou les genes tcpB, O, C, R, D, S, T, E, F codent pour

36



des produits participant a la biogénése du pilus, formé avec la piline TcpA, en amont de
I’opéron (Brown & Taylor, 1995). De plus, I’ilot comprend aussi les régulateurs
transcriptionnels, tcpP, tcpH, le régulateur majeur de virulence tox7, mais aussi des genes de
facteurs de colonisations accessoires (acf) ainsi que d’autres génes dont les fonctions sont
inconnues. Tout comme les genes de la toxine cholérique, VPI est issu d’un transfert
horizontal de géne provenant d’un bactériophage lysogénique, VPIp montrant que le récepteur
d’un bactériophage (CTXe@) provient d’un autre bactériophage VPIp et donc que la
pathogénicité de Vibrio cholerae est dépendante de 1’évolution des interactions entre les
phages (Karaolis, Somara, Maneval, Johnson, & Kaper, 1999). VPI est retrouvé dans les
souches virulentes mais aussi avirulentes de Vibrio cholerae mais aussi chez d’autres especes
du genre Vibrio, comme Vibrio mimicus (Boyd, Moyer, Shi, & Waldor, 2000). Cette
conservation montre I’importance de 1’ilot dans I’adaptation des souches et non pas seulement
pour la virulence dans un hote en particulier (Haley et al., 2012). En effet, certains facteurs de
virulence, dont le TCP, sont exprimés dans un environnement sans infection a 1’Homme
montrant que leurs fonctions sont essentielles au développement des bactéries (Conner et al.,
2016). Ainsi, un méme facteur de virulence apporte un avantage dans un environnement en
particulier mais cet avantage peut aussi étre un bénéfice dans un autre environnement bien

différent.
4.2.3 La régulation transcriptionnelle des génes de la toxine cholérique et du

Tce

La toxine cholérique et le pilus corégulé avec la toxine sont deux facteurs de virulence
primordiaux dans I’établissement de la virulence de Vibrio cholerae. Ils sont donc régis par un
réseau de régulateurs trés complexe et influencé par les signaux environnementaux. En effet,
la bactérie ne doit exprimer ses facteurs de virulence que lorsque 1’environnement y est
propice et qu’elle sera dans les conditions idéales pour réussir son infection. Ainsi, c’est
seulement lors de la phase de contact avec les entérocytes, ou les bactéries forment les
microcolonies liées par le TCP, que Vibrio cholerae doit exprimer et synthétiser la toxine
cholérique. De ce fait, la bile retrouvée dans la lumiére intestinale inhibe la fixation de

I’activateur transcriptionnel majeur de la virulence, ToxT, a ces domaines de régulation sur
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I’ADN, alors que les concentrations importantes en bicarbonate proches des entérocytes
augmentent la liaison de ToxT a I’ADN, permettant alors I’expression de la cascade de
virulence (Figure 3) (DiRita, Parsot, Jander, & Mekalanos, 1991), (Matson et al., 2010a). foxT
est présent sur I’flot de pathogénicité VPI en aval de 1’opéron des genes TCP, dont fcpA
(Brown & Taylor, 1995). Ainsi, ’expression du régulateur transcriptionnel tox7 est
directement régulée par les protéines transmembranaires TcpP et ToxR, ayant leurs extrémités
N-terminales cytosoliques et C-terminales périplasmiques (Hase & Mekalanos, 1998), (DiRita
et al.,, 1991). Ces protéines sont co-exprimées et associées, respectivement, aux protéines
TcpH et ToxS protégeant les protéines transmembranaires et permettant ainsi la liaison au
promoteur de foxT. Une fois exprimé et synthétisé, ToxT se lie directement aux promoteurs
des genes tcpA et ctxA/B en déplacant donc I’inhibiteur transcriptionnel Histone-like Nucleoid
Structuring (H-NS) qui empéchait jusque-la 1’expression des génes de virulence (Nye, D.
Pfau, Skorupski, & K. Taylor, 2000). foxT étant aussi sur I’flot VPI, il s’autorégule par
I’activation du promoteur de I’opéron des genes tcp (Brown & Taylor, 1995). La synthése des
protéines TcpP et TcpH est, quant a elle, régulée par le complexe de régulateurs
transcriptionnels cytoplasmique AphA/B se liant directement au promoteur des genes fcpP et
tcpH présents sur VPI, en amont des génes tcp (Skorupski & Taylor, 1999), (Kovacikova &
Skorupski, 1999). A leur tour, les génes aphA/B sont régulés par la densité cellulaire et donc le
Quorum Sensing et leur expression est induite lors d’une basse densité cellulaire (Kovacikova

& Skorupski, 2002) (Matson, Withey, & DiRita, 2007).

ToxT étant un régulateur majeur chez Vibrio cholerae, module I’expression d’autres
facteurs de virulence, permettant a la bactérie la synchronisation des ces activités dans 1’hote

et I’environnement aquatique (Klose, 2001).
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Figure 3. Voie de régulation de la toxine cholérique et du pilus corégulé avec

la toxine chez Vibrio cholerae.

L’activation est indiquée par des fleches et [’activation transcriptionnelle est indiquée
par des fleches en angle droit avec le signe « + » sur les brins d’ADN représentés par les
hélices noires (Matson et al., 2007). Droits de reproduction accordés pour écriture de these
ou manuscrit étudiants par I’ASM.

4.3 La mobilité et les biofilms

4.3.1 La mobilité

Vibrio cholerae est une bactérie mobile, monotriche, dont le flagelle est dot¢ d’un
moteur & force motive a sodium (Kojima, Yamamoto, Kawagishi, & Homma, 1999). La
mobilité permet la colonisation et la propagation de la bactérie dans la partie distale de
I’intestin gréle, puis apres I’établissement de la virulence, elle permet le retour de la bactérie
dans la lumiére intestinale et donc la sortie de I’hdte (Butler & Camilli, 2004). La mobilité est

un phénotype complexe requérant la syntheése flagellaire, 1’assemblage et 1’activation du
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moteur et le controle de la direction de la bactérie par le chimiotactisme (Silva & Benitez,

2016).

La mobilité est un facteur de virulence trés important pour plusieurs microorganismes
pathogeénes dont Vibrio cholerae qui 1’utilise pour une colonisation intestinale optimale
(Guentzel & Berry, 1975), (Ottemann & Miller, 1997). La mobilité est aussi la premiére étape
de la formation de biofilm ou le flagelle et le chimiotactisme sont utilisés pour les interactions
avec les surfaces permettant le premier attachement des bactéries et la formation des

microcolonies (O’Toole, Kaplan, & Kolter, 2000).

4.3.2 Les biofilms et les microcolonies

Les biofilms sont des communautés microbiennes enveloppées dans une matrice
extracellulaire, sous forme d’agrégats libres ou bien ancrées sur une surface abiotique, comme
les coques des bateaux, ou un substrat biotique comme 1’exosquelette de chitine des crustacées
ou bien la muqueuse intestinale dans le cas de Vibrio cholerae (O’Toole et al., 2000), (Hall-
Stoodley et al., 2004), (Munirul et al., 2006), (Shikuma & Hadfield, 2010). Le
microenvironnement des biofilms matures est un milieu restreint en nutriments, ou les cellules
sont agglomérées et ou 1’¢limination des déchets métaboliques toxiques est faible et se fait par
diffusion (Moorthy & Watnick, 2005), (Silva & Benitez, 2016). Ce microenvironnement
favorise I’entrée des cellules dans un stade stationnaire de croissance, ou le besoin en
nutriments est réduit et ou la mobilit¢ est inhibée. La formation de biofilms permet la
résistance de Vibrio cholerae aux stress environnementaux comme les attaques des PAM de
I’héte et du microbiote intestinal, de la bile mais aussi le manque en nutriments rencontré dans
I’eau (Hung, Zhu, Sturtevant, & Mekalanos, 2006), (Pardio Sedas, 2007). Il a été démontré
que la résistance aux antimicrobiens est jusqu’a 1000 fois augmentée lorsque les bactéries sont
organisées en biofilm en comparaison avec un état planctonique et que 75% des infections
nécessitent la formation de biofilm (Musk & Hergenrother, 2006). Ainsi, les bactéries entrant
dans I’hdte sous forme de biofilm seront plus résistantes aux barrieres immunitaires leur
permettant une meilleure infection par rapport aux bactéries planctoniques (Merrell, Butler, et
al., 2002), (Butler & Camilli, 2004). De plus, la formation de biofilm permet une meilleure

dissémination de Vibrio cholerae dans I’environnement aquatique ou une meilleure
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transmission oro-fécale puisque les selles des patients contiennent des biofilms de Vibrio

cholerae.

La formation de biofilm commence lors de I’interaction entre une surface et le flagelle
qui permet la transmission de signaux environnementaux a la bactérie (O’Toole et al., 2000).
A la suite de ces interactions, la bactérie va s’attacher & la surface grace a deux types de pili, le
pilus mannose-sensitive haemagglutin type IV (MSHA), le TCP et dans certains
environnements, un troisieme type de pilus, le pilus régulé avec la chitine (ChiRP) (Watnick et
al.,, 1999), (Reguera & Kolter, 2005), (Meibom, 2005). L’attachement va alors inhiber
I’expression des genes de la mobilité et donc induire I’immobilisation des cellules. C’est a ce
moment-1a que les bactéries forment une communauté fermée, appelées microcolonies jointes
grace au TCP. Une structuration 3D va alors se mettre en place du fait de la croissance
bactérienne et la production de la matrice extracellulaire composée en premiers lieux
d’exopolysaccharides (EPS) (Watnick, Lauriano, Klose, Croal, & Kolter, 2001), (Lauriano,
Ghosh, Correa, & Klose, 2004). Chez Vibrio cholerae deux loci, vpsl et vpsil (Vibrio
polysaccharides), codent pour des protéines permettant la formation des EPS. Les deux loci
sont espacés d’un troisieme cluster de six genes rbmA-F, aussi impliqué dans la formation de
biofilms. En amont du dernier géne de vpsiI se trouve le géne codant pour la protéine Bapl qui
compose aussi la matrice extracellulaire (Yildiz & Schoolnik, 1999), (Fong & Yildiz, 2007).
La protéine RbmA est exprimée a la surface des bactéries et permet de renforcer I’adhésion
entre les cellules mais permet aussi le recrutement des bactéries encore dans un état
planctonique permettant alors de faire grandir le biofilm (Berk et al., 2012), (Smith et al.,
2015). Les protéines Bapl et RbmC, qui sont sécrétées par le Systeme de Sécrétion de Type 11
(SST2), favorisent quant a elles, le développement du biofilm, 1’adhérence des cellules a la
surface et la formation d’une enveloppe flexible stabilisant le biofilm (Giglio, Fong, Yildiz, &
Sondermann, 2013), (Absalon, Dellen, & Watnick, 2011), (Johnson et al., 2014). La matrice
extracellulaire est aussi composée d’ADN extracellulaire qui contribue entre autres a la
stabilité du biofilm mais qui est aussi utilis¢ comme source d’énergie puisque Vibrio cholerae

exprime dans les biofilms des DNases (Seper et al., 2011).

Les microcolonies, importantes dans la pathogenese de Vibrio cholerae, sont un état

bien particulier, différent de celui des biofilms ou la bactérie n’exprime pas les mémes genes.
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En effet, les microcolonies ne se développeront jamais en biofilm mature puisque les génes
des clusters vps sont réprimés (Conner et al., 2016). Ceci permet notamment I’expression des
génes ctxA/B mais permet aussi la sécrétion de la toxine cholérique par le SST2 (Hirst et al.,

1984).

4.3.3 La régulation transcriptionnelle des génes de mobilité et de biofilm

Chez Vibrio cholerae la mobilité est inversement régulée avec les autres facteurs de
virulence dont la toxine cholérique, le TCP et la formation de biofilm (Ottemann & Miller,
1997), (Syed et al., 2009). Les facteurs de virulence et la virulence de manicre générale sont
régulés par la densité cellulaire et donc le Quorum Sensing (Zhu et al., 2002). En effet, lorsque
les bactéries sont proches des entérocytes, la mobilité est inhibée pour leur permettre de
s’attacher aux cellules épithéliales et ainsi induire 1’ expression des génes codant pour la toxine
cholérique et le TCP. Puis, la densité cellulaire augmentant; les bactéries pergoivent les
signaux qui vont leur permettre de rejoindre la lumicre intestinale pour sortir de 1’hote. Elles
vont alors & ce moment-la, grace au Quorum Sensing et a I’expression du géne hapR, réactiver
ses genes de mobilité et arréter la production des autres génes de virulence. En effet, une fois
synthétis¢, HapR va induire les génes de biosynthése du flagelle et donc de la mobilité ainsi
que le géne hapA codant pour la mucinase HapA permettant le détachement de la bactérie aux
entérocytes (Jobling & Holmes, 1997). HapR va aussi inhiber les génes de la toxine cholérique
montrant bien que lorsque le QS de Vibrio cholerae est actif elle n’exprime plus ses geénes de

virulence et donc que la virulence est réprimée a haute densité cellulaire.

La régulation transcriptionnelle des genes du biofilm des loci vpsl, vpsll, rbmA-F et
bapl passe effectivement par la régulation par le Quorum Sensing mais aussi par d’autres
voies de régulations majeures chez Vibrio cholerae (Figure 4). La formation de biofilm est
aussi sensible aux facteurs environnementaux comme la concentration en bile et bicarbonate
dans le milieu. La formation de biofilm est aussi renforcée par 1’induction des génes vps par
les concentrations intracellulaires de diGMPc, un messager secondaire controlant les réponses
de la bactérie aux conditions environnementales (Krasteva et al., 2010), (Srivastava, Harris, &
Waters, 2011). Ainsi les acides biliaires augmentent le diGMPc intracellulaire qui va a son

tour moduler le géne vpsR et induire la formation de biofilm. VpsR est un activateur des loci
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vpsl-1I et rbmA-F ainsi que des génes du SST2 qui permettra la sécrétion des protéines Bapl et
RbmA et RbmC (Yildiz, Dolganov, & Schoolnik, 2001). VpsR va aussi induire le géne aphA
contrdlant positivement vpsT et la boucle de contrdle des génes ctxA/B et du TCP (Yang, Frey,
Liu, Bishar, & Zhu, 2010), (Zamorano-Sanchez, Fong, Kilic, Erill, & Yildiz, 2015). AphA fait
le lien entre 1’expression des génes de virulence et du biofilm. L’autre régulateur positif de la
formation de biofilm est VpsT qui se lie avec le diGMPc et induisent les genes du cluster
rbmA-F (Casper-Lindley & Yildiz, 2004), (Srivastava et al., 2011). Les régulateurs négatifs de
la formation de biofilm sont HapR qui inhibe 1’expression des génes de vpsII, H-NS qui se lie
directement aux promoteurs des loci des génes du biofilm et le complexe entre I’AMPc et la
protéine réceptrice de ’AMPc (CRP) qui active 1’expression de hapR par I’induction de la
synthése des autoinducteurs (Wang, Ayala, Silva, & Benitez, 2012), (Liang, Pascual-Montano,
Silva, & Benitez, 2007), (Fong & Yildiz, 2008).
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Figure 4. Voies de régulation de la formation de biofilm chez Vibrio cholerae.

Les fleches représentent [’activation par les régulateurs et les lignes se terminant par
les barres sont les inhibitions induites par les régulateurs. Figure adaptée de (Dorman &
Dorman, 2018). Droits intégraux de reproduction Creative Commons.

4.4 Les Systémes de Sécrétions

Les systemes de sécrétion sont des facteurs de virulence grace a leurs capacités a
sécréter des toxines ou autres effecteurs qui permettent a la bactérie d’établir sa niche. De
plus, ces systémes permettent aussi 1’échange d’ADN avec d’autres bactéries de
I’environnement, faisant alors évoluer le génome bactérien vers une meilleure adaptabilité aux
stress rencontrés (Costa et al., 2015). Ainsi, chez Vibrio cholerae, comme chez tous les autres
pathogénes bactériens, il est ais€ de considérer tous les systémes de sécrétion comme
participant a la virulence et ainsi a la réussite de I’infection. Cependant, les Systémes de
Sécrétion de Type II (SST6) et de Type VI (SST6) sont plus largement étudiés chez Vibrio

cholerae du fait de leurs capacités respectives, a sécréter, entre autres, la toxine cholérique et



des effecteurs cytotoxiques et bactéricides (Reichow, Korotkov, Hol, & Gonen, 2010),
(Maclntyre et al., 2010). L’ensemble des systémes de sécrétions fait 1’objet d’une section

détaillée dans ce document (partie 5.).
4.5 Les autres facteurs de virulence

4.5.1 LelLPS

Les facteurs de virulence sont tous les facteurs impliqués de prés ou de loin dans la
virulence et la pathogenese bactérienne. Dans le cas de Vibrio cholerae, le LPS et plus
particulierement I’antigéne O sont considérés comme des facteurs de virulence puisqu’ils sont,
tout d’abord, la base de la désignation des sérogroupes auxquels sont associés les caracteres
virulents et cholériques de la bactérie (Waldor, Colwell, & Mekalanos, 1994). De plus, le LPS
joue le role de facteur d’adhésion dans la colonisation intestinale et la capsule retrouvée dans
le sérogroupe O139 serait aussi un facteur de virulence permettant la résistance a la
phagocytose et la réussite de la colonisation intestinale (Alam, Miyoshi, Tomochika, &
Shinoda, 1997), (Albert et al., 1999), (Nesper et al., 2002).

4.5.2 Les porines

Les porines de la membrane externe OmpU et OmpT sont des facteurs de virulence,
régulés par les mémes voies de régulation que les principaux facteurs de virulence
(Provenzano & Klose, 2000). Elles permettent la résistance a ’acidité de I’estomac et aux
autres facteurs antimicrobiens rencontrés dans la lumiére intestinale lors de la colonisation
mais aussi ’attachement a différentes surfaces biotiques et abiotiques participant ainsi a
I’infectiosité de Vibrio cholerae.

4.5.3 Les adhésines et les mucinases

Les adhésines Mam7, GbpA et méme le flagelle jouent un réle clé dans la colonisation
intestinale grace a leurs adhésions aux cellules ainsi qu’aux mucines du mucus (Krachler et al.,
2011), (Kirn et al., 2005). Elles permettent aussi grace a des boucles de régulation I’induction

d’autres facteurs de virulence dont la TC et le TCP.

Les mucinases HapA et TagA permettent la traversée du mucus par la bactérie, lors de

la colonisation de la muqueuse intestinale mais aussi la traversée en sens inverse, pour
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rejoindre la lumiere intestinale (McGuckin et al., 2011), (Booth et al., 1983), (Szabady et al.,
2011). Elles sont aussi régulées par les voies de régulation majeures des facteurs de virulence
comme ToxR et aussi le Quorum Sensing. La mucinase HapA permet aussi le clivage RbmA
produisant alors un substrat recrutant les bactéries planctoniques dans le biofilm (Smith et al.,

2015). Elle joue donc de multiples rdles dans la virulence de Vibrio cholerae.

4.5.4 Les systéemes a deux composants

Les systemes a deux composants (S2C) sont des mécanismes permettant aux bactéries
de capter des signaux environnementaux et d’en adapter leur réponse au stress. Ils sont
composés d’un senseur kinase transmembranaire, captant donc les signaux, et d’un régulateur
de réponse cytoplasmique qui, une fois phosphorylé par le senseur, induira ou inactivera
I’expression des geénes de réponse aux stimuli environnementaux. Chez Vibrio cholerae,
plusieurs facteurs de virulence sont régulés par des S2C dont le Quorum Sensing, régulé par
CgsS et LuxPQ, la formation de biofilm régulée par VpsR et VpsT et le SST6 régulé par ChiS
(Miller et al., 2002), (Yildiz et al., 2001), (Yildiz & Visick, 2009), (Meibom et al., 2004),
(Kwon, Georgellis, Lynch, Boyd, & Lin, 2000). Vibrio cholerae posséde bien d’autres
systétmes a deux composants, eux aussi impliqués dans la virulence, comme le Systeme
VprA/B, impliqué dans la résistance aux PAM cationiques, montrant que les S2C sont des
régulateurs de facteurs de virulence et donc eux aussi des facteurs de virulence a part entiére
(Herrera et al., 2014). De plus, il existe aussi un S2C, PhoB/PhoR, qui régule les génes de
I’homéostasie du phosphate, ¢lément essentiel a la bactérie et qui peut se retrouver limitant
dans certains environnements (Pratt, Ismail, & Camilli, 2010), (Pratt, McDonough, & Camilli,
2009), (von Kriiger et al., 2006). PhoR est le senseur de la concentration extracellulaire en
phosphate inorganique (P1), ainsi, lorsque le Pi est en basse concentration, PhoR phosphoryle
PhoB qui va alors induire I’expression du gene de la porine PhoE faisant alors rentrer le Pi
dans la cellule. De plus, lorsque PhoB/PhoR est activé, il inactive les génes vps, ce qui permet
d’inhiber la formation de biofilm pour permettre a la bactérie d’induire ses génes de mobilité

et donc de se rendre dans un environnement riche en Pi.
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4.5.5 Les sidérophores

Le fer est un élément essentiel pour la bactérie rendant donc les systémes d’acquisition
du fer primordiaux pour la survie bactérienne. Les sidérophores sont des molécules ayant une
trés forte affinité pour le fer, sécrétées par les bactéries, et qui chélatent le fer extracellulaire.
Pour récupérer le fer, la bactérie posséde des transporteurs des complexes sidérophores-fer lui
permettant ainsi d’assimiler le fer intracellulaire. Vibrio cholerae possede plusieurs
mécanismes d’acquisition du fer mais a aussi la capacit¢ de transporter et assimiler les
sidérophores sécrétés par d’autres microorganismes de son environnement lui permettant ainsi
une ¢conomie non négligeable d’énergie (Wyckoff et al., 2007), (Wyckoff, Valle, Smith, &
Payne, 1999).

4.5.6 Le transfert horizontal de génes

La plupart des genes de virulence de Vibrio cholerae ont été acquis par transfert
horizontal de génes (Faruque & Mekalanos, 2003). Ils sont, de ce fait, regroupés en larges ilots
de virulence, montrant tous un CG% différent du reste du génome (Faruque et al., 1998). En
effet, les éléments génétiques mobiles se distinguent du reste du génome par leurs présences
associées aux séquences des ARNt, leurs CG% différents ainsi que par les séquences répétées
a leurs extrémités (Hacker & Kaper, 2000). Ils peuvent provenir de plasmides, de transposons,
d’autres bactéries ou encore de phages. Chez Vibrio cholerae, les principaux genes de
virulence ont été acquis de bactériophage, c’est donc pour cette raison que le transfert
horizontal de génes peut étre considéré comme un ¢élément participant a la virulence de la
bactérie. De plus, lors de la croissance en biofilm, le transfert horizontal de génes est un
facteur clé a la survie bactérienne (Lutz et al., 2013). En effet, il permet, lorsque les bactéries
sont rapprochées, de survivre aux différents stress environnementaux comme la prédation,
grace a 1’acquisition de nouveaux genes de résistance. Le geéne H-NS, régulateur négatif
majeur des genes de virulence, a également été acquis par transfert horizontal de genes,
montrant bien I’importance de ce mécanisme dans la virulence de Vibrio cholerae (Dorman,

2007).
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5. Les systemes de sécrétion

Les pathogenes bactériens ont développé de multiples stratégies de survie, de
croissance et d’adaptation leur permettant de répondre aux différentes conditions rencontrées
dans leurs environnements. La sécrétion de molécules, protéines et ADN est essentielle a
I’adaptation de la bactérie dans son milieu et est utilisée dans plusieurs processus de
pathogeneése. Certains systemes de sécrétion permettent de manipuler les réponses de I’hote et
ainsi induire I’établissement de la nouvelle niche de la bactérie (Green & Mecsas, 2016),
(Costa et al., 2015). 1l existe chez les bactéries a Gram négatif huit systeémes de sécrétion I a
VI, VIII et IX, utilisant différents procédés de transports des molécules a travers les
membranes interne et externe (Figure 5) (Beeckman & Vanrompay, 2016), (Burdette, Leach,
Wong, & Tullman-Ercek, 2018), (Lasica, Ksiazek, Madej, & Potempa, 2017). De plus, la
sécrétion peut se dérouler en une seule étape, Systémes de Sécrétion de Type I, III, IV et VI
(SSTI, 3, 4 et 6) ou deux étapes, SST2, 5, 8 et 9 ou les molécules transloquées possédent un
peptide signal de destination au périplasme. Enfin, certains systémes de sécrétion se
distinguent aussi par leurs capacités a sécréter directement dans la cellule cible et ainsi pouvoir
traverser un autre complexe membranaire. Vibrio cholerae posseéde le SST1, 2, 3, 5 et 6 et

seront détaillés dans la suite de ce document.
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Figure 5. Structure des cinq Systemes de Sécrétion retrouvés chez Vibrio
cholerae.

Les systemes sont ici classés selon le processus par lequel ils permettent la sécrétion
des effecteurs dans le milieu extérieur. Ainsi, la sécrétion peut se faire en une seule étape
(SST1,3 et 6) ou les systemes ont la capacité de transloquer directement les effecteurs du
cytoplasme au milieu extérieur, ou bien en deux étapes (SSTS et 2) ou la sécrétion par les
systemes ne commence que lorsque [’effecteur est amené dans le périplasme par les processus
Sec ou Tat (Beeckman & Vanrompay, 2016). Droits libres de reproduction permis par Caister
Academic Press.

5.1 La sécrétion en deux étapes

Le transport des protéines a travers la membrane interne en direction du périplasme est
effectué par deux complexes, Sec (general secretion) et Tat (twin arginin translocation), qui
sont deux voies de sécrétion protéiques trés conservées chez tous les organismes vivants
(archées, bactéries et eucaryotes) (Papanikou, Karamanou, & Economou, 2007), (Robinson &
Bolhuis, 2004). Ces voies de sécrétion sont utilisées par les SST2 et SSTS5, ou les protéines

transloquées ont des signaux de transport. Le systéme Sec est composé d’une ATPase, moteur
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du complexe protéique, d’une protéine chaperonne et enfin d’une peptidase qui clivera le
peptide signal de translocation a la membrane interne. Ce peptide signal se présente en N-
terminal de la protéine, il est composé de 20 acides aminés ou trois régions se distinguent : la
région N-terminale chargée positivement, le corps du peptide hydrophobe et enfin la région C-
terminale polaire, liée au reste de la protéine (Papanikou et al., 2007). Le systeme Tat, a la
différence du systeme Sec, transloque, tout d’abord, des protéines repliées rendant ce systéme
spécifique aux protéines qui ne nécessitent pas de modifications post-traductionnelles,
lesquelles ne pouvant pas avoir lieu dans le périplasme (Berks, Palmer, & Sargent, 2005). La
voie de sécrétion Tat est composée d’un complexe de 2 protéines se liant au peptide signal de
la forme S-R-R, en N-terminal de la protéine repliée, et d’une troisiéme protéine formant le
canal transmembranaire (Miller, 2005). Une fois dans le périplasme, les protéines
transloquées peuvent y rester ou bien étre sécrétées par le SST2 ou le SSTS, quel que soit le

mécanisme de translocation qu’elles aient utilisé.

5.1.1 Le Systéeme de Sécrétion de Type I

Le SST2 est tres conservé chez les bactéries a Gram négatif et est considéré comme un
mécanisme de virulence grace a sa capacité a sécréter des toxines bactériennes. Chez Vibrio
cholerae, le SST2 sécrete le facteur de virulence majeur de la bactérie, la toxine cholérique
(Reichow et al., 2010). Bien que le complexe protéique traverse les membranes interne et
externe, les molécules sécrétées doivent étre transloquées dans le périplasme par les voies de
sécrétion Sec ou Tat avant d’étre externalisée par le SST2 dans le milieu environnant (Figure
5). Le SST2 est composé de 15 protéines formant quatre structures, dont le canal de la
membrane externe, la plateforme de la membrane interne, I’ATPase cytoplasmique ainsi que
le pseudopilus ancré dans la membrane interne (Korotkov, Gonen, & Hol, 2011). Le canal
membranaire est constitué¢ d’un dodécamere de sécrétine ayant une longue extrémité amino-
terminale périplasmique, en contact avec les protéines de la plateforme de la membrane
interne. La plateforme est composée de quatre protéines s’étendant jusqu’au périplasme pour

se lier avec la sécrétine dont le role est essentiel pour la sécrétion par le SST2.
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5.1.2 Le Systéeme de Sécrétion de Type V

Le SST5 est un systeme particulier puisque les protéines se sécrétent elles-mémes
grace a leur conformation naturelle. Ainsi, aprés avoir été transloquées par le systeme Sec, les
protéines se trouvant dans le périplasme forment un feuillet-béta qui s’intégre a la membrane
externe en laissant alors sortir I’autre extrémité de la protéine (Figure 5) (Leyton, Rossiter, &
Henderson, 2012). Le SST5 est un systéme autotransporteur impliquant des protéines
possédant quatre domaines fonctionnels ou 1’extrémité carboxy-terminale forme un canal sur
la membrane externe pour le passage du domaine translocateur qui une fois a I’extérieur de la
cellule sera clivé par le domaine protéase de la protéine. L’extrémité N-terminale de
I’autotransporteur est le peptide signal de translocation par le systéeme Sec et sera clivé une
fois arrivé dans le périplasme (van Ulsen, Rahman, Jong, Daleke-Schermerhorn, & Luirink,

2014).

5.2 La sécrétion en une seule étape

A contrario de la sécrétion en deux étapes, les systemes de sécrétion de cette partie
traversent les membranes interne et externe de la bactérie, ou les effecteurs sont transloqués
sur toute leur longueur. Dans cette section, deux types de systémes sont étudiés, ceux ayant la
possibilité d’injecter leurs effecteurs directement dans la cellule cible eucaryote ou procaryote

ou bien ceux sécrétant dans le milieu extracellulaire.

5.2.1 Le Systéme de Sécrétion de Type 1

Le SSTI1 est largement retrouvé chez les bactéries a Gram négatif, pathogénes de
plantes ou d’animaux et participe donc a la virulence bactérienne, comme chez Vibrio
cholerae qui sécrete des facteurs de virulence tels que la toxine MARTX (multifunctional-
autoprocessing repeats-in-toxin) chez 1’hote humain a travers ce systéme de sécrétion (Green
& Mecsas, 2016), (Dolores, Agarwal, Egerer, & Satchell, 2015). Le SST1 est aussi associé a la
résistance aux antibiotiques puisqu’il a la capacité d’exporter ces molécules en dehors de la
cellule (Symmons, Bokma, Koronakis, Hughes, & Koronakis, 2009). Le SST1 est composé de
trois structures essentielles, dont un transporteur de type ATP-Binding Cassette (ABC) présent

dans la membrane interne qui catalyse I’ ATP permettant le passage de la molécule a exporter a
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travers la protéine de fusion membranaire périplasmique qui fait un pont entre le transporteur
ABC et le facteur de la membrane externe formant un pore et libérant ainsi la molécule dans le
milieu extérieur (Figure 5) (Thomas, Holland, & Schmitt, 2014), (Lee et al., 2012), (Létoff¢,
Delepelaire, & Wandersman, 1996).

5.2.2 Le systéme de Sécrétion de Type 111

Le SST3 permet I’injection directe dans la cellule cible d’effecteurs qui modulent la
réponse de I’hote et permettent la réussite de I’invasion et la colonisation bactérienne (Costa et
al., 2015). C’est le systeme de sécrétion le plus étudié chez les bactéries dii & son pouvoir
virulent et sa capacité a étre acquis par transfert horizontal, permettant a des bactéries de
différentes especes ou méme différents genres d’avoir le méme SST3 (Troisfontaines &
Cornelis, 2005). Le SST3 est composé d’une trentaine de protéines dont certaines sont tres
conservées et dont huit sont partagées avec les protéines d’assemblage du flagelle (Abrusci,
McDowell, Lea, & Johnson, 2014). Le SST3 est décrit comme un injectisome formé d’une
aiguille et est structuré en 3 parties dont un corps basal traversant les membranes interne et
externe, 1’aiguille et le translocon inséré dans la cellule hote (Figure 5). Le corps basal est
compos¢ de 15 protéines cytoplasmiques assemblées en anneaux et permettant la formation
d’une cavité centrale ou a I’extrémité de la membrane externe émane 1’aiguille permettant
alors la traversée transmembranaire des effecteurs bactériens. L’aiguille est composée de
sécrétines formant un noyau creux intérieur assez large pour permettre le passage de protéines
non repliées et arrivant ainsi directement dans la cellule cible sous leurs conformations actives
(Demers et al., 2014). L’aiguille est surmontée d’une pointe extérieure, importante pour la
perception du contact avec la cellule cible et qui permet la régulation de la sécrétion des
effecteurs bactériens (Picking et al., 2005). De plus, la pointe est aussi importante pour
I’insertion du translocon dans la membrane de la cellule cible. Ainsi, une fois le contact établi,
le translocon, qui forme un pore, s’assemble dans la membrane de la cellule cible et permet
alors le passage des effecteurs et leurs injections (Holmstrom et al., 2001), (Hakansson et al.,
1996). Chez Vibrio cholerae, le SST3 permet la colonisation intestinale grace a la sécrétion
d’effecteurs capables de réorganiser le cytosquelette d’actine des entérocytes (Tam, Serruto,

Dziejman, Brieher, & Mekalanos, 2007).
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5.2.3 Le systéme de Sécrétion de Type VI

Le SST6 a été découvert chez Vibrio cholerae en 2006 par 1’équipe de Mekalanos et al.
(Pukatzki et al., 2006). Il est ubiquitaire et trés conservé chez les bactéries a Gram négatif en
jouant un role majeur dans les interactions bactériennes, la résistance aux prédateurs
eucaryotes, contribuant ainsi a la survie chez I’hdte et la persistance dans 1’environnement
aquatique (Maclntyre et al., 2010). En effet, le SST6 permet la sécrétion de protéines
effectrices aux activités cytotoxiques et bactéricides directement dans les cellules cibles telles
que les macrophages humains, les amibes phagocytaires ainsi que les bactéries a Gram négatif
(Pukatzki et al., 2007), (Zheng, Ho, & Mekalanos, 2011). L’avantage du SST6 est qu’il ne
requiére pas de récepteur pour la reconnaissance des cellules cibles, ainsi que pour la
délivrance de ses effecteurs, permettant alors a Vibrio cholerae de ne posséder qu’un seul
SST6 et de cibler plusieurs différents types cellulaires (Toska, Ho, & Mekalanos, 2018). Ce

systeme sera détaillé dans la section suivante (partie 6.).
6. Le Systéme de Sécrétion de Type VI

6.1 Composition et assemblage du Systéme de Sécrétion de Type VI

Le SST6 est un complexe protéique de 13 sous-unités formant la base
transmembranaire qui permet 1’ancrage de I’appareil dans 1’enveloppe cellulaire, la seringue
surmontée d’une aiguille et d’une pointe protéique (Figure 5). La structuration du SST6 est
apparentée a la queue du bactériophage T4 dont leur origine commune a ¢été démontrée,
confirmant I’'importance du transfert horizontal de génes chez Vibrio cholerae (Figure 6)

(Pukatzki et al., 2007) (Leiman et al., 2009).
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Figure 6. Analogie de structures entre le Systeme de Sécrétion de Type Vet la
queue du bactériophage T4.

Tout comme la queue du bactériophage, le SST6 posséde une aiguille moléculaire
surmontée d’une pointe protéique qui permet la translocation et [’injection de [’ADN
phagique dans un cas et des protéines et effecteurs bactériens dans [’autre cas. Les deux
systemes possedent un complexe protéique de base qui s’ancre a la membrane et permet ainsi
sa stabilité (Chen, Zou, She, & Wu, 2015). Droits de reproduction accordés pour écriture de
these ou manuscrit étudiants par Elsevier, licence d’exploitation numéro 4621040021411.

Le SST6 est donc composé d’une base transmembranaire formée du complexe des trois
protéines VasDFK qui traverse la membrane interne de la bactérie et supporte la formation du
reste du systeme (Figures 6 et 7) (Joshi et al., 2017), (Brunet, Zoued, Boyer, Douzi, &
Cascales, 2015). Ainsi lorsque la base transmembranaire est en place, elle permet le
recrutement des protéines cytoplasmiques HsiF, VasABE et VgrGl-2et 3 formant alors le

complexe de base et s’ancrant a son tour a la membrane interne (Zoued et al., 2016). Par la
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suite, la pointe de la seringue, composée du trimere des protéines VgrG s’assemble, formant
alors 1’aiguille de la seringue et a laquelle vient s’ajouter les protéines au motif répété proline-
alanine-alanine-arginine (PAAR) (Shneider et al., 2013). La formation de ces complexes
protéiques, encore cytoplasmiques, permet le recrutement des protéines Hcp qui s’assemblent
en hexameres et forment alors le tube interne du systéme, nommé la seringue du SST6, et
entouré¢ de la gaine des protéines VipA/VipB (Figure 7). Le SST6 est une structure hautement
dynamique, de ce fait, par un signal encore inconnu, le tube polymérisé présent dans le
cytoplasme va étre transloqué et éjecté dans 1’espace extracellulaire et dans la cellule cible par
un rapide changement conformationnel de la gaine de VipA/B, qui va alors se contracter
(Figure 8) (Nazarov et al., 2018), (Kudryashev et al., 2015), (Zoued et al., 2016), (Basler,
Pilhofer, Henderson, Jensen, & Mekalanos, 2012). Lorsque la seringue est €jectée, elle permet
alors I’injection dans les cellules cibles des effecteurs bactériens qui ont été recrutés et qui ont
transités avec les protéines structurales du systeme telles que Hep, VgrG et les protéines au
motif PAAR (Silverman et al., 2013), (Hachani, Allsopp, Oduko, & Filloux, 2014),
(Unterweger, Kostiuk, & Pukatzki, 2017). Une fois la sécrétion terminée, la gaine VipA/VipB
est désassemblée et recyclée grace a 1’activation de 1’ATPase ClpV, permettant alors une
¢conomie d’énergie pour Vibrio cholerae (Figure 7) (Kapitein et al., 2013), (Joshi et al.,
2017).
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Figure 7. Formation protéique et dynamique du SST6.

A) La base transmembranaire, composée des protéines HsiF' et VasABE, permet le
recrutement et [’assemblage du complexe de base (VasDFK), ancrant le systeme a la
membrane, de la gaine VipA/VipB, de la seringue formée des hexameres de protéines Hcp, de
[’aiguille avec le trimere de VgrG-1-2-3 ainsi que de la pointe avec la protéine au motif
PAAR. Les effecteurs sont alors recrutés grdce aux protéines composant le tube sécrétoire. B)
Apres [’assemblage du systeme, par un signal encore inconnu, la gaine se contracte
permettant l’'injection du tube et des effecteurs dans la cellule cible. C) Une fois la sécrétion et
[’action des effecteurs structuraux et cargo réalisées, I’ATPase ClpV désassemble et recycle la
gaine VipA/VipB (Joshi et al., 2017). Droits de reproduction accordés pour écriture de these
ou manuscrit étudiants par Elsevier, licence d’exploitation numéro 4620950385832.
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Figure 8. Contraction de la gaine VipA/VipB permettant la sortie de la

seringue Hcp et de 1’aiguille VgrG et ainsi I’injection des effecteurs bactériens.

Figure adaptée et modifiée de (Kudryashev et al., 2015). Droits de reproduction
accordés pour écriture de these ou manuscrit étudiants par Elsevier, licence d’exploitation

numéro 4621030682793.

6.2 Les effecteurs bactériens, leurs activités et leurs protéines immunitaires

A ce jour, les effecteurs identifiés du SST6 chez Vibrio cholerae sont au nombre de
cinq et sont directement des composants structuraux du SST6 ou bien sont des effecteurs
transloqués lors de la sécrétion (Joshi et al., 2017). Ces effecteurs ciblent tout aussi bien les
bactéries a Gram négatif comme les bactéries du microbiote intestinal, en particulier lors de la
colonisation, ou bien les cellules eucaryotes telles que les macrophages humains, 1’amibe
Dictyostelium discoideum ou encore les prédateurs environnementaux eucaryotes agissant
ainsi comme facteurs de survie et persistance de la bactérie. Cependant, ces effecteurs ne sont
actifs que lorsque Vibrio cholerae est en contact avec la cellule puisque le SST6 est défini
comme est un facteur de virulence seulement contact dépendant avec sa cible et que ses effets
ne sont observables que lorsque Vibrio cholerae est physiquement proche et au contact des
cellules. En effet, MacIntyre et al., en 2010 ont démontré qu'au contact de la souche V52, non
0O1/non0139, de Vibrio cholerae, la survie d'Escherichia coli était diminuée de 100 000 fois.
Cependant, le surnageant de culture de V52 mis en culture avec Escherichia coli n’a aucune

activité, montrant, ainsi, que la virulence par le SST6 est seulement contact dépendante.
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Le trimére VgrG-1,-2,-3, en plus de participer a la structuration de l'aiguille, est
impliqué dans la virulence de Vibrio cholerae, puisque VgrG-1 possede a son extrémité C-
terminale le domaine ACD (actin cross-linking domain) qui, aprés endocytose de la bactérie
par la cellule eucaryote, induira la formation d'oligoméres d'actine toxiques pour la cellule,
conduisant ainsi a la mort cellulaire et VgrG-3 est connue pour dégrader le peptidoglycane
(PG) des bactéries a Gram négatif (Pukatzki et al., 2006), (Pukatzki et al., 2007), (Fu, Waldor,
& Mekalanos, 2013), (Dutta et al., 2019). Les autres effecteurs du SST6 sont des protéines
cargo, amenées avec les composants structuraux du nanotube. Ainsi, la protéine VasX, ciblant
les cellules eucaryotes et les bactéries a Gram négatif, est connue pour perturber les
membranes cellulaires et ainsi induire la lyse cellulaire (Miyata, Kitaoka, Brooks, McAuley, &
Pukatzki, 2011), (Dong et al., 2013). La lipase TseL, qui cible aussi les membranes cellulaires
et I’amidase TseH, qui cible le PG des bactéries a Gram négatif sont aussi des effecteurs du
SST6 chez Vibrio cholerae (Brooks, Unterweger, Bachmann, Kostiuk, & Pukatzki, 2013),
(Borenstein, Ringel, Basler, & Wingreen, 2015), (Miyata, Unterweger, Rudko, & Pukatzki,
2013), (Chou et al., 2012). Au vu de I’action des effecteurs sur les cellules cibles, il est aisé de
comprendre que les bactéries a Gram positif, possédant une large couche de PG, sont
protégées des activités bactéricides du SST6, qui méme si ce systéme de sécrétion ne posseéde
pas de récepteur sur ses cibles doit tout de méme pouvoir implanter sa seringue protéique dans
la membrane cellulaire. Vibrio cholerae étant aussi une bactérie a Gram négatif se protége de
ses propres effecteurs grace a des protéines immunitaires anti-effecteurs ou les deux sont co-
exprimées. Ainsi, seule la protéine VgrG-1, qui cible seulement les cellules eucaryotes n’a pas
de protéine immunitaire mais la lipase TseL est co-exprimée avec sa protéine immunitaire
TsiV1, VasX avec TsiV2, TseH avec TsiH et enfin VgrG-3 avec la protéine TsiV3 (Figure 9)
(Joshi et al., 2017), (Wong et al., 2016), (Dong et al., 2013).

Le SST6 chez Vibrio cholerae est un facteur de virulence, permettant la résistance aux
défenses immunitaires de 1’hote grice a ses capacités de lyse cellulaire, un facteur de
persistance environnementale par résistance aux prédateurs aquatiques mais il est aussi un
facteur de compétition inter- et intra-espece et de ségrégation clonale grace a ses capacités
bactéricides contre les bactéries a Gram négatif. (MacIntyre et al., 2010), (Wong et al., 2016).

En effet, lorsque le SST6 cible une bactérie, celle-ci peut coder et exprimer la protéine
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immunitaire a I’effecteur sécrété, de ce fait la bactérie est protégée et les deux cellules sont
compatibles dans un méme environnement (Unterweger et al., 2014). Cependant, si la cellule
cible ne code pas pour la protéine immunitaire a I’effecteur ou bien ne code pas pour la bonne
protéine immunitaire, la cellule va étre lysée. Les actions du SST6 ne sont pas dépendantes de
I’espece prédatrice, ainsi dans une méme espece bactérienne la diversité clonale est telle que le
SST6 peut permettre de compétitionner contre des bactéries de méme espeéce mais dont les
genes des protéines immunitaires des effecteurs du SST6 n’induisent pas la résistance; ceci
permet alors la ségrégation clonale et la régulation des communautés bactériennes méme intra-
espece (Wong et al., 2016). Malgré la diversité des effecteurs du SST6, il existe tout de méme
une résistance mise en place par les bactéries a Gram négatif. Par exemple, Pseudomonas
aeruginosa, qui possede trois SST6 différents, est capable de sentir les SST6 exogenes et ainsi
de contre-attaquer en exprimant et assemblant ses SST6, montrant un mécanisme de régulation
bien particulier chez cette bactérie (Jobichen et al., 2010). Les espéces du genre Bacteroides,
faisant partie du microbiote intestinal, ont un large répertoire de génes de résistance contre les
effecteurs du SST6 méme si ces bactéries ne possedent pas les effecteurs, montrant 1a aussi un
mécanisme de régulation bien particulier (Hachani et al., 2014). Cependant, la meilleure
résistance au SST6 reste 1’¢loignement physique des bactéries prédatrices. En effet, comme les
actions du SST6 sont dépendantes du contact avec la cible, les bactéries planctoniques sont
protégées du SST6 a la différence des bactéries en biofilm ou présentent sur une surface solide
(Maclntyre et al., 2010), (Heckel, Tomlinson, Morton, Choi, & Fuqua, 2014). Cependant,
Vibrio cholerae a développé un mécanisme de résistance contre les SST6 exogenes, basé sur
I’¢loignement physique méme lorsqu’elle est sous 1’état de biofilms. En effet, Toska et al., en
2018 ont montré que la production d’exopolysaccharides, ayant lieu lors de la formation de
biofilm et coincidant avec 1’expression des génes du SST6, protégeait la bactérie des SST6
exogenes sans empécher 1’action de son propre SST6. Les exopolysaccharides joueraient donc

le réle d’armure unidirectionnelle isolant la bactérie (Toska et al., 2018).

6.3 Organisation génétique du Systéme de Sécrétion de Type VI

Le génome de Vibrio cholerae est distribu¢ en deux chromosomes circulaires, dont un
gros chromosome I de 2.96 mégabases (Mb) et un plus petit chromosome II de 1.07 Mb et

dont leurs réplications sont indépendamment régulées (Trucksis, Michalski, Deng, & Kaper,
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1998), (Heidelberg et al., 2000). Ainsi, les genes du SST6 sont distribués en quatre clusters
génomiques, repartis sur les deux chromosomes, dont un cluster principal (VCA0105-
VCAO0124) présent sur le chromosome II avec deux autres clusters auxiliaires (VCAO0017-
VCAO0022 et VCA0284-VCAO0286) et un quatriéme cluster, auxiliaire, présent, quant a lui, sur
le chromosome I (VC1415-VC1421) (Figure 9) (Joshi et al., 2017), (Pukatzki et al., 2006),
(Altindis, Dong, Catalano, & Mekalanos, 2015), (Zheng et al., 2011).

Main cluster
VCAO0105 - VCAD124
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<D= DI DD A .
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Figure 9. Organisation génétique du Systéme de Sécrétion de Type VI de
Vibrio cholerae.

Les genes du SST6 sont répartis en quatre clusters dont un principal (VCA0105-
VCA0124) présent sur le chromosome Il et trois clusters auxiliaires dont un présent sur le
chromosome [ (VCI1415-VC1421) et les deux autres sont sur le chromosome Il (VCA0017-
VCA0022 et VCA0284-VCA0286). Les genes sont colorés selon leurs fonctions prédites et les
fleches noires indiquent le site de début de transcription (Joshi et al., 2017). Droits de
reproduction accordés pour écriture de these ou manuscrit étudiants par Elsevier, licence
d’exploitation numeéro 4620950385832.

Le cluster principal code pour la majorit¢ des genes structuraux du SST6, dont la
protéine au motif PAAR, la gaine VipA/VipB, les protéines du complexe transmembranaire,
I’ATPase ClpV, ainsi que VgrG-3 et sa protéine immunitaire TsiV-3. Cependant, les autres
composants du tube du SST6, dont les protéines Hcp, VgrG-1 et -2 et I’autre protéine au motif
PAAR, ainsi que les effecteurs cargo du SST6 et leurs protéines immunitaires sont codés par

des génes présents sur les trois autres clusters auxiliaires (Miyata et al., 2013), (Shneider et al.,
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2013). Les protéines immunitaires sont directement en aval des effecteurs permettant ainsi a la
bactérie de co-exprimer les deux protéines et de lui garantir sa protection. De plus, bien que
chaque cluster de génes du SST6 posséde un promoteur en 5°, un promoteur particulier pour
chaque protéine immunitaire a ét¢ identifié. Ceci permet a la bactérie, par une régulation
encore inconnue, de pouvoir se défendre en tout temps et indépendamment de 1’expression de
son propre SST6 des effecteurs des SST6 d’autres bactéries (Miyata et al., 2013), (Metzger et
al., 2016).

La protéine Hep est codée par deux geénes, hcp-1 (VC1415) et hep-2 (VCAO0017), présents sur
les chromosomes I et II, respectivement, et dont les séquences nucléiques différent de
seulement 13 paires de bases n’induisant pas de différence en acide aminé pour les protéines
Hcp-1 et-2. Ainsi, une délétion d'un des deux geénes n'induira pas la perte de la protéine Hep,

permettant ainsi la structuration et le fonctionnement normaux du SST6.

6.4 Régulation du Systéeme de Sécrétion de Type VI

Toutes les souches de Vibrio cholerae possédent les génes du SST6 mais leurs régulations
ne sont pas les mémes, ainsi certaines souches expriment constitutivement le SST6 alors que
d’autres ne I’expriment qu’en conditions particulieres (Pukatzki et al., 2006), (Zheng, Shin,
Cameron, & Mekalanos, 2010), (Bernardy, Turnsek, Wilson, Tarr, & Hammer, 2016). Les
souches environnementales et non Ol/non 0139, comme la souche V52, expriment le SST6
de fagon constitutive puisque celui-ci est I'un de leur facteur de virulence majeur et qu’il
permet la persistance dans les environnements aquatiques. 4 contrario, les souches des
sérotypes O1 et O139, causant les pandémies de choléra, possedent une régulation plus
controlée de ce facteur de virulence et n'expriment par exemple pas le SST6 en conditions
générales de laboratoire, c'est a dire lorsque la bactérie est cultivée en milieu riche a 37°C
(Ishikawa et al., 2009). L'induction du SST6 des sérotypes pandémiques se fera en culture
dont l'osmolarité est importante ou a plus faible température (20-25°C), reproduisant les
conditions environnementales marines et trés probablement les conditions rencontrées dans
l'intestin lors de la fuite des électrolytes. Ceci montre que la régulation du SST6 des souches
pandémiques, tout comme la régulation des autres facteurs de virulence, est soumise aux

facteurs environnementaux aquatiques et de 1’hdte, comme 1’osmolarité, la température, la
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présence de chitine, de mucine et de bile ainsi que les concentrations en diGMPc et AMPc et

la densité cellulaire.

6.4.1 Le Quorum Sensing

La communication bactérienne par le Quorum Sensing permet la modulation de
I’expression des geénes de réponses aux stress environnementaux en fonction de la densité
cellulaire et permet ainsi 1’adaptation de la population de Vibrio cholerae. Le Quorum
Sensing, en plus de réguler la formation de biofilm, I’expression des facteurs principaux de
virulence et la compétence naturelle, module aussi la sécrétion par le SST6 (Figure 10) (Lo
Scrudato & Blokesch, 2013), (Hammer & Bassler, 2003), (Zhu et al., 2002), (Hochhut et al.,
2001), (Shao & Bassler, 2014). La régulation se fait par une cascade de phosphorylations qui,
lorsque la densité cellulaire est basse, ne permet pas la traduction des ARN messagers
(ARNm) du cluster principal du SST6 et de HapR. A I’inverse, lorsque la densité cellulaire est
haute, la traduction des ARNm du cluster principal du SST6 et de HapR peut avoir lieu,
permettant alors la synthése des protéines du SST6 (Tsou et al., 2009). De plus, lors de
I’activation des génes du cluster principal, le gene vasH (VCAO0117) est transcrit et la protéine
VasH est un régulateur transcriptionnel du SST6, le premier régulateur a avoir été découvert
(Pukatzki et al., 2006), (Bernard, Brunet, Gavioli, Lloubes, & Cascales, 2011). En effet, VasH
en se complexant avec le facteur sigma RpoN, permet la coordination de la transcription des
génes des clusters auxiliaires résultants en 1’assemblage final du SST6 (Kitaoka, Miyata,
Brooks, Unterweger, & Pukatzki, 2011), (Dong & Mekalanos, 2012), (Ishikawa et al., 2009).
Ainsi, a la différence des autres facteurs de virulence de Vibrio cholerae, la sécrétion par le

SST6 est induite par le Quorum Sensing et la haute densité cellulaire.

6.4.2 La chitine comme inducteur du SST6

Lors de son cycle de vie, Vibrio cholerae est souvent retrouvée associée avec des
surfaces chitineuses comme 1’exosquelette des mollusques marins. La bactérie a donc évolué
de maniere a trouver avantage de cette association, son métabolisme permet donc I’utilisation
de la chitine comme source de carbone mais celle-ci permet aussi I’induction de facteurs de
virulence et de persistance environnementale comme 1’entrée en biofilm mais aussi I’induction

de la compétence naturelle responsable de 1’évolution génomique des souches de Vibrio
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cholerae (Meibom, 2005), (Meibom et al., 2004), (Lo Scrudato, Borgeaud, & Blokesch,
2014). Ainsi, la croissance de la bactérie sur chitine induit la cascade de phosphorylations,
débutant par ChiS, induisant alors la synthése du régulateur TfoX qui active le régulateur
CytR, impliqué dans la récupération nucléosidique permettant la transformation naturelle
(Figure 10) (Watve, Thomas, & Hammer, 2015), (Antonova, Bernardy, & Hammer, 2012).
TfoX active aussi le régulateur de la compétence naturelle, QstR, qui est aussi activé par HapR
et donc par le Quorum Sensing (Lo Scrudato & Blokesch, 2013), (Borgeaud et al., 2015). Puis
TfoX et les régulateurs CytR et QstR activent la transcription des génes du cluster principal du
SST6, ce qui permet, grace a la lyse bactérienne induite par le SST6, de récupérer I’ADN des
bactéries incompatibles avec la souche de Vibrio cholerae participant ainsi a 1’évolution et la

diversité¢ génomique de la bactérie.

6.4.3 Les autres échelles de régulation du SST6

Le SST6 a été trouvé comme étant actif chez 1’hote humain et permet ainsi, la
virulence de Vibrio cholerae ainsi que la colonisation intestinale (Zheng et al., 2010), (Ma &
Mekalanos, 2010), (Cheng, Ottemann, & Yildiz, 2015). En effet, la bile semble inhiber la
sécrétion par le SST6 en inhibant la formation de 1’aiguille et de la seringue. Les mucines sont
quant a elles activatrices du SST6 permettant alors la compétition avec le microbiote intestinal
qui se trouve attaché a la couche de mucus (Bachmann et al., 2015). Le microbiote intestinal
permet a I’hote de résister a la colonisation par les pathogeénes en occupant la niche
¢cologique, en limitant 1’accés aux nutriments et en produisant des composés inhibiteurs des
pathogénes comme les peptides antimicrobiens (Buffie & Pamer, 2013), (Romero et al., 2011).
Cependant, Vibrio cholerae a évolué pour permettre sa résistance aux attaques du microbiote
intestinal et méme de les surpasser en induisant la sécrétion des effecteurs par le SST6 dont la
protéine VgrG-3 qui en dégradant le PG, lysera les bactéries du microbiote (Fu et al., 2013),
(Cheng et al., 2015).

L’osmolarité¢ et la température sont des signaux environnementaux modulant
I’activation du SST6 (Figure 10) (Ishikawa et al., 2012). En effet, en conditions de faible
osmolarité, le régulateur, OscR, inhibe la transcription des geénes des clusters du SST6 alors

qu’en conditions de forte osmolarité, comme retrouvées dans 1’environnement aquatique de
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Vibrio cholerae, le SST6 est actif, ce qui permet a la bactérie les échanges génétiques sur les
surfaces chitineuses (Shikuma & Yildiz, 2009). De plus, le SST6 a aussi été retrouvé activé
lorsque la température du milieu est entre 25 a 37°C, reproduisant aussi les conditions
environnementales (Lipp et al., 2002), (Miller et al., 1984). Ainsi la protéine de choc
thermique (CspV) inhibe la transcription des génes du SST6 a basse température (15°C) et
I’induit aux hautes températures (Townsley, Sison Mangus, Mehic, & Yildiz, 2016).

Le SST6 est aussi modulé par les taux d’AMPc et du complexe CRP-AMPc dans la cellule et
donc par la présence de I’adénylate cyclase (CyaA) (Figure 10) (Ishikawa et al., 2009). En
effet, le complexe CRP-AMPc est connu pour moduler plusieurs facteurs de virulence et ici

induit, par une voie de régulation encore inconnue le SST6.

La présence messager secondaire, diGMPc, régule négativement 1’expression des clusters
génomiques du SST6 en se liant a I’ARNm TfoY, homologue a TfoX (Figure 10) (Metzger et
al., 2016). Ainsi, lorsque les taux intracellulaires de diGMPc diminuent, I’ARNm peut étre

traduit en protéine TfoY qui va ensuite induire les génes du SST6.

L’inhibiteur général des facteurs de virulence chez Vibrio cholerae H-NS (ou TsrA), inhibe
aussi la synthése du SST6 mais la voie de régulation demeure a ce jour inconnue (Figure 10)

(Zheng et al., 2010).
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Figure 10. Voie de régulation du Systéme de Sécrétion de Type VI chez Vibrio
cholerae.

Les fleches représentent I’activation alors que les lignes se terminant par des barres
représentent l'inhibition. Les lignes pleines représentent une régulation dont les régulateurs
se lient directement a leurs promoteurs et les lignes en pointillés et les lignes qui n’entrent pas
dans le cadre du SST6 indiquent une régulation dont les mécanismes sont encore inconnus
(Joshi et al., 2017). Droits de reproduction accordés pour écriture de thése ou manuscrit
étudiants par Elsevier, licence d’exploitation numéro 4620950385832.

65



7. Les antimicrobiens

Les antimicrobiens, de maniere générale, sont toutes les molécules retrouvées dans la
nature ayant des activités reconnues comme tuant ou inhibant la croissance des
microorganismes. Ils ont diverses origines : naturels, synthétisés par les micro- et macro-
organismes, dérivés de la nature ou chimiques. Cette partie s’intéressera particuli¢rement aux
peptides antimicrobiens et aux antibiotiques, utilisés en médecine humaine et en lien avec le
cycle de vie de Vibrio cholerae. En 1922, Alexander Fleming a découvert pour la premiere
fois un peptide antimicrobien, le lysozyme, mais cette découverte a été¢ éclipsée par la
découverte en 1928 de la pénicilline dont les effets en médecine étaient révolutionnaires
(Zhang & Gallo, 2016). Cependant, avec la montée en puissance des bactéries multi résistantes
aux antibiotiques, 1’intérét se porte a nouveau sur les activités bactéricides des peptides

antimicrobiens.

7.1 Les antibiotiques

Les antibiotiques (ATB) sont des molécules du métabolisme secondaire des bactéries,
produites lors de la phase stationnaire de croissance et dont la régulation de la production est
dépendante du Quorum Sensing (Ruiz et al., 2010), (Horswill, Stoodley, Stewart, & Parsek,
2007). Dans la nature, les ATB ont pour rdle de tuer ou inhiber les compétiteurs des niches
¢cologiques en controlant leur croissance ou en modulant leur métabolisme. Cependant, en
médecine, les ATB sont utilisés a des concentrations actives beaucoup plus importantes que
celles naturellement retrouvées dans 1’environnement (Yim, Huimi Wang, & Davies FRS,
2007). De plus, par I’utilisation massive de ces molécules en agriculture, médecine et autres
activités anthropiques, 1’eau et les sols sont contaminés par les déchets encore actifs de ces
activités et exercent sur les populations bactériennes des pressions sélectives conduisant a la
génération de bactéries résistantes par contact constant avec de faibles doses en antibiotiques
(Andersson & Hughes, 2014), (Gullberg et al., 2011). Les concentrations sous inhibitrices en
ATB sont aussi reconnues comme ayant des activités de modulation de I’expression géniques
sur les populations cibles, pouvant ainsi, induire ou inhiber la transcription, la traduction, le
transport protéique, les réponses au stress et méme les facteurs de virulence et le Quorum

Sensing des bactéries (Romero et al., 2011). Ainsi, Vibrio cholerae étant une bactérie
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largement environnementale aquatique peut se retrouver au contact de ces concentrations sous
inhibitrices ou les génes de ses processus biologiques peuvent potentiellement étre modulés.
La présence de quantités importantes d’antibiotiques dans 1’eau des riviéres de certaines zones
endémiques est probablement responsable de 1’augmentation de 1’incidence de la résistance
aux antibiotiques observée chez Vibrio cholerae (Ahmad, Khan, Wahid, Ali, & Ahmad, 2013).
De plus, Vibrio cholerae est aussi en contact avec les ATB lors du processus infectieux chez
I’Homme. En effet, les traitements du choléra, en plus de la réhydratation par solutions
aqueuses glycosylées et ionisées, peuvent se compléter d’un traitement a la tétracycline et aux
quinolones permettent la réduction de la durée et de I’intensité des symptomes, réduisant donc
la propagation des épidémies par réduction de la durée des symptomes (Towner, Pearson,
Mhalu, & O’Grady, 1980). Cependant, ces traitements antibiotiques induisent I’émergence de
souches résistantes et doivent donc se limiter aux cas tres séveres de déshydratation (Garg et

al., 2001).

7.1.1 Les grandes classes d’antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre bactéricides, qui tuent les bactéries, ou bien
bactériostatiques, qui arrétent la croissance de la bactérie tout au long de I’application du
traitement et peuvent €tre a large spectre d’action et cibler tout autant les bactéries a Gram
positif et négatif ou bien avoir un spectre d’action plus restreint et cibler seulement quelques

especes bactériennes particulieres (Tableau I).
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Tableau L. Les classes d’antibiotiques et leurs mécanismes d’action.

(Kapoor, Saigal, & Elongavan, 2017)

Mécanismes d’action Classes Exemples Cibles
thérapeutiques
Inhibiteurs de la synthése de la B-lactamines Pénicillines Bactéries a
paroi cellulaire (bactéricide) Gram+/-
Céphalosporines
1re, 2nde et 3éme
génération
Carbapénémes
Glycopeptides Vancomycine
Inhibiteurs Sous unité 30s Aminoglycosides Streptomycine Bactéries a
de la (bactéricides) Gram-+/-
synthése Tétracyclines Tétracycline
protéique (bactériostatiques)
Sous unité 50s Chloramphénicol ~ Chloramphénicol
(bactériostatiques) Macrolides Erythromycine
Oxazolidinones Linézolide
Inhibiteurs de la synthése Fluoroquinolones Ciprofloxacine Bactéries a
d’ADN (bactéricide) Meétronidazole Meétronidazole Gram+/-
Inhibiteurs de la synthése Rifampicine Rifampicine Bactéries a
d’ARN (bactéricide) Gram+ et
Mycobacterium
tuberculosis
Inhibiteurs de la synthése Sulfamides Sulfadiazine Bactéries a
d’acide folique Gram+/-
(bactériostatique)

7.2 Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont des petites molécules, ubiquitaires, produites
tout aussi bien par les plantes, les invertébrés, les vertébrés et les bactéries (Zhang & Gallo,
2016). Les PAM sont des peptides d’environ 10 a 50 acides aminés, ayant des activités
antivirales, antibactériennes antiparasitaires et antifongiques. Chez I’Homme, les PAM sont
synthétisés par une multitude de types cellulaires, tels que les cellules épithéliales ou les
cellules de I'immunité et sont des acteurs majeurs de I’immunité innée, qui peuvent Etre
exprimés constitutivement ou en réponse a une infection (Destoumieux-Garzon et al., 2014).

De plus, les bactéries des microbiotes intestinaux, pulmonaires, cutanés et autres produisent
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aussi des PAM participant, ainsi, a la défense de ’Homme aux infections. Plus de 3000 PAM
sont répertoriés dans la base de données des PAM (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) et

plusieurs classification existent, ou les PAM sont classés selon leurs origines, leurs charges,

leurs conformations ou leurs cibles.

7.2.1 Les peptides antimicrobiens cationiques

En regle générale, les PAM sont cationiques, ce qui leur permet d’établir des liaisons
¢lectrostatiques avec les membranes bactériennes anioniques (Brogden, 2005). Les PAM
cationiques (PAMc) sont sous divisé€s selon leurs conformations en trois classes : les peptides
en hélice alpha, les peptides enrichis en proline ou arginine et les peptides avec des résidus
cystéines établissant donc des ponts disulfures et des feuillets béza stables (Bechinger, Zasloff,
& Opella, 1993), (Mehra et al., 2012). Il existe, cependant, des PAM non cationiques et donc
anioniques ou neutres, participants a I’immunité innée des invertébrés, des plantes et des
vertébrés mais dont I’activité est faible et dont le role est généralement 1’amélioration de
I’activit¢é des PAMc par effet synergique (Vizioli & Salzet, 2002), (Harris, Dennison, &
Phoenix, 2009). Ainsi, la liaison des PAMc aux membranes bactériennes induit la
désorganisation membranaire, la formation de canaux transmembranaires conduisant a la lyse
cellulaire et donc a la mort de la bactérie (Guilhelmelli et al., 2013). En effet, les PAMc sont
généralement amphiphiles, ce qui leur confére la capacité de s’insérer directement dans la
double couche lipidique membranaire ce qui forme un canal et par le recrutement d’autres
PAMc induit la formation de pores de plus en plus importants permettant donc la fuite du
contenu cellulaire dans le milieu extérieur (Ehrenstein & Lecar, 1977), (Breukink & de
Kruijff, 1999). Les PAMc peuvent aussi former un tapis sur la surface de la bactérie et agir
comme les détergents en déstabilisant la membranaire et induire la lyse cellulaire (Rotem &
Mor, 2009), (Lohner, 2009). L’activité bactéricide des PAM peut aussi étre intracellulaire
grace a la translocation des PAM dans le cytoplasme et se caractérise par I’inhibition de la
transcription, de la traduction ou encore de la synthése de la paroi cellulaire (Brogden, 2005).
Les PAM ont aussi des propriétés immunomodulatrices, sans avoir pour autant d’activité
antibactérienne, ils sont capables de réguler I’inflammation, moduler les cytokines, induire le
stress oxydatif ou méme encore induire la différenciation cellulaire et I’entrée en apoptose

(Steinstraesser et al., 2011), (Kanduc et al., 2002).
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7.2.2  Les peptides antimicrobiens de 1’épithélium intestinal humain rencontrés

par Vibrio cholerae

Lors de la colonisation intestinale, Vibrio cholerae est en contact avec les peptides
antimicrobiens des entérocytes et des cellules immunitaires retrouvées au niveau du tractus
digestif. De plus, bien que Vibrio cholerae soit un pathogeéne extracellulaire, il est aussi
intracellulaire facultatif dans les cellules phagocytaires et se retrouve donc en contact avec
leurs molécules bactéricides ou il résistera, comme vu précédemment, grace a I’activité cross-
linking du SST6 (Ma, McAuley, Pukatzki, & Mekalanos, 2009). La majorité¢ de ces PAM sont
aussi cationiques, parmi lesquels on retrouve les a- et B- défensines, les cathélicidines, la
protéine bactéricide augmentant la perméabilité (BPI), ou encore les lectines de type C
(Destoumieux-Garzon et al., 2014). Les concentrations en PAM tout le long du tractus digestif
ne sont pas homogenes, les peptides sont concentrés au niveau des entérocytes grace a la
sécrétion par les cellules de Paneth, qui en sont la source majeure (Zhang & Gallo, 2016). Les
a-défensines entériques humaines telles que HD-5 et HD-6 sont directement relarguées par les
cellules de Paneth et par les neutrophiles dans la lumiére intestinale de 1’intestin gréle apres
une exposition aux bactéries ou a leurs antigénes mais leur expression reste constitutive dans
ces cellules (Chu et al., 2012) (Zhang & Gallo, 2016). HD-5 a un effet direct sur les bactéries
alors que HD-6 induit la formation de « filets » attrapant les bactéries et les empéchant donc
d’atteindre les cellules épithéliales intestinales. Les a-défensines sont co-exprimées avec les
lectines de type C telles que HIP/PAP et LPLUNCI colocalisant méme avec HD-5 au niveau
des cryptes intestinales ou se trouvent les cellules de Paneth (Gallo & Hooper, 2012), (Cash,
Whitham, Behrendt, & Hooper, 2006), (Shin et al., 2011). LPLUNCI, tout comme BPI, ne
posseéde pas d’activité antibactérienne en tant que tel mais se lie au LPS et inhibe la voie de
signalisation du TLR4 en réponse au LPS O1 de Vibrio cholerae. Les cathélicidines, sont des
PAMc en hélice alpha, majoritairement produites par les cellules de I’épithélium intestinal et
les neutrophiles et donc leur cible cellulaire est la paroi bactérienne; LL-37 est le seul PAM

humain de la famille des cathélicidines (De Smet & Contreras, 2005).

Vibrio cholerae est aussi en contact avec les PAM des bactéries du microbiote

intestinal. En effet, les bactéries du microbiote intestinal sécrétent des molécules
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antimicrobiennes, dont les peptides antimicrobiens, afin de réguler les communautés
bactériennes et contre-carrer l'attaque des bactéries compétitrices (Romero et al., 2011).
Plusieurs classifications et dénominations de peptides antimicrobiens bactériens existent et
sont évolutives mais il est aisé¢ de définir les bactériocines comme chef de file des PAM
bactériens (Moll, Konings, & Driessen, 1999). Les bactériocines sont donc des petites
molécules ribosomales pouvant étre modifiées post-transcriptionnellement et qui ont une
activité antimicrobienne ; la thuricine S produite par Bacillus thuringiensis est une
bactériocine cationique active sur les bactéries a Gram positif (Chehimi, Pons, Sablé, Hajlaoui,
& Limam, 2010). La lactocine 705 est une bactériocine qui est produite chez Lactobacillus
casei et dont l'activité est de rendre la membrane de la cellule cible perméable, grace a sa
structuration secondaire en hélice a (Castellano, Raya, & Vignolo, 2003). La polymyxine B et
la colistine (polymyxine E) sont aussi des bactériocines, utilisées en milieu hospitalier en
dernier recours lors d'infection a bactéries multi-résistantes. Ces molécules agissent comme
détergent pour les membranes et induisent la mort cellulaire (Zavascki, Goldani, Li, & Nation,
2007). Une grande place est aussi donnée aux microcines, PAM bactériens dont les cibles
cellulaires semblent étre cytoplasmique : inhibition de I'ARN polymérase par la microcine J25
et inhibition de l'aspartyl ARNt synthétase par analogie de structure (Semenova, Yuzenkova,
Peduzzi, Rebuffat, & Severinov, 2005), (Piskunova, Maisonneuve, Germain, Gerdes, &

Severinov, 2017).

Les peptides antimicrobiens bactériens, par leur sécrétion dans l'environnement et dans des
organismes vivants, doivent étre résistants aux protéases et aux conditions environnementales
(Semenova et al., 2005). Ils sont, ainsi, connus pour tre thermorésistants méme a trés hautes
températures et pour résister aux protéases, grace a leur structuration. En effet, Blond et al.,
1999, ont montré que la microcine J25 ne perdait pas son activit¢ méme apres avoir €té
autoclavée (121°C pendant 30 minutes a forte pression). Ainsi, Vibrio cholerae étant une
bactérie environnementale et infectant l'intestin de 'Homme, a été au contact des PAM tout au
long de son évolution et a donc développé des mécanismes de résistance a ces molécules

antibactérienne.
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7.3 Les mécanismes de résistance de Vibrio cholerae aux antimicrobiens

Les principaux mécanismes de résistance de Vibrio cholerae ont été, auparavant décrits
dans ce rapport, en partie 3.3 faisant référence aux réponses de la bactérie aux attaques de
I’héte lors de la colonisation intestinale. En effet, Vibrio cholerae est capable de résister aux
PAM de I’héte et du microbiote intestinal grace au remodelage de sa paroi cellulaire, limitant
alors les interactions avec les molécules antimicrobiennes (Destoumieux-Garzon et al., 2014).
En effet, grace a I’ajout d’un groupement au lipide A du LPS par I’acyltransférase secondaire
codée par le gene VC0212 les PAM tels que la PmB et la LL-37 ne peuvent plus se lier a la
bactérie et n’ont, donc, plus d’effet sur le biotype El Tor de Vibrio cholerae (Matson, Yoo,
Hakansson, & DiRita, 2010b), (Hankins et al., 2011). De plus, Vibrio cholerae posséde les
protéines AImE, F et G qui ont des séquences analogues aux protéines de D-alanylation des
acides téichoiques chez les bactéries a Gram positive et permettant alors la modification du
lipide A et la résistance a la PmB (Hankins et al., 2012). Ainsi, le biotype Classique du
sérogroupe O1 chez Vibrio cholerae qui est connu comme étant largement plus sensible a la
PmB que le biotype El Tor, posséde une mutation non-sens dans le géne VC1578 conduisant
alors a la synthése de la protéine AImF tronquée et donc a une résistance moindre a la PmB
(Faruque et al., 1998), (Hankins et al., 2012). L’expression de I’opéron alm est régulé par le
systtme a deux composants VprA/B, ou VprB est I’histidine kinase phosphorylant le
régulateur VprA (Herrera et al., 2014). Toutefois, lorsque les PAM arrivent a créer des
dommages aux membranes, la bactérie en les détectant, peut activer ses genes de réponses aux
stress grice a I’expression du facteur o induite par le changement de conformation de la
protéine de la membrane externe OmpU (Mathur et al., 2007). Les mécanismes de résistance
de la bactérie passent aussi par le piégeage des PAM par les vésicules extracellulaires qui ont a
leur surface des protéases, incluant PrtV, pouvant dégrader les PAM et des protéines
permettant la liaison des PAM et ainsi diminuer leur concentration proche des bactéries
(Rompikuntal et al., 2015), (Duperthuy et al., 2013). De plus ce mécanisme de résistance
permet par 1’exposition a un PAM, la résistance croisé¢e a un autre PAM comme c’est le cas
avec la PmB et la LL-37. La partie 3.3 faisait aussi référence aux capacités
immunomodulatrices de la toxine cholérique par 1’inhibition de la transcription de la LL-37

dans les entérocytes (Chakraborty et al., 2008). De plus, un mécanisme de résistance trés

72



commun chez les bactéries et tout aussi bien efficace contre les PAM que les antibiotiques, les
détergents et toutes autres molécules antibactériennes sont les systemes d’efflux permettant le
relargages des molécules en dehors de la cellule bactérienne (Paulsen, Brown, & Skurray,

1996).

Les systemes d’efflux se divisent en deux groupes selon leurs sources d’énergie :
I’hydrolyse de I’ATP pour les transporteurs de type ABC et la force protomotrice avec le
passage transmembranaire des ions H" ou Na?" pour les pompes telles que MATE (multidrug
and toxic compound extrusion), MFS (major facilitator superfamily), SMR (small multidrug
resistance) et RND (resistance-nodulation-cell division). Chez Vibrio cholerae, le transporteur
ABC est VcaM et permet ’export de plusieurs antibiotiques structurellement divergents. Les
pompes MATE sont au nombre de six chez Vibrio cholerae, sont nommées VemB, D, H, N, A
et VerM et permettent la résistance a plusieurs antibiotiques comme les fluoroquinolones et les
aminoglycosides (Begum et al., 2005), (Huda et al., 2003). Concernant les transporteurs MFS,
Vibrio cholerae efflux systems, ils permettent la résistance a la bile et au chloramphénicol
(Colmer, Fralick, & Hamood, 1998). Les transporteurs RND sont des transporteurs importants
chez les bactéries a Gram positif et plus particulierement chez Vibrio cholerae puisqu’ils ne
sont pas seulement des mécanismes de résistance aux antimicrobiens mais ce sont aussi des
modulateurs de 1’expression des genes de virulence de la toxine cholérique et du TCP (Taylor,
Bina, & Bina, 2012). Ils sont codés par six opérons : vexAB, vexCD, vexEF, vexGH, vexIJK et
vexLM ou VexAB est la pompe a efflux principale impliquée dans la résistance aux acides
biliaires, aux antibiotiques, aux PAM comme la PmB et méme aux détergents tels que le
laurylsulfate de sodium (SDS) (Bina et al., 2006), (Bina, Provenzano, Nguyen, & Bina, 2008).
VexCD permet D’efflux des acides biliaires, VexGH [I’efflux d’antibiotiques tels que
I’ampicilline et de détergents, tout comme VexIJK. Ce sont VexEF et VexLM qui ne sont pas
requis pour I’export des molécules antimicrobiennes mais participent plutdt a la modulation

des facteurs de virulence tels que la toxine cholérique et le TCP.

Un autre mécanisme de résistance des bactéries aux molécules antimicrobiennes est
I’organisation en biofilms. En effet, ils permettent grace a leur matrice extracellulaire un
isolement, presque impénétrable, des antibiotiques, PAM et autres détergents ou molécules

bactéricides (Romero et al., 2011). De plus, par la forte concentration bactérienne, la
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concentration appliquée en molécule antimicrobienne sur les biofilms atteignant les bactéries
est diminuée et donc souvent insuffisante. Il est aussi connu que dans les biofilms, les
bactéries acquicrent de nombreux genes par transfert horizontal leur permettant aussi la
résistance aux antibiotiques et PAM, notamment dans le cas de biofilms multi-espéces (Lipp et
al., 2002). La résistance de Vibrio cholerae aux molécules antimicrobiennes par transfert
horizontal de geénes est en effet permise dans les biofilms mais aussi lors de la colonisation
intestinale ou elle va échanger avec les bactéries commensales et dans son environnement
aquatique riche en ADN libre, bactéries résistantes, et tous autres sources de genes de
résistance (Kitaoka, Miyata, Unterweger, & Pukatzki, 2011). De plus, Vibrio cholerae,
comparée a Escherichia coli a la grande capacité d’acquérir des mutations spontanées lui
permettant alors une meilleure résistance par évolution génique (Towner et al., 1980).
Effectivement, les antibiotiques soumettent les populations bactériennes a des pressions
évolutives importantes permettant la génération de mutations spontanées bénéfiques a la
survie de la population au contact de ces molécules antimicrobiennes. Ainsi, il a été montré
que les genes gyrAd, codant pour la sous-unité de I’ADN gyrase, et parC, codant pour la
topoisomérase IV, ont ét¢ mutés permettant de diminuer I’affinité de 1’antibiotique pour ces
enzymes et donc protéger la bactérie aux effets de ces antibiotiques (Baranwal, Dey,

Ramamurthy, Nair, & Kundu, 2002).

Ainsi, cette partie fait état des lieux des mécanismes de résistance mis en place par
Vibrio cholerae contre les molécules antimicrobiennes si différentes les unes des autres. De ce
fait, il est primordial de développer de nouvelles alternatives au traitement de la maladie et a la

gestion de la virulence de la bactérie.

74



Problématique et objectifs

Les infections & Vibrio cholerae sont a ce jour un probléme majeur de santé publique
concernant plus d’un tiers des pays du monde. Le meilleur traitement du choléra reste la
réhydratation et I’administration de sels permettant la compensation des pertes d’électrolytes
et d’eau. Cependant, certains antibiotiques peuvent étre donnés aux patients et réduisent la
durée et l’intensit¢ des symptdmes mais sous peine de développer des résistances. La
prévention du choléra passe par la vaccination de la population, ou dans certains cas une dose
rappel est nécessaire, rendant alors difficile les campagnes vaccinales dirigées par
I’Organisation Mondiale de la Santé dans des pays ou le suivi de la population n’est pas
possible. Ainsi, par les grandes capacités de Vibrio cholerae a développer rapidement des
résistances aux antibiotiques et les difficultés rencontrées lors des campagnes vaccinales, il est

important de trouver des cibles alternatives de traitement du choléra.

Les peptides antimicrobiens (PAM) et plus généralement les antimicrobiens, sont connus pour
moduler ’expression des geénes de virulence des pathogenes a des doses sous-létales. Vibrio
cholerae dans D’environnement aquatique et lors de D’infection chez I’Homme est en
permanence soumise a des doses variables en antimicrobiens modulant donc ses génes de
virulence. Ainsi, a défaut d’utiliser des doses bactéricides sur les bactéries lors de I’infection
qui induisent une pression sélective sur la population bactérienne et géneérent donc la sélection
de souches résistantes, 1’idée serait d’utiliser des concentrations sous-létales en antimicrobiens
afin de moduler I’expression des génes de virulence ou moduler les cascades régulatrices de la
virulence chez Vibrio cholerae. Lors de ce projet, nous nous intéresserons a la modulation
d’un facteur de virulence spécifique chez Vibrio cholerae qui est le Systeme de Sécrétion de
Type VI par des peptides antimicrobiens d’origine bactérienne pouvant étre retrouvés dans
I’intestin gréle humain et des antibiotiques pouvant étre retrouvés dans 1’environnement
aquatique, a faibles concentrations. En effet, il a déa été montré chez d’autres especes
bactériennes, telles que Pseudomonas aeruginosa, que les antimicrobiens avaient la capacité
d’induire le SST6 (Jones et al., 2013). L’¢tude portera donc sur (i) I’analyse comparative par
spectrométric de masse quantitative des protéines cytoplasmiques, périplasmiques,

membranaires et sécrétées du SST6, en réponse a une exposition sous-1étale en PAM d’origine
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bactérienne, (ii) la confirmation de la modulation vue en spectrométrie de masse lors des
traitements aux PAM et 1’évaluation de la modulation de concentrations sous-létales en
antibiotiques par Western blots dirigés contre différentes protéines du SST6, (iii) les activités
bactéricides du SST6 de Vibrio cholerae traitée aux antimicrobiens par compétitions inter
bactériennes avec Escherichia coli, et (iv) I’évaluation de la résistance aux antimicrobiens
apportée par le SST6. En effet, il a déja été montré chez Burkholderia cenocepacia que le
SST6 avait la capacité d’apporter une résistance a la Polymyxine B (Rosales-Reyes et al.,
2012). Ce rapport met donc en lumiére les résultats de cette étude et propose de nouvelles
perspectives quant & de nouveaux objectifs du projet et a la modulation du SST6 de Vibrio

cholerae par les antimicrobiens.
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Matériel et Méthodes

1. Souches, plasmides et conditions de culture

La souche utilisée lors de cette étude est la souche A1552 de Vibrio cholerae,
sérogroupe O1, biotype El Tor, sérotype Inaba, isolée a partir d’échantillons d’un patient ayant
voyagé au Pérou en 1992 (Allué-Guardia, Echazarreta, Koenig, Klose, & Eppinger, 2018).
Précédemment a 1’étude, la souche A1552 a été manipulée génétiquement, le géne lacZ codant
pour la béta-galactosidase a été inséré chromosomiquement et le double mutant hcpl-hcp?2
(A1552Ahep1Ahcp?2), ne codant donc plus pour les protéines Hepl et Hep2 et n’ayant plus le
Systéme de Sécrétion de Type VI fonctionnel, a été créé. Les deux souches A1552 « sauvage »

(WT) et A1552AhcpIAhcp?2 sont spontanément résistantes a la rifampicine a 50 pg/mL.

Pour les tests de compétitions inter bactériennes, la souche MC4100 d’ Escherichia coli K-12 a
¢té utilisée (Ferenci et al., 2009). Cette souche, fréquemment utilisée en laboratoires de
recherches est résistante a la streptomycine a 50 pg/mL et ne code ni pour les génes de la béta-

galactosidase ni pour ceux de la GFP.

Lors de cette étude, le plasmide pKen2, codant pour les génes de la GFP et portant les
génes de résistance a 1’ampicilline ou carbénicilline (CB), a été transformé dans Vibrio
cholerae A1552 WT et A1552AhcplAhcp2. Les souches pKen2 seront donc cultivées avec
100 pg/mL de CB afin de maintenir la sélection du plasmide.

L’ensemble des bactéries utilisées dans cette étude, a été cultivé en erlenmeyer a 37°C
sous agitation a 120 rotations par minute (RPM), en milieu Lysogeny Broth ou Luria-Bertani
(LB), composé de 1% poids/volume (p/v) de tryptone, 0.5% p/v d’extrait de levure, 0.5% p/v
de chlorure de sodium (NaCl) et additionné avec 1.2% d’agar (LBA) pour les cultures en

milieu solide.

Lors des tests sur le Systeme de Sécrétion de Type VI, les deux souches de Vibrio cholerae,
A1552 WT et A1552AhcplAhcp2, sont cultivées dans un milieu ou la pression osmotique est
¢levée, conditions dans lesquelles le SST6 est actif et sécréte donc les effecteurs et autres
protéines (Ishikawa et al., 2012). Ainsi, A1552 WT et A1552AhcpIAhcp2 sont cultivées en
LB a 2% NaCl, toujours en erlenmeyer a 37°C sous 120 RPM d’agitation lors des cultures



liquides et en LB a 2% NacCl et 1.2% d’agar (LBA 2% NaCl) en milieu solide. La sécrétion
par le SST6 chez la souche A1552 s’activant avec le Quorum Sensing commence aux
alentours de la Densité Optique a 600nm (DOgoonm) €égale a 2 mais va cependant étre vérifiée

au cours de cette étude.

Lors de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), les bactéries sont
cultivées dans un milieu pauvre en nutriments mais toujours en présence de 2% de NaCl pour
continuer a activer le SST6. Ce milieu, Poor Broth (PB), est composé de 1% p/v de tryptone et

2% p/v NaCl et ne contient donc pas d’extrait de levure.

Les différentes souches sont conservées a -80°C et sont issues d’une culture de nuit (O/N)

faite en LB et complémentée avant le stockage avec 20% de glycérol.

2. Concentrations Minimales Inhibitrices et Concentrations de travail

Puisque I’étude porte sur les effets des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio cholerae,
il est important de déterminer les bonnes concentrations de travail des différents
antimicrobiens utilisées. Le tableau II résume tous les antibiotiques et peptides antimicrobiens
utilisés dans cette étude, leurs origines et leurs cibles d’action. Nous avons choisi d’utiliser des
PAM d’origine bactérienne, analogues a ceux produits par des bactéries du microbiote
intestinal, tels que des microcines et thuricines (Garcia-Gutierrez, Mayer, Cotter, & Narbad,
2019). D’autres part, nous avons choisi d’inclure dans notre étude une lactocine, produite par
Lactobacillus casei, puisque celle-ci est un ferment usuel de I’industrie alimentaire retrouvé en
quantité significative dans le tractus digestif (Cuozzo, Sesma, Palacios, de Ruiz Holgado, &
Raya, 2000). De plus, bien que peu de producteurs de polymyxines aient été identifiés dans le
microbiote intestinal, nous avons choisi d’analyser la réponse de V. cholerae a la Polymyxine

B comme PAM cationique communément utilisé.
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Tableau II.

Origines et cibles des antimicrobiens de 1’étude.

Origines Cibles Références
Peptides Microcine C7 Entérobactéries Inhibition de I’aspartyl- (Piskunova,
antimicrobiens (MC7) ARNt synthétase par Maisonneuve,
analogie de structure Germain, Gerdes, &
Severinov, 2017),
(Severinov,
Semenova, Kazakov,
Kazakov, & Gelfand,
2007)
Lactocine 705 Lactobacillus ~ Formation de pores (Castellano, Raya, &
(Lact705) casei membranaires Vignolo, 2003)
Thuricine S Bacillus Formation de pores, actif (Chehimi, Pons,
(ThuS) thuringiensis sur les bactéries a Gram Sablé, Hajlaoui, &
sous sérotype  positif et négatif Limam, 2010)
entomocidus
Microcine J25 Escherichia Inhibition de la (Semenova,
(MJ25) coli et d’autres  transcription en inhibant Yuzenkova, Peduzzi,
bactéries I’ARN polymérase Rebuffat, &
intestinales a Severinov, 2005)
Gram négatif
Polymyxine B Paenibacillus ~ Par son groupement (Zavascki, Goldani,
(PmB) polymyxa hydrophobe, cible les Li, & Nation, 2007)
membranes des bactéries a
Gram négatif en s’y
intercalant et en la
désorganisant.
Augmentation de la
perméabilité membranaire
Antibiotiques  Carbénicilline Dérivée de Cible la dernicre étape de  (Sambrook, Russell,
(CB) I’ampicilline, la biosynthése de la paroi & Laboratory, 2001)
CB préférée en  cellulaire
laboratoire de
recherche pour
sa meilleure
stabilité
Tétracycline Streptomyces Cible la sous unité (Romero, Traxler,
(TC) aureofaciens ribosomale 30s en Lépez, & Kolter,
bloquant I’entrée de 2011)
I’ARN de transfert
aminocyl au niveau du site
A
Chloramphénicol Streptomyces Inhibition de la synthése (Schifano et al., 2013)
(CM) venezuelae protéique en inhibant la
peptidyl transférase lors de
I’¢longation de la chaine
protéique
Kanamycine Streptomyces Inhibition de la sous unit¢ ~ (Gao, Wu, Sun, Ni, &
(KA) kanamyceticus  ribosomale 30S conduita  Xia, 2017)
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La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible concentration
en antimicrobien capable d’inhiber la croissance bactérienne, ou le milieu de culture est donc
rest¢ limpide aprés 16 a 24 heures de culture. En réalité, la CMI se situe entre cette

concentration et celle ou les bactéries peuvent encore croitre.

Ainsi, la culture de nuit (O/N) de chacune des deux souches de Vibrio cholerae est diluée au
cinquantiéme dans du LB 2% puis relancée en culture de jour (O/D) jusqu’a DOgoonm=0.3. La
culture O/D est alors diluée 300 fois pour atteindre une DOgoonm théorique =0.001 dans du PB 2%
NaCl, puis, est ensemencée avec les différentes concentrations en antimicrobiens en plaque 96
puits pendant 16 a 24 heures & 37°C sous 120 RPM d’agitation. A la suite de la culture, la

CMI est déterminée comme la concentration ou le milieu de culture est resté limpide.

Les concentrations de travail pour les différentes souches utilisées sont déterminées a
partir des CMI et correspondent aux concentrations auxquelles les souches ne subissent pas
retard de croissance ni de modifications quantitatives. Elles correspondent en général a 1/16 a
1/64 de la CMI ou lorsque la CMI n’a pas été atteinte, elles correspondent a la concentration la
plus forte testée et n’ayant aucun effet sur la croissance. Ainsi, les cultures O/N sont diluées au
cinquantieme dans du LB 2% NaCl contenant les antimicrobiens aux concentrations
prédéterminées par les CMI puis les DOegoonm sont prises a intervalles réguliers afin de
permettre le suivi de croissance. Lorsque les cultures atteignent une DOgoonm=2, un
dénombrement par dilutions en série est effectué¢ afin de s’assurer qu’a méme DOegoonm, les
cultures comptent aussi le méme nombre de bactéries. Ainsi, la culture est diluée 10° fois dans
du tampon phosphate salin (PBS) stérile pour atteindre un dénombrement entre 30 et 300
colonies par boites de Pétri LBA. 100 uL de la dilution sont étalés et les boites sont incubées
O/N a 37°C. A la suite des dénombrements, les unités formatrices de colonies (UFC) par

millilitre (UFC/mL) sont déterminées selon la formule

.nembre de colenies (entre 30 et 300)_ UFC/mL

suivante : T —
volume ensemence x dilution choisie
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3. Analyse du sécrétome et des protéomes cytosolique/périplasmique et
membranaire par spectrométrie de masse de la souche A1552 traitée avec

différents peptides antimicrobiens

La culture O/N de la souche A1552 est diluée au cinquantieme dans du LB 2% NaCl

contenant les PAM aux concentrations figurant dans le tableau II1.

Tableau III. Concentrations molaires et massiques des PAM utilisées lors de 1’analyse

protéomique.
Peptides antimicrobiens Concentrations molaires Concentrations massiques
(PAM) d’utilisation des PAM (uM) d’utilisation des PAM
(ng/mL)
Microcine C7 350 345
Lactocine 705 50 179
Thuricine S 188 357
Microcine J25 8.8 18.5
Polymyxine B 9 11.8

Lorsque les cultures atteignent une DOgoonm=2, elles sont centrifugées 5 minutes a
5500g, le surnageant de culture (SN) est alors récupéré et les protéines qu’il contient vont étre
précipitées dans 82.5 pg/mL d’acide trichloracétique (TCA) O/N a 4°C. Les culots bactériens
vont quant a eux étre lavés deux fois au PBS froid a pH=7.4, centrifugés a 5500g pendant 5
minutes a 4°C puis suspendus dans du Tris HCI froid a pH=8 a 10mM dans le méme volume
que le SN enlevé. Par la suite, les culots bactériens sont soniqués dans la glace quatre fois 30
secondes a 30% amplitude puis centrifugés a 13 500g pendant 2 minutes a 4°C pour enlever
les débris cellulaires non lysés et recentrifugés a 20 000g pendant 30 minutes a 4°C. A cette
¢tape, la majorit¢ des membranes se trouvant dans le culot sont séparées des protéines
cytoplasmiques et périplasmiques se trouvant dans le surnageant. Ainsi les surnageants sont
précipités au TCA a 82.5 ng/mL, O/N a 4°C et les culots membranaires gardés a -20°C. Tous
les précipitats au TCA sont ensuite centrifugés a 20 600g pendant 20 minutes a 4°C. Par la
suite, les échantillons sont traités par la plateforme de protéomique de 1’Institut de Recherches
en Immunologie et en Cancérologie (IRIC) ou ils vont subir une digestion trypsique. Les

peptides alors générés seront chargés sur colonne et les spectres obtenus seront comparés a la
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base de données de Vibrio cholerae sérotype O1, biotype El Tor, sérogroupe Inaba, souche
N16961, génétiquement trés proche de la souche A1552. Les résultats sont analysés grace au
logiciel Scaffold 4.3.0 ou le seuil protéique est fixé a 99% et ou un minimum de 2 peptides
différents est requis pour identifier une protéine. Ces 2 peptides ne doivent pas contenir un
taux d’erreur de plus de 1% pour étre effectivement présents dans la protéine. Ainsi, les
protéines des quatre clusters de genes du SST6 sont recherchées dans les différents
compartiments et 1’analyse comparative quantitative en présence et en absence de PAM est

effectuée a I’aide du logiciel Scaffold.
4. Analyse par Western blot des effets des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio

cholerae

Afin d’évaluer les effets des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio cholerae, des
Western blots (WB) dirigés contre les protéines Hep (protéine, sécrétée, de la seringue du
SST6), VipB (protéine membranaire de la gaine du SST6), ClpV (ATPase de recyclage de la
gaine du SST6) et TselL (effecteur sécrété) sont réalisés sur les échantillons de la souche

A1552 traitée aux différents antimicrobiens.

La culture O/N de la souche A1552 est diluée au cinquantieme dans du LB 2% NaCl
contenant les antimicrobiens aux concentrations figurant dans le tableau IV. En perspectives
des prochaines manipulations avec Escherichia coli, la concentration de la PmB utilisée a été

diminuée a 0.39 et cette concentration sera conservée tout au long de 1’étude.

Tableau IV. Concentration massiques des antimicrobiens utilisés lors de 1’analyse par
Western blot.
Antimicrobiens Concentrations massiques d’utilisation des
antimicrobiens (ug/mL)

Carbénicilline 0.78

Tétracycline 0.05

Chloramphénicol 0.025

Kanamycine 1.6
Polymyxine B 0.39

La concentration en PmB a été modifiée par rapport a [’analyse par spectrométrie de
masse (0.39 ug/mL au lieu de 11.8) en vue des prochaines manipulations ou la PmB va étre
utilisée.
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Ainsi, un suivi de la croissance est effectué¢ grace a la prise de DOsoonm @ intervalles
réguliers puis une cinétique de sécrétion et de présence cellulaire de Hep est réalisée grace a la
récupération de petites quantités de culture aux DOgoonm=1.5, 2 et 3. Les culots bactériens
(représentatifs des protéines présentes dans les bactéries) et les surnageants (SN) de culture
(représentatifs des protéines sécrétées) sont séparés par 5 minutes de centrifugation a 5500g.
Les protéines du SN sont ensuite précipitées a 82.5 pg/mL de TCA O/N a 4°C puis
centrifugées, afin de récupérer le culot de protéines sécrétées, a 20 600g pendant 20 minutes a
4°C. Les échantillons des culots bactériens et des SN sont ensuite suspendus dans du Laemmli
5% B-mercaptoéthanol (Bio-Rad), bouillis 5 minutes et chargés sur gel de polyacrylamide
13% et laurylsulfate de sodium (SDS). L’¢électrophoreése se poursuit pendant 1 heure 30 a
200V puis les protéines sont transférées sur une membrane de polyfluorure de vinylidéne
(PVDF) (Bio-Rad). Les protéines d’intérét sont ensuite identifiées en utilisant leurs anticorps
polyclonaux spécifiques obtenus chez le lapin et révélées grace a I’anticorps secondaire anti-
lapin couplé a la peroxydase de raifort (HRP) (Invitrogen) et la solution ECL prime (GE
Healthcare) dont la chimioluminescence sera détectée sur films photo ou enregistrée par
I’ Amersham Imager 600 (GE Healthcare). A la suite des WB, les membranes sont colorées au
bleu de Coomassie afin d’assurer un contréle du chargement égalitaire entre les puits,
permettant alors leur comparaison quantitative. Les anticorps primaires provenant d’un autre
laboratoire (Pr. Sun Nyunt Wai, Umed Universitet, Suede), leurs spécificités ont été
auparavant vérifiées et validées. De plus, afin d’assurer 1’absence de protéines cytoplasmiques
dans les échantillons des surnageants de culture, un WB dirigé contre une protéine

exclusivement cytoplasmique (CRP) a été réalisé sur les SN.

5. Tests de compétitions inter bactériennes

Le SST6 est un systeme permettant, grace a la sécrétion d’effecteurs ayant des activités
antibactériennes, de compétitionner avec les bactéries a Gram négatif de 1’environnement de
Vibrio cholerae. Ainsi, des tests de compétitions sont réalisées entre notre souche, A1552, de
Vibrio cholerae et la souche MC4100 d’Escherichia coli. Cependant, afin d’étre certains que
les effets vus sur E. coli sont bien dus au SST6 de Vibrio cholerae, il est important de

travailler avec une souche n’ayant pas son SST6 fonctionnel. La souche A1552 a donc été
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mutée pour ces deux genes hcpl et hep2 ne pouvant donc plus former un systeéme fonctionnel

par I’absence de la seringue moléculaire du SST6.

La souche MC4100 est utilisée au laboratoire et couramment traitée a la Polymyxine B. Ainsi
la CMI de cette souche pour la PmB avait été effectuée et la concentration de travail établie a
0.39 pg/mL. De ce fait, nous utiliserons tout au cours de cette étude, sauf lors des tests de
spectrométrie de masse réalisés en amont, cette concentration-ci en PmB afin d’étre constant

dans les concentrations en antimicrobiens utilisées.
5.1 Vérification de la résistance des souches MC4100 d’Escherichia coli et A1552
AhcplAhcp2 de Vibrio cholerae aux antimicrobiens utilisés en conditions

d’interaction

Afin de vérifier si les concentrations en antimicrobiens utilisées lors des manipulations
précédentes pourront aussi étre utilisées lors des tests de compétitions avec Escherichia coli,
un test préliminaire de résistance est effectué. En effet, les interactions sont réalisées en milieu
LB solide, 2% NaCl, pendant 2 a 4h, alors que les CMI ont été déterminées en milieu PB ou
LB liquides, 2% NaCl, pendant 16 a 24h. De plus, comme la souche A1552 AhcpIAhcp?2 sera

utilisée comme controle, la résistance de cette souche doit aussi €tre testée.

Ainsi, une culture O/N de MC4100 d’E. coli est diluée a 1/50 dans du LB puis amenée
a la DOsoonm =1.3. En parall¢le, une culture O/N d’A1552 AhcpIAhcp?2 de Vibrio cholerae est
aussi diluée au 1/50 dans du LB 2% NaCl contenant les antimicrobiens testés : CB a 0.78
pg/mL, TC a 0.05 pg/mL et PmB a 0.39 ug/mL. Les cultures d’A1552 AhcplAhcp2 sont
ensuite amenées a DOsoonm=2. Par la suite, une goutte de 10 pL de chacune des cultures est
déposée sur boite de Pétri LB a 2% NaCl et 1.2% d’Agar contenant les antimicrobiens aux
concentrations de travail. Les boites de Pétri sont incubées 3 heures, puis les bactéries des
spots sont récupérées en découpant la gélose et en la suspendant dans 500 uL de PBS stérile.
Les bactéries sont alors diluées 10° fois puis 100 pL des dilutions sont étalés sur boites LBA
qui seront alors incubées O/N a 37°C. Les boites contenant 30 a 300 colonies sont comptées et
les unités formatrices de colonies (UFC) par millilitre (UFC/mL) sont déterminées et les

traitements antimicrobiens seront comparés entre eux.
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5.2 Mise en contact des deux espéces bactériennes

La culture O/N de MC4100 d’E. coli est diluée a 1/50 dans du LB puis cultivée jusqu’a
la DOgoonm =1.3 et les cultures O/N d’A1552 WT et d’A1552 AhcplAhcep?2 de Vibrio cholerae
sont aussi diluées au 1/50 dans du LB 2% NaCl contenant les antimicrobiens testés : CB a 0.78

pug/mL, TC a 0.05 pg/mL et PmB a 0.39 pg/mL et amenées a DOsoonm=2.

Par la suite, les deux espéces sont mélangées suivant un ratio volumique précis. Lors des
mises au point de la technique trois ratios sont testés : un volume de culture d’E. coli pour
quatre volumes de culture de Vibrio cholerae (1/4), autant de chaque culture (1/1) et quatre
volumes d’E. coli pour un de V. cholerae (4/1). Ainsi, pour un volume final de 100 pL de
culture d’interaction, 80 pL de culture de Vibrio cholerae sont mélangés a 20 pL de culture
d’E. coli, (1/4) ou inversement (4/1) ou 50 uL pour 50 pL (1/1). De plus, pour les controles ou
les bactéries sont seules, le volume est conservé et complété avec le milieu de culture des
bactéries non mises (E. coli seule avec du LB 2% NaCl au volume de V. cholerae ou V.
cholerae avec du LB au volume d’E. coli), afin de conserver la méme proportion du nombre
de bactéries dans la culture. Ainsi, lorsque MC4100 est seule, la culture de Vibrio cholerae est
remplacée par du LB 2% NacCl et lorsque les souches de Vibrio cholerae sont seules, MC4100

est remplacé par le méme volume de LB.

Une fois les espéces bactériennes mélangées, une goutte de 10 uLL du mélange est déposée sur
les boites de Pétri contenant le LBA a 2% NaCl avec ou sans les antimicrobiens aux
concentrations adéquates. Les boites de Pétri des interactions sont alors incubées a 37°C en
position inversée et 1a encore 4 temps ont été testés, permettant la sélection de la meilleure
durée d’interaction possible. Ainsi, les interactions ont été poursuivies pendant 1, 2, 3 et 4

heures.

A la suite des incubations, les spots sont récupérés en découpant la gélose et en la suspendant
dans 450 puL de PBS stérile. Puis différentes méthodes permettant 1’identification et la

quantification des deux especes bactériennes ont été aussi testées.
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5.2.1 Identification des deux espéces aprés compétitions

Afin de différencier MC4100 d’A1552, pour permettre leur quantification respective,

plusieurs techniques ont été essayées.
5.2.1.1 Quantification des deux especes par différence de fluorescence mesurée

en cytométrie en flux

Les souches A1552 WT et AhcplAhcp2 ont été transformées avec le plasmide pKen2
contenant les génes de la GFP. Ainsi, lors des interactions, les bactéries GFP positives seront
identifiées comme les Vibrio cholerae et la différence entre le nombre de cellules totales et les
GPF positives seront identifiées comme les Escherichia coli. Cependant, le plasmide pKen2
porte la résistance a la carbénicilline (CB), I’un des antibiotiques étudié. De ce fait des tests
sont ici réalisés afin de voir si en ne maintenant pas la sélection a la CB, les bactéries peuvent
garder le plasmide. Deux cultures O/N de chaque souche sont donc réalisées, une culture avec
la carbénicilline & 100 pg/mL et I'autre sans 1’antibiotique de sélection (A1552pKen2 O et
A1552pKen2 CB et AhcplAhcp2pKen2 O et AhcplAhcp2pKen2 CB) (Figure 11). Puis ces
cultures O/N sont diluées a 1/50 dans du LB avec 2% NaCl contenant ou pas la sélection a la
CB a 100 pg/mL: la culture O/N sans la sélection est relancée toujours sans ATB
(A1552pKen2 @ O et AhcplAhcp2pKen2 @ ) et la culture de nuit ou la sélection a été
maintenue et relancée avec ou sans sélection, respectivement A1552pKen2 CB _CB,
A1552pKen2 CB O et AhcplAhcp2pKen2 CB_CB et AhcplAhep2pKen2 @ O (Figure 11).
En parallé¢le, une culture O/N de la souche MC4100, diluée a 1/50 dans du LB a aussi été

réalisée pour servir de controle négatif GFP-.
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Souches Culture O/N Cultare O/D Identification des cultures
A1552pKen2 CB » CB A1552pKen2 CB CB
— T @ —— A1552pKen2CB O
(%] (%] A1552pKen2 @ O
A1552AhcpIAhcp2pKen2 ——— CB —————* CB —— A1552AhcpiAhcp2pKen2 CB CB

\ T 0 A1552Ahepi1Ahcp2pKen2 CB O
@ —  » @ ———» Al1552AhcplAhcp2pKen2 @ B

Figure 11. Schéma indicatif des identifications des cultures lors du maintien ou
non de la sélection plasmidique.

Lorsque les cultures des souches de Vibrio cholerae atteignent les DOsoonm=2 et celle
d’E. coli, 1.3, les deux espéces bactériennes sont mises en interaction a un ratio d’un volume
d’E. coli pour quatre volumes de Vibrio cholerae sur LBA avec 2% de NaCl, sans
antibiotique, pendant 3 heures (Figure 12). Les cultures des souches A1552pKen2 CB_CB et
A1552AhepIAhep2pKen2 CB_CB, ou la sélection plasmidique a toujours été conservée, ne
sont pas mises en interaction avec E. coli puisqu’elles ne permettent pas I’étude des effets de
la CB, a faible concentration, sur le SST6. Elles sont alors déposées sur LBA avec CB a 100
pg/mL pendant toute la durée d’interaction des autres souches, pour étre traitées de la méme
fagon (Figure 12). De plus, les cultures des souches de Vibrio cholerae pKen2 @ @ et CB_ O
et de Escherichia coli, mises en interaction, sont aussi déposées seules sur LBA 2% de NacCl,

sans antibiotique, pendant 3 heures (Figure 12).

Identification des cultures Spots sur
A1552pKen2 CB CB ——— [BA +CB 100pg/ml. ——— Seule

Al1552pKen2CB @ —— LBA2%NaCl+9® > Secule

Interaction avec MC4100
Al1552pKen2 @ & ——— [BA2%NaCl+©® ———  Seule

Interaction avec MC4100

A1552AhcpIAhcp2pKen2 CB CB —* LBA +CB 100pg/ml. Secule

A1552AhepIAhep2pKen2 CB @ — > LBA 2% NaCl+ @ ——  Seule
T Interaction avec MC4100

A1552AhcpIAhcp2pKen2 @ 3 — > LBA 2% NaCl+9 ——————  Scule
Interaction avec MC4100

LBA 2% NaCl+ @ — > Seule

MC4100

Figure 12. Schéma indicatif du traitement des différentes cultures ou la sélection
plasmidique a été maintenue ou pas.
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A la suite des trois heures d’incubation, les spots de bactéries sont récupérés,
suspendus dans 450 uL de PBS stérile et lavés par centrifugation a 5500g pendant 5 minutes,
puis une nouvelle fois suspendus dans 500 pL de PBS. Le pourcentage de bactéries GFP
positives et négatives est évalué et I’intensité de fluorescence de ces deux populations est

quantifiée au cytometre en flux (BD Canto II, FSC :523 Volts (V); SSC :586V).

5.2.1.2 Identification des deux espéces par production de la béta-galactosidase

Afin de pouvoir différentier et quantifier les deux especes bactériennes apres la mise en
contact, les spots contenant MC4100 et A1552 WT ou AhcplAhcp?2 sont dilués 10° fois, puis
100 pL des dilutions sont étalés sur LBA contenant 100 pL. de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
béta-D-galactopyranoside (X-gal). Ainsi, les souches A1552 WT et AhcplAhcp?2, ayant
I’insertion chromosomique du geéne /acZ, vont hydrolyser le X-gal et libérer un composé bleu,
ce qui formera alors des colonies bleues, grace a la production de la béta-galactosidase. La
souche MC4100, ne possédant pas le géne lacZ formera des colonies blanches sur boites
LBA+ X-gal. Ainsi les colonies bleues seront identifiées comme étant les Vibrio cholerae et

les colonies blanches seront les Escherichia coli.
5.2.1.3 Sélection par antibiotiques des trois souches, A1552 WT et AhcplAhcp2

et MC4100

La souche MC4100 étant résistante a la streptomycine a 50 ug/mL et les souches
A1552 WT et AhcplAhcp?2 étant résistantes a la rifampicine a 50 pg/mL, les deux especes
bactériennes pourront étre sélectionnées, apres la mise en contact, sur leur milieu respectif de
résistance. Ainsi, apres les dilutions en séries des spots de contact, 100 uL de ces dilutions
bactériennes sont étalés sur LBA sans antibiotique, LBA avec la streptomycine et LBA avec la
rifampicine. Ainsi, les souches de Vibrio cholerae vont étre sélectionnées et quantifiées sur
LBA contenant la rifampicine et la souche d’Escherichia coli le sera sur milieu LBA
contenant la streptomycine. Dans le cas des bactéries seules, 1’étalement sur le milieu sans
antibiotique permet de pouvoir tester leur résistance effective a 1’antibiotique par comparaison
avec le dénombrement de la boite avec I’antibiotique en question et 1’é¢talement sur le milieu

contenant |’autre antibiotique permettra de vérifier leur réelle sensibilité.
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5.3 Calculs des unités formatrices de colonies par millilitre et du taux de fatalité

A la suite des tests de compétition, les colonies sur les boites de dénombrement sont
comptées et les dilutions prises en compte sont seulement celles comprenant entre 30 et 300
colonies. Les unités formatrices de colonies (UFC) par millilitre (UFC/mL) sont alors

calculées et permettent alors la comparaison entre les différents conditions.

Puis, afin d’apprécier la capacité du SST6 de Vibrio cholerae a tuer Escherichia coli, le taux
de fatalité est calculé et prend en compte le nombre de colonies de MC4100 seule auquel est
divisé la différence entre le nombre de colonies de MC4100 mise en interaction avec le double

mutant du SST6 et le nombre de colonies de MC4100 avec AIl552 sauvage :

(mombre de MC4100 aver Ahcplahep2)—(nombre de MC4100 avec A1552 WT)
nombre de MC2100 seuls

x100 (L. Liu et al., 2017).

5.4 Etude de la sécrétion par le SST6 lors des tests de compétition

Lors des tests de compétition, il est aussi important de pouvoir contrdler 1’activité du
SST6 des bactéries se trouvant sur les boites LBA 2% NaCl. Ainsi, afin de pouvoir récupérer
les protéines et effecteurs qui seraient sécrétés lors des interactions, une membrane de
cellophane a été placée entre le milieu de culture et le spot de culture bactérienne. Cette
membrane est assez poreuse pour laisser passer les nutriments du milieu de culture sans laisser
passer les protéines qui seraient sécrétées par le SST6. A la fin de interaction la membrane
est lavée avec du PBS stérile puis les bactéries et protéines sont récupérées. Un dénombrement
des bactéries est réalisé et un Western blot anti Hcp est aussi réalis¢ afin d’apprécier la

sécrétion de cette protéine et donc le niveau d’activation du SST6.
6. Contact entre les antimicrobiens a fortes doses et les souches A1552 WT et
AhceplAhcp?2
Afin de déterminer si le SST6 de la souche A1552 accroit la résistance aux

antimicrobiens, les bactéries SST6+ et SST6- sont mises en contact avec de fortes doses en

antimicrobiens dans du PBS stérile a pH=7.4 (milieu ne permettant pas la croissance
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bactérienne). A la fin de ce contact, un dénombrement sera réalisé et la comparaison des
UFC/mL des deux souches permettra une meilleure appréciation des activités du SST6 sur la

résistance aux antimicrobiens.

Ainsi, les cultures O/N des souches A1552 WT et AhcplAhcp2 sont diluées au
cinquantieme dans du LB 2% NaCl puis relancée en culture de jour jusqu’a DOesoonm=0.3. Par
la suite, le milieu de culture est remplacé par du PBS stérile par centrifugation a 5000g
pendant 5 minutes et les cultures sont ensuite diluées 300 fois pour atteindre une DOsoonm
théorique —=0.001. Les bactéries sont alors mises en contact avec une concentration en
antimicrobien correspondante a 1/2 de la CMI et incubées en plaque 96 puits pendant 1 heure
a 37°C sans agitation. A la fin de 1’incubation, les bactéries sont récupérées, 50 pL du volume
de culture du puits est directement étalé sur boite LBA et les 50 autres pL du puits sont dilués
10 fois et étalés sur LBA. Les boites sont ensuite incubées O/N a 37°C puis un dénombrement
entre 30 et 300 colonies et effectué et le calcul des UFC/mL est réalisé. Les dénombrements
des deux souches SST6+ et SST6- seront alors comparés entre traitements afin de rendre

compte des effets du SST6 sur la résistance aux antimicrobiens.
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Résultats
1. Analyse du sécrétome et des protéomes cytosolique/périplasmique et
membranaire de la souche A1552 sauvage en présence de doses sous-létales en

peptides antimicrobiens bactériens

Afin de déterminer les effets des peptides antimicrobiens bactériens sur la sécrétion de
Vibrio cholerae, une analyse quantitative des protéines sécrétées et présentes dans les

bactéries traitées ou non aux PAM a été réalisée par spectrométrie de masse.
1.1 Détermination des concentrations de travail des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont utilisés a des concentrations sous 1étales afin de mettre en
¢évidence la réponse de la bactérie face aux PAM. Ainsi, les CMI des peptides antimicrobiens
ont été recherchées mais aucune CMI n’a jamais été atteinte malgré 1’utilisation de doses
maximales pouvant étre testées. De ce fait, les concentrations de travail ont été choisies
comme la concentration la plus ¢élevée testée en CMI. Puis, les DOgsoonm aprés 4 heures de
culture ont été mesurées afin de s’assurer de la bonne croissance des bactéries en présence de
ces PAM (Tableau V). Ces cultures sont alors centrifugées afin de séparer les surnageants,
représentatifs des protéines sécrétées des culots bactériens qui vont étre soniqués pour
permettre la séparation physique des membranes cellulaires du contenu protéique
cytoplasmique et périplasmique. La composition en protéines des trois compartiments va alors

étre analysée en spectrométrie de masse.



Tableau V. Concentrations de travail des différents PAM et DOgoonm en fin de culture de
la souche A1552 WT, ne montrant pas de retard de croissance lors des traitements

aux PAM.
Traitements Concentrations molaires Concentrations Densité optique a
d’utilisation des massiques 600nm aprés 4heures
peptides antimicrobiens d’utilisation des de culture a 120 RPM
(nM) peptides a37°C
antimicrobiens
(ng/mL)
Aucun traitement 0 0 1.90
Microcine C7 350 345 1.72
Lactocine 705 50 179 2.12
Thuricine S 188 357 2.00
Microcine J25 8.8 18.5 1.76
Polymyxine B 9 11.8 2.28

Au vu des résultats de densité optique (Tableau V), la croissance bactérienne n’est pas
altérée en présence des différents PAM testés (Microcine C7, Lactocine 705, Thuricine S,
Microcine J25 et Polymyxine B), permettant alors I’analyse des résultats de spectrométrie de

masse.
1.2 Analyse quantitative des protéines du Systéme de Sécrétion de Type VI par

spectrométrie de masse

Chaque protéine dont le géne codant est présent dans les différents groupes de génes
connus du SST6 a été recherchée parmi toutes les protéines retrouvées dans ’analyse de
spectrométrie de masse (Figure 13). Ainsi, une dizaine de protéines associées au SST6 a été
retrouvée dans les échantillons d’analyse de la sécrétion, des membranes et du
cytoplasme/périplasme. Ce sont des protéines structurales mais aussi effectrices, adaptatrices
et immunitaires et dont la présence de PAM module 1’abondance dans les différents
échantillons. Les premiers échantillons envoyés en spectrométrie de masse ont été les
surnageants de culture, de ce fait tous les PAM avaient été analysés. Cependant, pour des
raisons d’économie pour le laboratoire, nous avons choisi de continuer I’étude des échantillons
de membranes et cytoplasme/périplasme pour trois des cinqg PAM utilisés, donnant des

résultats satisfaisants dans les échantillons des surnageants de culture.
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Figure 13. Analyse quantitative de spectrométrie de masse des protéines du

SST6 de la souche A1552, modulées par les traitements aux PAM.

A) Loci du SST6 de Vibrio cholerae, dont les génes sont organisés en quatre groupes
dont ’opéron principal est situé sur le chromosome Il de la bactérie (Joshi et al., 2017).
Droits de reproduction, Elsevier, licence d’exploitation numéro 4620950385832. B) C) D)
Quantification de la présence dans le cytoplasme et périplasme (B), dans les surnageants de
culture (C) et a la membrane (D) des différentes protéines du SST6 retrouvées dans les
échantillons des bactéries traitées ou non aux PAM (n=1). Les protéines sont indiquées par

couleurs qui font référence aux couleurs des genes en A).
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Les peptides antimicrobiens semblent moduler le SST6 étant donné les variations
observées dans la sécrétion des protéines mais aussi leur présence a la membrane et dans le
cytoplasme et le périplasme (Figure 13B, C, D). La polymyxine B (PmB) semble induire le
SST6 en augmentant la sécrétion de la protéine Hcep et la présence a la membrane des autres
protéines du SST6 retrouvées par rapport au controle sans traitement. De plus, plus aucune
protéine du SST6 n’est retrouvée dans la phase cytoplasmique/périplasmique lors du
traitement a la PmB indiquant un recrutement massif des protéines a la membrane pour une
sécrétion accrue. Lors du traitement a la lactocine 705 (Lact705), la sécrétion de la protéine
Hcp semble étre diminuée par rapport au contrdle non traité et la quantité des protéines
cytoplasmiques, associées au SST6, semble étre augmentée, alors qu’aucune différence
quantitative des protéines membranaires n’est observée. La Lact705 bloquerait la sécrétion par
le SST6 en séquestrant dans le cytoplasme, les membranes et le périplasme de la bactérie les
composants du SST6. La microcine C7 (MC7), quant a elle, entraine la diminution, dans tous
les compartiments cellulaires, de la quantité protéique associée avec le SST6. La microcine
J25 (MJ25) diminue la sécrétion de la protéine Hep et la thuricine S ne semble que trés peu
I’augmenter mais la suite de I’analyse des autres compartiments cellulaire n’a pas €té réalisée

pour ces PAM pour des raisons économiques.

2 Evaluation par Western blot des effets des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio

cholerae

Dans le but de confirmer les effets des différents PAM vus lors de 1’analyse par
spectrométrie de masse sur le SST6 de Vibrio cholerae, des Western blots dirigés contre la
protéine Hcp ont été réalisés. De plus, afin de mesurer les effets que pourraient avoir les
antimicrobiens de maniere plus générale, les bactéries ont aussi été traitées a différents

antibiotiques et des Western blots dirigés contre plusieurs protéines du SST6 ont été faits.
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2.1 Détermination des concentrations de travail des antibiotiques et suivi de
croissance et dénombrement des bactéries traitées aux différents
antimicrobiens

De méme que pour I’étude avec les PAM, les CMI des différents ATB ont été
recherchées afin de s’assurer de travailler avec des concentrations sous-1étales. A la suite de la
détermination des CMI, les concentrations de travail des ATB ont été définies et un suivi de la
croissance de la souche A1552 sauvage traitée aux différents ATB et PAM a été effectué. A la

fin des cultures, les bactéries sont dénombrées afin de s’assurer qu’a DOgoonm €quivalentes le

nombre de bactéries entre les différents traitements est égal.
2.1.1 Concentrations minimales inhibitrices et concentrations de travail pour les
différents antibiotiques

Apres avoir défini les CMI, les concentrations de travail des différents ATB sont

établies comme étant 1/16 ou 1/64 de ces CMI (Tableau VI).

Tableau VI. Concentrations minimales inhibitrices et concentrations de travail des ATB

pour la souche A1552 sauvage.

Souche A1552 Traitements Concentrations Concentrations
minimales inhibitrices d’utilisation des
des antibiotiques antibiotiques
(ng/mL) (ng/mL)
Aucun traitement (%) 0

Carbénicilline 50 0.78

Tétracycline 3.2 0.05

Chloramphénicol 0.8 0.025

Kanamycine 25.6 1.6
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2.1.2 Suivi de croissance et dénombrements des bactéries traitées a différents

antimicrobiens

Les bactéries sont cultivées en présence de concentrations sous-létales en antimicrobiens et
leur croissance est suivie afin de s’assurer que les bactéries traitées ne subissent aucun retard
de croissance du fait de leur traitement (Figure 14A). Puis, lorsque la DOsoonm=2 est atteinte,
le dénombrement des bactéries dans les différents traitements est réalisé. Ce dénombrement
permet de vérifier si les traitements antimicrobiens n’entrainent pas une modification de la
morphologie bactérienne (filamentation) expliquant qu’elles atteignent la méme DOgoonm que
le controle sans antimicrobien (Figure 14B). Une nouvelle fois, une sélection des PAM a été

faite et I’analyse se poursuivra seulement avec la PmB.

A1552 &
A 4 A1552 Carbeénicilline B 44
A1552 Tetracycline
=¥ A1552 Chloramphénicol
3 -o- A1552 Kanamycine ¥
A1552 Polymyxine B =)
£ X
§ 2 / - 2
=] # -E
Q O
[
2
1 14
of MR 4 o
0 50 100 150 200 e @ & o @
. & & @ N e
Temps (minutes) é;b . \0\\\ ‘@ .&o\ 6‘4’0 éﬁf

Figure 14. Courbe de croissance et dénombrement apres 150 minutes de culture
de la souche A1552 traitée aux ATB ne montrant pas de défaut suite aux
traitements antimicrobiens.

A) La croissance de la souche A1552 WT est suivie jusqu’a la bonne DOgsoonm
(DOsoonm=2) pour récupérer les échantillons pour réaliser les Western blots. Les bactéries
sont cultivées en LB liquide avec 2% NaCl. B) Dénombrement des colonies rapporté au
volume ensemencé. Les bactéries sont récupérées lorsque la bonne DOgsoonm pour l’activation
du SST6 est atteinte (DOsoonm=2).
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D’apres la figure 14, les bactéries ne semblent pas subir de retard de croissance ni de
modification quantitative et morphologique lors de leurs traitements antimicrobiens. De ce
fait, ces concentrations en antimicrobiens peuvent étre utilisées pour la suite de I’analyse de la

modulation sur le SST6.
2.2 Suivi de I’expression et de la sécrétion de la protéine Hcp de la souche

A1552 traitée aux antimicrobiens

Afin de confirmer les résultats obtenus en spectrométrie de masse suggérant la
modulation du SST6 par les PAM chez Vibrio cholerae, un suivi de 1’expression et de la
sécrétion de la protéine Hep de la souche A1552, traitée a différents antimicrobiens est réalisé
par Western blot. Les échantillons sont récupérés a DOgoonm=1.5; 2 et 2.5 puis les surnageants
de culture sont séparés des culots bactériens et sont préparés pour le WB, dirigé contre la
protéine Hep. Ainsi la sécrétion de Hep sera le témoin de 1’activation de la sécrétion par le

SST6 (Figure 15).
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Figure 15. Cinétique d’expression et de sécrétion de la protéine Hep chez la

A) Suivi de la croissance des bactéries cultivées en milieu LB liquide avec 2% NaCl.
Les fleches bleues indiquent les temps ou la culture a été récupérée pour la réalisation des
WB. Les bactéries n’atteignant pas les DOgsoonm exactement en méme temps pour les différents
traitements, la récupération des échantillons s’est réalisée cing fois pour trois DO soonm
étudiées. B) Western blots dirigés contre la protéine Hcp des culots bactériens et des
surnageants de culture, représentant les protéines sécrétées (Exp=Exposition). A la suite des
WB, les membranes ont toutes été colorées au bleu de Coomassie et aucune différence de

chargement des puits n’a été observée.

98

souche A1552 de Vibrio cholerae traitée aux différents ATB ou a la PmB.




L’analyse du WB, en figure 26 de 1’Annexe, dirigé contre la protéine CRP, protéine
exclusivement cytoplasmique, dans les SN démontre qu’aucune protéine cytoplasmique ne
contamine les surnageants de culture permettant alors 1’étude de ces échantillons SN comme le

reflet des protéines sécrétées par la bactérie.

Le WB du contrdle non traité indique que la protéine Hcp est déja présente dans les
culots bactériens & DOegoonm=1.9 et que sa présence se prolonge jusqu’au moins a la
DO¢oonm=3.1 (Figure 15B). La sécrétion de Hcp n’est réellement visible qu’a partir de la
DOsoonm=2.2 mais pourrait commencer a partir de la DOgoonm=1.9 et est déja terminée a
DOeoonm=3.1. 1l est aussi observable que lorsque la sécrétion de la protéine est active, sa

présence dans les culots bactériens est diminuée.

L’analyse du WB du traitement a la carbénicilline (CB), semble indiquer une quantité plus
importante de la protéine Hcp dans les culots bactériens et la sécrétion de Hep semble aussi
étre quantitativement augmentée, sans toutefois pouvoir indiquer qu’elle est rallongée
(DOsoonm=2.9 comparée a la DOgoonm=3.1 pour le contrdle) (Figure 15B). La CB induirait donc
une augmentation de 1’abondance globale de la protéine Hcp, possiblement due a une sur-
expression des genes /cp, entrainant une augmentation de sa sécrétion. De plus, lors de la
sécrétion, la diminution vue dans les culots bactériens pour le contrdle n’est ici pas observable

indiquant, une fois de plus, la sur-expression de la protéine par la CB.

Le traitement a la tétracycline (TC) semble induire la sécrétion de la protéine plus tot que pour
le contréle, DOsoonm=1.8 pour la TC comparée a la DOgoonm=2.2 pour le contrdle, sans
I’augmenter quantitativement (Figure 15B). La sécrétion est encore active a DOgoonm=2.2 mais
n’est plus aussi marquée et n’est plus observable & DOgoonm=2.7. Ainsi, le temps de sécrétion
entre le contrdle et la TC pourrait étre le méme mais la TC induirait seulement une
anticipation de la sécrétion lors de la croissance bactérienne. A I’observation des culots
bactériens, les quantités de Hcp semblent augmentées en fin de culture par rapport au controle
et de plus la diminution observée dans les culots du contrdle lors de la sécrétion n’est ici pas

visible.

L’analyse du WB du traitement au chloramphénicol (CM) semble indiquer une absence de

sécrétion de la protéine Hcp, lorsque celle-ci est active pour le contréle sans traitement
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(DOs0onm=2.2) et ne montre aucune autre sécrétion aux autres DOgoonm (Figure 15B). De plus,
la quantité protéique de Hep dans les culots bactériens est moindre a DOgsoonm=1.8 par rapport
au contrdle a DOgoonm=1.9, mais est plus importante a la DO600nm=2.2, cependant cela
s’explique par la diminution dans les culots lors de la sécrétion chez le controle qui n’a pas
lieu par le CM. Ainsi, le CM retarderait la présence de la protéine Hcp dans les culots

bactériens et inhiberait sa sécrétion par le SST6.

Les WB du traitement a la kanamycine (KA) semblent indiquer une forte diminution de la
sécrétion de la protéine Hcp, lorsque celle-ci est active pour le controle sans traitement
(DOs0onm=2.2) et ne montre aucune autre sécrétion aux autres DOgoonm testées (Figure 15B).
De plus, il semblerait que la protéine Hcp s’accumule dans les culots bactériens, ou la
différence avec le contréle non trait¢ commence a se voir en fin de culture (DOgoonm=2.9), ce
qui peut suggérer que le traitement a la KA bloquerait la protéine Hcp dans la bactérie en

limitant sa sécrétion.

Le WB du traitement a la PmB indique une importante quantité de protéine Hcp dans les
culots bactériens, sans la diminution quantitative visible lors de la sécrétion (Figure 15B). La
protéine Hcp semble aussi €tre plus présente dans les surnageants de culture que dans le
contrdle non traité et peut-étre plus longtemps puisqu’a DOsoonm=2.7 la bande indique encore
une forte abondance de protéines. Ces résultats confirmeraient I’analyse de spectrométrie de
masse et indiqueraient une nette augmentation de la sécrétion de Hcp et in fine une

augmentation de 1’activité du SST6 en présence de PmB.
2.3 Western blots dirigés contre plusieurs protéines du SST6 sur les bactéries

traitées aux ATB

Afin de confirmer la modulation faite par les ATB sur le SST6 de la souche A1552,
plusieurs WB dirigés contre différentes protéines du SST6 ont été réalisés. Nous avons
récupéré les échantillons aux alentours de la DOgoonm=2, puis avons réalisé¢ pour les mémes
échantillons des WB anti Hcp, VipB, ClpV et TseL sur les culots bactériens et sur les

surnageants de culture (SN), pour les protéines sécrétées seulement (Figure 16).
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Figure 16. Western blots dirigés contre plusieurs protéines du SST6 chez la
souche A1552 de Vibrio cholerae traitée aux ATB.

Western blots dirigés contre les protéines Hcp, VipB, ClpV et TseL des culots
bactériens et des surnageants de culture. A la suite du WB, les membranes ont toutes été
colorées au bleu de Coomassie et aucune différence entre le chargement des puits n’a été
observée sauf pour le puits kanamycine de la membrane avec [’anticorps ClpV, qui ne sera
donc pas analysé. La fleche noire indique la bande de la protéine ClpV.

La protéine TseL est un effecteur bactérien du SST6 et est donc sécrété, cependant,
aucune sécrétion n’est visible en WB et en conditions de laboratoire puisque la protéine n’est
sécrétée qu’en faible quantité. Il est, tout de méme intéressant d’étudier sa présence dans les

culots bactériens et ceci permet d’apprécier le niveau d’activité du SST6.

L’observation des WB dirigés contre la protéine Hep lors du traitement a la CB confirme, tout
d’abord, 1’augmentation de la sécrétion vue dans les premiers WB (Figures 15B et 16).

Cependant, I’augmentation quantitative de la protéine Hcp observée lors des premiers WB
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dans les culots bactériens n’est ici pas visible. En effet, il n’y a aucune différence quantitative
de Hcp dans les culots entre le contréle non traité et la condition CB. Ainsi, la CB
n’augmenterait pas I’expression génique de Hep mais seulement sa sécrétion. Les observations
de la protéine VipB, protéine membranaire du SST6 et de I’effecteur TseL montrent une
quantité plus importante dans les culots bactériens de la CB que du contrdle non traité. De
plus, I’ATPase ClpV, active lors de la fin de la sécrétion pour le recyclage protéique, n’est
quantitativement pas augmentée par le traitement a la CB. Ainsi, la CB aurait un effet de
suractivation du SST6 en augmentant la sécrétion de la protéine Hcp et en augmentant la
présence membranaire des composants du SST6 (protéine VipB de la gaine et I’effecteur

TseL), sans toutefois devoir augmenter le recyclage protéique par la ClpV.

Le traitement a la TC indique une diminution quantitative de toutes les protéines observées et
ce dans les culots bactériens et le SN (Figure 16). Cependant, lors des premiers WB, la TC
avait montré une modulation de la cinétique de sécrétion avec une anticipation de celle-ci
(Figure 15B). De plus, lors de cette expérience, les échantillons ont tous été récupérés a la
méme DOgoonm=2, DOsoonm & laquelle I’activation de la sécrétion avec le traitement a la TC a
probablement déja eu lieu. Ceci pourrait donc expliquer que la diminution quantitative que
I’on croyait voir n’est, en fait, qu’un retard dans les observations. Ces observations auraient

ainsi da étre faites a la DOsoonm oU la TC active le systéme.

L’analyse du WB dirigé contre la protéine Hcp dans les SN de culture bactérienne traitée au
CM indique une absence de sécrétion de la protéine, ce qui confirme bien les observations
faites lors du premier WB (Figures 15B et 16). Cependant, 1’analyse des culots bactériens
montre une diminution quantitative de la protéine Hep, qui n’avait pas été vue lors du premier
WB, mais cette diminution se confirme sur les autres protéines du SST6 (ClpV et Tsel). La
protéine VipB, quant a elle, semble présente en quantité égale au contrdle et son abondance ne

semble donc pas €tre modulée par le traitement au CM.

Les WB des culots bactériens et des SN, lors du traitement a la KA, pour la protéine Hcp ne
montrent pas de différence quantitative par rapport au controle non traité (Figure 16). Lors du
premier WB il avait été suggéré que la KA induisait une accumulation de la protéine Hcp mais
a une DOgoonm plus tardive que celle ici analysée, expliquant donc 1’absence de différence ici

vue (Figure 15B). Cependant, il avait été observé une absence totale de sécrétion de la
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protéine Hcp qui n’est pas vue dans cette expérience. Toutefois, les autres protéines du SST6
(VipB et TseL) semblent quantitativement diminuées par rapport au contrdle suggérant bien
une diminution de 1’activité du SST6 lors du traitement a la KA. La bande de la protéine ClpV
lors du traitement a la KA n’est pas analysable car une diminution du chargement de puits a

été observée lors de la coloration au bleu de Coomassie.

3 Compétitions inter bactériennes

Afin de compléter 1’¢tude de la modulation des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio
cholerae, des compétitions entre Vibrio cholerae et Escherichia coli ont été réalisées. En effet,
les effets d’inhibition ou d’activation des antimicrobiens sur le SST6 pourraient se répercuter
sur, respectivement, une diminution ou une augmentation du taux de fatalité d’E. coli face a V.
cholerae. Ainsi, seuls les antimicrobiens ayant montré une activité prononcée sur le SST6 ont
¢té gardés pour la continuit¢ de I’étude. De plus, afin d’étre certain d’évaluer les effets du
SST6 sur la survie ou sur la mort de la souche MC4100, la souche A1552 double mutante
hepl-hep2, qui n’a donc plus le SST6 fonctionnel, est mise en contact avec E. coli et les
interactions entre ces deux souches seront comparées aux interactions entre E. coli et A1552

WT.
3.1 Mises au point expérimentales
3.1.1 Résistance des souches MC4100 d’Escherichia coli et A1552 Ahcp1Ahcp?2 de

Vibrio cholerae aux antimicrobiens utilisés

Puisque I’étude porte sur des antimicrobiens, il faut tester la résistance de la souche
MC4100 d’E. coli aux concentrations en antimicrobiens utilisées. De plus, les interactions se
faisant sur boite avec un milieu LB avec 2% NaCl, les tests de résistance doivent aussi se faire
sur ce milieu-la. Finalement, la souche A1552 AhcpIAhcp2 n’ayant pas été testée auparavant
doit aussi étre résistante aux concentrations en antimicrobiens utilisées sur milieu LB
contenant 2% NaCl. De ce fait, une culture d’E. coli a DOgsoonm =1.3 et une culture de Vibrio
cholerae AhcpIAhcp2 3 DOgoonm=2 (DOsoonm a laquelle le SST6 chez Vibrio cholerae est
¢tudi€) sont incubées trois heures dans un milieu LBA avec 2% NaCl contenant les

antimicrobiens aux concentrations de travail. Les bactéries sont ensuite récupérées, diluées 10°
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fois et dénombrées (Figure 17). Ainsi les concentrations testées pour la résistance seront les
mémes que celles utilisées pour les tests en WB, 0.78 ug/mL pour la CB et 0.05 pg/mL pour la
TC, sauf pour la PmB puisque la souche MC4100 d’E. coli y est plus sensible que Vibrio
cholerae. De ce fait, la concentration utilisée en PmB sera la concentration utilisée dans le

laboratoire pour les souches d’E. coli, concentration établie a 0.39 pg/mL.
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Figure 17. Dénombrement des souches MC4100 et AhcpIAhcp2 incubées 3
heures sur un milieu LBA 2% NaCl contenant les différents antimicrobiens et
démontrant leur résistance.

A) et B) La carbénicilline est a une concentration de 0.78 ug/mL, la tétracycline a 0.05
ug/mkL et la polymyxine B a 0.39 ug/mlL.

D’apres les dénombrements des souches MC4100 d’E. coli et A1552 AhcplAhcp2 de
Vibrio cholerae, les concentrations en antimicrobiens utilisées n’affectent pas la croissance sur
boite LB 2% NaCl et semblent méme 1’induire, permettant alors de conclure que ces

concentrations peuvent étre utilisées pour la suite des expérimentations (Figure 17).
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3.1.2 Identification des deux espéces apreés interactions

Apreés la mise en contact des deux espéces bactériennes, il faut étre capable de

différentier Vibrio cholerae d’Escherichia coli afin de quantifier leur présence respective.
3.1.2.1 Quantification des deux especes par différence de fluorescence mesurée en

cytométrie en flux

Afin de différentier A1552 de MC4100, un plasmide portant le géne de la GFP a ét¢é
introduit dans les souches A1552 WT et AhcplAhcp2. Cependant, ce plasmide porte la
résistance a la carbénicilline (CB), I’'un des antibiotiques étudié. De ce fait des tests sont ici
réalisés afin de voir si en ne maintenant pas la sélection a la CB, les bactéries peuvent garder
le plasmide. Deux cultures de nuit sont donc réalisées, une culture avec la carbénicilline et
I’autre sans D’antibiotique de sélection (A1552pKen2 @ et Al1552pKen2 CB et
AhcplIAhcep2pKen2 O et AhcplAhcp2pKen2 CB). Puis ces cultures de nuit sont relancées en
culture de jour dans du LB avec 2% de NaCl; la culture de nuit sans la sélection est relancée
toujours sans ATB (A1552pKen2 @ O et AhcplAhcp2pKen2 @ ) et la culture de nuit ou la
sélection a ét¢ maintenue et relancée avec ou sans sélection, respectivement A1552pKen2
CB _CB, A1552pKen2 CB @ et AhcplAhcp2pKen2 CB_CB et AhcplAhcp2pKen2 @ . En
parallele, une culture de nuit puis de jour de la souche MC4100 a aussi été réalisée pour servir
de contrdle négatif GFP-. Les deux especes sont ensuite mises en contact ou laissées seules et
déposées sur LBA avec 2% de NaCl, sans antibiotique ou, pour les cultures ou la sélection a
toujours été maintenue, sur LBA contenant la CB. Aprés 3 heures d’incubation, la

fluorescence des échantillons est quantifiée par cytométrie en flux (Figures 18 et 19).
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Figure 18. Quantification des bactéries GFP positives et négatives parmi les

bactéries A1552pKen2, A1552AhcpIAhcp2pKen2 ou MC4100 laissées seules et
dont la sélection antibiotique pour le plasmide pKen2 a été maintenue O/N, O/D
ou n’a jamais été maintenue, montrant un faible pourcentage de bactéries GFP
positives.

Les cultures sont déposées sur LBA 2% NaCl sans antibiotique ou LBA contenant la
CB a 100 ug/mL puis incubées 3 heures. Par la suite, les spots sont récupérés et lavés au PBS.
Les échantillons sont alors passés au cytometre en flux (BD Canto II, FSC :523V;
SSC :586V). Apres avoir sélectionné la population bactérienne (A), le pourcentage de
bactéries GFP positives et négatives est évalue (B), puis [intensité de fluorescence
(Mean :<FITC-A>) est mesurée dans chacune de ces deux populations, respectivement, GF P
positive (haut) et GFP négative (bas). L’analyse des résultats a été faite grdce au logiciel
flowJO version 9.3.2. C) Representation graphique du pourcentage de GFP positives et
négatives parmi toutes les cellules de la population.
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Figure 19. Quantification des bactéries GFP positives et négatives parmi le total
de bactéries A1552pKen2 et A1552AhcplAhcp2pKen2 mises en interaction avec
MC4100 dont leur sélection antibiotique pour le plasmide pKen2 a ét¢ maintenue

en culture O/N, O/D ou n’a jamais été maintenue, montrant un faible
pourcentage de bactéries GFP positives.

Les cultures des deux espéces mises en contact sont déposées sur LBA 2% NaCl sans
antibiotique puis incubées 3 heures. Par la suite, les spots sont récupérés et lavés au PBS. Les
echantillons sont alors passés au cytometre en flux (BD Canto II, FSC :523V; SSC :586V).
Apres avoir sélectionné la population bactérienne (A), le pourcentage de bactéries GFP
positives et négatives est évalué (B), puis [’intensité de fluorescence (Mean :<FITC-A>) est
mesurée dans chacune de ces deux populations, respectivement, GFP positive (haut) et GFP
négative (bas). L’analyse des résultats a été faite grdce au logiciel flowJO version 9.3.2. C)
Représentation graphique du pourcentage de GFP positives et négatives parmi toutes les
cellules de la population.

Les résultats de cytométrie en flux indiquent que seulement 0.01% des bactéries de la
souche MC4100 échantillonnées sont GFP+, confirmant que cette souche est effectivement
GFP- (Figure 18). En effet, la souche MC4100 ne porte pas le plasmide pKen2 et ne possede
pas naturellement les geénes de la GFP. Concernant les souches A1552pKen2 et

A1552AhepIAhep2pKen2, il est, tout d’abord, possible d’observer que lorsque la sélection a
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I’antibiotique n’est pas maintenue durant toute la culture ou seulement en culture de jour, le
pourcentage des souches GFP+ diminue drastiquement (Figure 18). En effet, lorsque la
sélection a la CB n’est pas maintenue en culture de jour, A1552pKen2 CB O et
A1552AhepIAhep2pKen2 CB O, Y4 des bactéries perdent le plasmide et lorsque la sélection
n’est jamais maintenue, A1552pKen2 @ O et AhcplAhcp2pKen2 O O, la majorité des
bactéries peuvent perdre le plasmide (Figure 18). Cependant, 1’analyse indique que les souches
A1552pKen2 CB CB et A1552AhcpIAhcp2pKen2 CB CB, ou la sélection a toujours été
maintenue, ne sont qu’a, respectivement, 57.8% et 74.6% GFP+. Ceci suggere que lors de la
quantification des souches apres les interactions, il ne sera pas possible de discriminer toutes
les Escherichia coli (GFP-) des Vibrio cholerae (GFP+). Les tests d’interactions ont,
cependant, ¢été réalisés et une majorité des bactéries échantillonnées sont GFP- alors que les
ratios entre les deux souches priorisaient Vibrio cholerae (GFP+) (Figure 19). Cette méthode

de distinction entre les deux espéces ne peut donc pas étre utilisée.

3.1.2.2 Identification des deux espéces par production de béta-galactosidase

Les deux souches A1552 WT et AhcplAhcp2 ont été auparavant transformées et
portent une insertion chromosomique du géne /acZ, codant la béta-galactosidase. De ce fait,
apres avoir mis en contact les deux especes et fait des dilutions en série de la culture, les
bactéries sont étalées sur boite avec X-gal. Les colonies bleues sont donc Vibrio cholerae et

les colonies blanches sont Escherichia coli (Tableau VII).

Tableau VII. Apparence des colonies des souches MC4100 d’E. coli et A1552 WT et
AhceplAhcp2 de V. cholerae sur boite avec X-Gal apres 3h d’interaction.

Apparence des colonies

A1552 Bleues mais certaines sont blanches

Bactéries seules AhcplAhcp2 Bleues mais certaines sont blanches
MC4100 Blanches

Interactions A1552+ MC4100 Tapis avec mélange de bleu et blanc

AhcplAhcp2 +MC4100  Tapis avec mélange de bleu et blanc
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D’apres le tableau VII, toutes les Vibrio cholerae, souches A1552 WT et AhcplAhcp?2
ne sont pas bleues, de ce fait la discrimination entre les deux espéces bactériennes ne peut pas
se faire précisément. De plus, lors des interactions, le ratio utilisé¢ entre les deux especes est en
faveur de Vibrio cholerae, induisant donc lors de 1’étalement un tapis de cette espece sur les
boites de sélection a la béra-galactosidase. Il est donc préférable de pouvoir sélectionner les

deux especes indépendamment.
3.1.2.3 Sélection par antibiotiques des trois souches, A1552 WT et AhcpIAhcp? et

MC4100

Afin de dénombrer les bactéries en fin de compétition, la sélection de chacune des
souches est nécessaire. De ce fait, la souche MC4100 étant résistante a la streptomycine et pas
les souches A1552 WT et mutantes, E. coli est sélectionnée sur milieu LB contenant de la
streptomycine a 50 pg/mL. Les souches A1552 WT et AhcplAhcp2 sont, quant a elles,
résistantes a la rifampicine et donc sélectionnées sur LB contenant de la rifampicine a 50

pg/mL puisque la souche MC4100 y est sensible a cette concentration (Figure 20).
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Figure 20. Sélection des souches MC4100 d’E. coli et A1552 WT et
AhcplAhcep?2 de Vibrio cholerae sur LBA streptomycine ou rifampicine, ou E.
coli est résistante a la streptomycine et V. cholerae est résistante a la rifampicine.

La souche MC4100 est sensible a la dose de 50 ug/mL de rifampicine et les souches
A1552 WT et AhcpIAhcp?2 sont sensibles a la streptomycine a 50 ug/mlL.

La figure 20 indique clairement que la souche MC4100 d’E. coli est bien sensible a la
rifampicine a 50 pg/mL et qu’elle est bien résistante a la streptomycine 50 pg/mL. De plus, les
deux souches de Vibrio cholerae sont bel et bien résistantes a la rifampicine et sensible a la
streptomycine. De ce fait, la sélection des deux espéces bactériennes par les antibiotiques

streptomycine et rifampicine sera utilisée lors des interactions.

3.1.3 Paramétres de compétitions inter bactériennes

Les compétitions inter bactériennes sont couramment utilisées dans les projets ayant
pour sujet d’étude le SST6. Les conditions d’interactions, comme le temps d’interaction, le
ratio a utiliser et le milieu dans lequel se font les compétitions inter bactériennes ont au
préalable étaient mises au point et ont fait 1’objet de plusieurs publications. Cependant, ces

conditions dépendent grandement des bactéries mises en interactions et du fait des multiples
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parametres entrant en jeu et pouvant alors faire évoluer le résultat final, nous avons voulu
tester plusieurs conditions afin établir des parameétres dans lesquels la modulation par les
antimicrobiens, vue en analyse protéomique (spectrométric de masse et Western blot), se
traduirait le mieux dans les taux de fatalit¢ d’Escherichia coli en compétition avec Vibrio

cholerae.
3.1.3.1 Essais de différents temps d’interaction
Quatre temps de compétition ont été testés, 1 heure, 2 heures, 3 heures et 4 heures. La

souche sauvage A1552 a été mise en contact avec MC4100 puis elles ont ét¢ dénombrées en

utilisant la sélection par antibiotiques (rifampicine et streptomycine, respectivement) (Figure
21).
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Figure 21. Dénombrement des deux espéces et pourcentage de différence entre

E. coli en interaction et seule en fonction des temps de compétition.

A) Dénombrement de MC4100 et A1552 WT apres différents temps d’interaction et
apres respectivement sélection a la streptomycine ou a la rifampicine B) pourcentage de la
différence entre le nombre de colonies de la souche MC4100 incubée seule ou avec A1552.
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Les dénombrements bactériens en figure 21A, semblent indiquer que c’est a partir de 3
heures d’interaction que la souche A1552 pousse mieux en présence de sa proie MC4100 et la
figure 21B montre que c’est aussi a partir de 3 heures que la différence entre le nombre de
colonies de la souche d’E. coli seule et en interaction est augmentée (26%) et cette différence
est d’autant plus marquée a 4 heures d’interaction. Nous choisirons donc de travailler avec 3
heures d’interactions entre les deux espeéces bactériennes, temps d’interaction nous permettant
d’allier les contraintes de la réalisation technique (plus de 8 heures de manipulations) a un

temps d’interaction suffisamment long pour tuer plus de 75% des E. coli.

3.1.3.2 Essais de différents ratios entre les deux especes

Le ratio entre les deux espéces bactériennes est un paramétre important des
compétitions inter bactériennes. Dans la littérature, le ratio souvent appliqué est une MC4100
pour quatre A1552 (1/4), ratio volumique, ne prenant donc pas en compte la différence de
DOsoonm entre les deux cultures. Ainsi, les souches, sauvage et double mutante, d’A1552 ont
¢été mises en contact avec MC4100 pendant 3 heures, en utilisant donc les différents ratios
testés puis elles ont ét¢ dénombrées par sélection aux antibiotiques (rifampicine et
streptomycine, respectivement) (Figure 22). A la suite des dénombrements, le taux de fatalité
d’Escherichia coli face a Vibrio cholerae a été calculé. Ce taux prend en compte le nombre de
colonies de MC4100 seule auquel est divisé la différence entre le nombre de colonies de
MC4100 mise en interaction avec le double mutant du SST6 et le nombre de colonies de
MC4100 avec A1552 sauvage. Ce taux est exprimé en pourcentage et est le témoin de la

capacité de Vibrio cholerae a tuer E. coli.
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Figure 22. Taux de fatalité de la souche MC4100 face a la souche A1552 WT
apres [’utilisation de trois ratios entre les deux especes lors des tests de
compétition.

Le ratio 1/4 représente 1 volume de culture de MC4100 pour 4 volumes de culture de A1552
WT ou AhcplAhcp2, le ratio 1/1 traduit qu’il y a autant de culture de MC4100 que d’A1552
WT ou AhcplAhcp?2 et le ratio 4/1 représente 4 volumes de culture de MC4100 pour 1 volume
de cultures d’A1552 WT ou AhcplAhcp?.

La figure 22 démontre bien que le ratio induisant un plus haut taux de fatalité¢ pour la
souche MC4100 est le ratio 1/4 ou 1 volume de culture d’E. coli a été mis au contact de 4
volumes de culture de Vibrio cholerae sauvage ou mutante, ce sera donc le ratio qui sera

utilisé. Ce ratio permet a V. cholerae de tuer plus de 60% des E. coli, en 3h d’interaction.

3.1.3.3 Etude de la sécrétion par le SST6 lors des tests de compétition

Lors des tests de compétition, les protéines et autres effecteurs sécrétés par le SST6 de
la bactérie sont, entre autres, dans les bactéries cibles mais aussi perdus dans le milieu de
culture. Ceci ne permet donc pas d’évaluer le niveau d’activation du SST6 de V. cholerae. De
ce fait, une membrane de cellophane a été placée entre le milieu de culture et le spot de culture
bactérienne. Ainsi a la fin de I’interaction la membrane est lavée puis les bactéries et protéines
sécrétées sont récupérées. Un dénombrement des bactéries est réalisé et un Western blot anti

Hcp est aussi réalisé afin d’apprécier la sécrétion de cette protéine et donc le niveau

116



d’activation du SST6. Cependant la membrane de cellophane utilisée n’a pas été assez poreuse
pour laisser passer les nutriments du milieu de culture, ainsi aucune bactérie n’a pu étre
dénombrée puisqu’elles ont été tuées lors des quatre heures d’incubation; le Western blot n’a

donc pas été réalisé.
3.2 Compétitions entre Vibrio cholerae traitée aux antimicrobiens et

Escherichia coli

A la suite des mises au point, les compétitions inter bactériennes peuvent étre réalisées.
Ainsi, Vibrio cholerae est cultivée en bouillon jusqu’a la phase de croissance connue comme
celle ou le SST6 est actif (DOsoonm=2), puis les deux espéces bactériennes sont mises en
contact pendant 3 heures a un ratio une Escherichia coli pour quatre Vibrio cholerae sur un
milieu LBA 2% NaCl. Les deux especes sont ensuite dénombrées en utilisant la méthode de

sélection par antibiotique.
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Figure 23. Dénombrement des souches A1552 WT et AhcpIAhcp2 et MC4100 a
la suite de 3h de compétition inter bactérienne.

A) et B) Dénombrement des souches de V. cholerae en interaction avec E. coli. C)
Dénombrement de MC4100 en interaction avec A1552 SST6+ (WT) ou SST6- (AhcplAhcp?).
A) B) et C) Apres les trois heures d’interaction les spots de bactéries sont récupérés, dilués
10° fois puis étalés sur boites LB contenant la rifampicine a 50 ug/mL (sélection des V.
cholerae) et sur boites LB contenant la streptomycine a 50 ug/mL (sélection des E. coli)

(n=1).
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Figure 24. Taux de fatalité de la souche d’Escherichia coli MC4100 face a
Vibrio cholerae A1552 traitée avec différents antimicrobiens.

Premiérement, lorsque I’on compare les dénombrements des bactéries seules et en
interaction, indépendamment, en fonction des traitements antimicrobiens, les graphiques de la
figure 23 indiquent que les antimicrobiens utilisés ne tuent pas les trois souches bactériennes
utilisées mais il paraitrait méme que les bactéries traitées sont plus nombreuses en fin de
culture que les bactéries n’ayant pas regu de traitements antimicrobiens. De plus, lorsque 1’on
étudie les trois souches indépendamment, le graphique de la figure 23 A indique que le nombre
de colonies de la souche A1552 sauvage en fin d’interaction est plus important que le nombre
de colonies lorsque cette souche est seule et ce quel que soit le traitement antimicrobien (cette
observation avait déja était faite lors des tests des différents temps d’interaction). Il en est de
méme pour la souche A1552AhcpIAhcp2, qui lorsqu’elle est mise en interaction avec M4100
parait mieux pousser que lorsqu’elle est seule et ce méme avec un traitement antimicrobien,
sauf avec la PmB ou le nombre de colonies aprés interaction est inférieur au nombre de
colonies ou la souche a été seule (Figure 23B). Ces observations montrent que lorsque Vibrio
cholerae est en interaction avec Escherichia coli, elle semble trouver avantage de cette

interaction en poussant mieux. En ce qui concerne les dénombrements de la souche MC4100,
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il est clairement remarquable que lorsque la souche MC4100 est en interaction avec la souche
A1552 sauvage, le nombre de colonies diminue de plus de 80% et ce quel que soit le
traitement antimicrobien. Cette diminution drastique s’explique par I’activité du SST6 chez la
souche sauvage. Cependant, lorsque MC4100 est en interaction avec le double mutant du
SST6, A1552AhcpIAhcp2, une diminution de 50% du nombre de colonies de MC4100 est
aussi observable. Ceci démontre que Vibrio cholerae a la capacité de tuer la souche MC4100
par un autre mécanisme que le SST6 et ce toujours quel que soit le traitement antimicrobien.
De plus, le graphique de la figure 23B indiquait que lors du traitement a la PmB, le nombre de
colonies de la souche A1552AhcpIAhcp?2 était inférieur en interaction que seule, mettant alors
en lumiere un effet de la PmB, lors de la mise en contact des deux especes bactériennes. Le
graphique de la figure 23C indique, quant a lui, que la diminution du nombre de colonies de
MC4100 lors du traitement a la PmB avec la souche double mutante est bien moins
importante, seulement 12% de perte d’E. coli contre 50%, ceci sGrement di a I’effet de la

PmB et au nombre moins important de Vibrio cholerae AhcpIAhcp?.

En ce qui concerne les taux de fatalité d’Escherichia coli face a Vibrio cholerae, celui-
ci est calculé en prenant compte le nombre de colonies de MC4100 seule auquel est divisé la
différence entre le nombre de colonies de MC4100 mise en interaction avec le double mutant
du SST6 et le nombre de colonies de MC4100 avec A1552 sauvage. Ce taux est exprimé en
pourcentage et est le témoin de la capacité de Vibrio cholerae a tuer E. coli. Ainsi, d’apres la
figure 24, le taux de fatalité de la souche MC4100 lorsqu’A1552 est traitée a la CB, est
diminué de prés de 50%. La CB diminuerait donc la capacité de Vibrio cholerae a tuer E. coli

alors que nous avions vu que la CB induisait I’activité du SST6.

Le traitement a la TC n’aurait pas d’effet sur la capacit¢ de Vibrio cholerae a tuer E. coli
puisque les taux de fatalité entre le contrdle et le traitement sont égaux. Lors des WB, nous
avions identifi¢ une modulation de la cinétique d’action du SST6 par la TC mais aucune
modulation quant a D’intensité d’activité de celui-ci, ce qu’il se traduit lors de ces tests de

mises en contact.

Le taux de fatalit¢ de la souche MC4100 lorsqu’A1552 est traitée a la PmB est augmenté de
pres de 50% comparée au taux de fatalit¢ de MC4100 lorsqu’elle est en interaction avec

A1552 qui n’a pas été traitée a un antimicrobien. Cette augmentation de la fatalité indiquerait
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donc une plus forte capacité de Vibrio cholerae a tuer E. coli grace au traitement a la PmB;

PAM dont nous avions vu qu’il induisait I’activation du SST6.

Ces tests d’interaction sont des tests faisant intervenir beaucoup de parameétres qui pourraient
influencer les taux de fatalit¢ de MC4100 finaux. De ce fait, il est primordial de les répéter

afin de s’assurer de la reproductibilité de ces résultats, puisqu’ici n=1 seulement.
4 Evaluation du Systéme de Sécrétion de Type VI comme facteur de résistance aux

antimicrobiens

Dans cette partie de 1’étude, nous nous concentrerons sur 1’analyse du réle du SST6
dans la résistance aux antimicrobiens. En effet, nous voulons déterminer si la modulation du
SST6, précédemment observée, est le résultat de I’activation du SST6 comme mécanisme de
résistance aux antimicrobiens. En d’autres termes, nous chercherons a déterminer si le SST6
permet la sécrétion d’effecteurs de résistance aux antimicrobiens. De ce fait, le double mutant

AhcplAhcep2, n’ayant plus le SST6 fonctionnel va étre étudié et comparé a la souche sauvage.

4.1 Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la souche

A1552 Ahcp1Ahcp?2 et rappel pour la souche sauvage

Afin de mesurer si le SST6 améne une résistance accrue aux antimicrobiens, les CMI
des antibiotiques ici étudiés ont été effectuées sur la souche A1552 AhcplAhcp2. Aucune
différence n’a été observée entre les CMI des antibiotiques de la souche sauvage et mutante
(Tableau VIII). De ce fait, la souche double mutante pour le SST6 n’est pas plus sensible ou
résistante aux antibiotiques que la souche sauvage, démontrant ainsi que pour les conditions de

tests des CMI, le SST6 n’ameéne pas de résistance accrue aux antibiotiques.
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Tableau VIII.  Concentrations minimales inhibitrices des ATB pour les souches A1552 WT

et
AhcplIAhcp?.
Souches A1552 WT et Traitements Concentrations
Ahcp1Ahcp2 minimales inhibitrices
des antibiotiques
(ng/mL)
Aucun traitement 0]
Carbénicilline 50
Tétracycline 3.2
Chloramphénicol 0.8
Kanamycine 25.6

4.2 Essais de contact entre les antimicrobiens a fortes doses et les souches

A1552 WT et AhcplAhcp2

Comme aucune différence de CMI entre les deux souches, sauvage (SST6+) et mutante
(SST6-) n’a été observée, un nouveau test est réalisé toujours afin de s’assurer que le SST6
n’apporte pas une résistance accrue aux antimicrobiens. De ce fait, les bactéries en condition
latente (milieu de culture remplacé par du PBS) sont mises en contact 1h avec d’importantes
concentrations en antimicrobiens correspondantes a 1/2 des CMI (Figure 25A). Ceci
permettra, apres dénombrement des colonies formées, une meilleure appréciation des

différences de résistance entre les deux souches (Figure 25B).
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Traitements Concentrations Concentrations Concentrations
minimales d’utilisation des testées lors des
Souches A1552 imhibitrices des anfibiotiques tests de contacts
WT et anfibiofiques {pg/mL) {pg/mL)
AhcplAhep2 {pg/mL)
Aucun traitement o 0 0
Carbénicilline 50 0.78 25
Tetracycline 32 0.05 1.6
Polymyxine B & 0.39 11.75
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Figure 25.

A) Concentrations des différents antimicrobiens utilisés en fonction des CMI et des
concentrations d utilisation pour les souches A1552 WT (SST6+) et AhcplAhcp?2 (SST6-). B)
Dénombrement des UFC/mL des souches SST6+ et SST6- apres 1 heure de contact avec les
antimicrobiens.

Dénombrement des deux souches SST6+ et SST6- apres 1 heure de
contact avec d’importantes concentrations en antimicrobiens, ou la souche SST6-
semble mieux résister aux antimicrobiens.
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Le graphique de la figure 25B montre qu’en présence de fortes concentrations en
antibiotiques (CB et TC) ou en PAM (PmB), la souche A1552AhcpIAhcp2 (SST6-) semble
mieux pousser et mieux résister que la souche A1552 sauvage (SST6+). Cette indication serait
le signe qu’en absence du SST6 fonctionnel, Vibrio cholerae serait en mesure de mieux
résister aux actions des antimicrobiens. Le graphique démontre donc bien que le SST6
n’apporte pas une résistance accrue aux antimicrobiens et donc que les modulations vues sur le
SST6 sont probablement le résultat d’une adaptation de Vibrio cholerae a un environnement

changeant, pouvant indiquer la présence de compétiteurs producteurs de PAM ou d’ATB.
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Discussion

Vibrio cholerae est une bactérie environnementale aquatique ayant la capacité de
coloniser le tractus digestif de I’Homme et induire des symptomes diarrhéiques grace a ces
facteurs de virulence, aussi exprimeés lorsque la bactérie est dans 1’eau (Colwell et al., 1996).
Le choléra est une maladie encore a ce jour classée par I’OMS comme un probléme majeur de
santé publique et dont le traitement le plus efficace reste la réhydratation et I’administration de
sels permettant la compensation des pertes d’¢électrolytes et d’eau (Ali et al., 2015). Les cas
séveres de choléra peuvent étre traités par antibiotiques ou la durée et I’intensité des
symptomes seront raccourcies, ce qui permet alors une diminution de la probabilité de
propagation de la maladie (Towner et al., 1980). Cependant les traitements antibiotiques
induisent chez Vibrio cholerae la mise en place de mécanismes de résistance alors que la
bactérie est déja fréquemment en contact avec des molécules antimicrobiennes dans son
environnement aquatique et chez son hote (Garg et al., 2001). En effet, les eaux des rivieres et
les environnements aquatiques de maniére générale sont aujourd’hui pollués par de petites
doses en antibiotiques rejetés par les déchets médicaux et de I’agriculture (Larsson, 2014). De
plus, lorsque Vibrio cholerae colonise le tractus digestif de I’Homme elle se retrouve
confrontée a des doses variables en peptides antimicrobiens de systéme immunitaire inné et du
microbiote intestinal (Destoumieux-Garzén et al., 2014). Les molécules antimicrobiennes
sont, de plus; connues pour leurs capacités de modulation d’expression des génes de virulence
des pathogenes a des doses sous-létales (Romero et al., 2011). De ce fait les objectifs de ce
projet ont été d’analyser la modulation que pourraient avoir certains peptides antimicrobiens
d’origine bactérienne et certains antibiotiques sur un facteur de virulence particulier de Vibrio
cholerae qui est le Systeme de Sécrétion de Type VI (SST6). En effet, le SST6 est un facteur
de virulence qui parait indispensable a la bactérie lors de 1’établissement de la colonisation
dans 1I’hdte grace a ses capacités de compétition avec le microbiote intestinal et de défense
contre les cellules immunitaires eucaryotes (Pukatzki et al., 2006), (MacIntyre et al., 2010).
De plus, le SST6 est aussi important a Vibrio cholerae lorsqu’elle se retrouve dans
I’environnement aquatique puisqu’il lui permet de résister aux attaques de prédateurs
eucaryotes et de compétitionner avec les autres especes bactériennes et donc de survivre dans

I’eau (Ishikawa et al., 2009). Ainsi la compréhension de la modulation par les antimicrobiens,



a des doses sous létales, du SST6 pourrait permettre de trouver une alternative aux traitements
du choléra permettant I’inhibition de la colonisation intestinale par Vibrio cholerae sans

induire de pression sélective et donc de population de souches résistantes.

L’étude s’est alors portée sur l’analyse comparative par spectrométric de masse
quantitative des protéines du SST6 qui sont sécrétées et retrouvées dans les différents
compartiments cellulaires en réponse a une exposition sous-létale en PAM d’origine
bactérienne. Nous avons pu, ainsi, voir que certains PAM avaient la capacit¢ de moduler
positivement ou négativement le SST6. Ces résultats ont alors été confirmés par WB dirigés
contre la protéine Hcp, qui est le témoin d‘activation du SST6. Il a ainsi pu €tre mis en
¢vidence I’effet activateur de la Polymyxine B (PmB) sur le SST6 et un effet potentiellement
répresseur ou inhibiteur des autres PAM sur la sécrétion. De plus, afin de compléter 1’étude, la
modulation de certains antibiotiques a aussi ¢t¢ analysée par WB dirigés contre plusieurs
protéines du SST6 dont VipB, ClpV, TseL et Hcp. La encore, certains ATB ont montré un
pouvoir activateur du SST6, comme la CB, mais d’autres ATB comme le CM semblent avoir
un effet inhibiteur du SST6. La TC semble quant a elle, moduler la cinétique d’activation du
SST6 en I’anticipant plutét que de modifier quantitativement son activation. A la suite de ces
WB, I’analyse de la modulation des antimicrobiens sur le SST6 a été poursuivie par 1’étude de
la capacité bactéricide du systeme. En effet, lorsque le SST6 est actif, il présente une activité
antibactérienne contre Escherichia coli en test de compétition inter-bactérienne. Nous avons
donc voulu mettre en évidence les effets activateurs ou inhibiteurs des antimicrobiens sur la
capacité du SST6 a tuer la bactérie. Ainsi, 1’effet activateur de la PmB sur le SST6 est encore
visible en tests de compétitions mais les effets de la CB et de la TC n’ont pas pu étre appréciés
lors de ces tests. Puis 1’é¢tude s’est poursuivie par 1’évaluation de la résistance aux
antimicrobiens apportée par le SST6. Ainsi, aucune différence de CMI n’a été observée entre
les deux souches SST6+ et SST6- et lorsque ces souches sont mises en contact avec de fortes
concentrations en antimicrobiens, la souche SST6- parait plus résistante. De ce fait, le SST6
n’apporterait pas de résistance accrue aux antimicrobiens et son absence permettrait méme de

mieux y résister.

Lors de cette étude, aucune analyse statistique n’a été réalisée puisqu’il n’a jamais été possible

de normaliser le temps de culture de Vibrio cholerae pour atteindre la DOsoonm d’activation du
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SST6 voulue. Ainsi, méme si certaines des manipulations ont été faites trois fois et plus, il
n’est pas possible de compiler les valeurs des manipulations pour en analyser la
reproductibilité. C’est un défaut de 1’étude et il serait bien de pouvoir le contourner a I’avenir
afin d’étre plus confiants dans les résultats présentés. La solution serait de travailler avec une
durée de culture fixe et non plus une DOsoonm fixe, sous la dépendance que cette durée soit
suffisante a 1’activation du SST6. Cette activation serait confirmée par WB ou bien par un
suivi a temps réel lors de la culture grace a un systéme rapporteur tel que les génes de la

luciférase.
1. Analyse du sécrétome et des protéomes cytosolique/périplasmique et
membranaire de la souche A1552 sauvage en présence de doses sous-létales en
peptides antimicrobiens bactériens

1.1 Détermination des concentrations de travail des peptides antimicrobiens

En ce qui concerne la Microcine C7 (MC7), la Lactocine 705 (Lact705), la Thuricine S
(ThuS) et la Microcine J25 (MJ25) aucune concentration minimale inhibitrice (CMI) préalable
n’était connue pour la souche A1552 de Vibrio cholerae, mais la bactérie est connue pour
fortement résister aux PAM. De ce fait, les consignes de suspension du fabricant ont été
suivies et les concentrations maximales pouvant étre utilisées ont été testées. Les CMI de ces
PAM n’ont jamais pu €tre atteintes malgré les fortes concentrations testées, nous forgant alors
a utiliser la plus forte concentration possible et vérifier la croissance et les densités optiques a
600nm (DOeoonm) en fin de culture. Ainsi a la fin des cultures, aucun retard de croissance n’a
été observé, ce qui nous a permis de nous conforter sur les concentrations utilisées. En ce qui
concerne la Polymyxine B (PmB), la concentration de travail pour la souche A1552 est bien
connue mais pas pour un milieu de culture avec une forte pression osmotique (2% NaCl).
Nous avons donc fait le choix de tester les mémes concentrations que celles couramment
utilisées en CMI en milieu contenant 0.5% de NaCl. La CMI pour la PmB n’a alors pas pu étre
atteinte, nous indiquant donc que les bactéries sont plus résistantes a la PmB en conditions de
forte osmolarité. Les tests de CMI ont tout de méme été refaits afin d’obtenir une CMI pour la
souche A1552 cultivée en milieu LB a 2% NaCl mais pour I’analyse quantitative des protéines

en spectrométrie de masse, nous avons fait le choix de ne pas utiliser une forte concentration
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en PmB puisque ces résultats serviront aussi pour I’analyse du protéome d’autres facteurs de

virulence étudiés dans le laboratoire.
1.2 Analyse quantitative des protéines du Systéme de Sécrétion de Type VI par

spectrométrie de masse

L’analyse quantitative des protéines du SST6 semble indiquer une induction de la
sécrétion de la protéine Hcp par le SST6 lors du traitement a la PmB ainsi qu’une
augmentation de la présence a la membrane des protéines allant dans le sens d’une activation
du SST6 par la PmB. Ceci confirme une observation faite chez Pseudomonas aeruginosa dans
I’é¢tude de Ho et al., en 2013, ou six fois plus d’ATPase ClpV se retrouvait a la membrane lors
du traitement a la PmB. Il avait alors ét¢ conclu que la PmB activait le SST6 a cause des
dommages créés par I’activité de 1’antimicrobien sur les membranes cellulaires (Ho et al.,
2013). La Lact705 semblerait, quant a elle, diminuer la sécrétion de la protéine Hcp et
séquestrer dans la cellule les protéines de structures et les effecteurs du systéme, alors que la
MC7 semble indiquer une diminution générale des toutes les protéines du SST6. Concernant la
sécrétion de la protéine Hep lors des traitements a la MJ25 et a la ThuS, on observe
respectivement, une diminution et une légeére augmentation quantitative de Hcp dans le
sécrétome. La modulation vue lors des traitements a la Lact705, a la MC7, a la MJ25 et a la
ThuS est a confirmer par WB et est le sujet d’un projet a part entiere. Ici, 1’étude s’est

focalisée sur la modulation de la PmB et des antibiotiques sur le SST6.

L’analyse quantitative par spectrométrie de masse n’a été réalisée qu’une seule fois, de
ce fait, aucune analyse statistique des résultats ici avancés n’a été réalisée. Les résultats sont
donc seulement a considérer comme un point de départ a 1’étude de la modulation du SST6 par

les PAM d’origine bactérienne.
2. Evaluation par Western blot des effets des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio
cholerae
La suite de 1’étude a donc été réalisée avec les traitements a la PmB et aux

antibiotiques dont les CMI et les concentrations de travail ont été établies. Aucun retard de

croissance ni modification quantitative lors des traitements antimicrobiens n’ont été observés
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confirmant que les concentrations utilisées sont effectivement sous létales. De ce fait, la
cinétique de la sécrétion et de la présence dans les bactéries de la protéine Hcp a pu étre
réalisée. Ainsi, sans traitement antimicrobien nous pouvons remarquer que la sécrétion de la
protéine Hcp ne commence réellement qu’a partir de la DOgoonm=2.2 €t que cette protéine Hep
est déja présente dans les culots a la DOsoonm=1.9. Effectivement, la régulation du SST6 se fait
avec le Quorum Sensing et a haute densité cellulaire le systéme est activé, comme ce que I’on

peut voir lors de cette cinétique (Ishikawa et al., 2009), (Joshi et al., 2017).

Puis a la suite des cinétiques de sécrétion et de présence dans les culots bactériens de la
protéine Hep, des WB dirigés contre plusieurs protéines du SST6, VipB, ClpV et TseL, ont été
réalisés afin de poursuivre de maniére plus globale 1’é¢tude de la modulation des antibiotiques
sur le SST6; pour ces mémes échantillons, un WB dirigé contre la protéine Hcp a aussi été
réalisé permettant de comparer les deux séries d’échantillonnage. De plus, les cultures utilisées
pour la préparation des échantillons de ces WB ont été arrétées et prélevées aux alentours de la
DOesoonm @ laquelle nous avions vu un maximum de sécrétion de Hep lors de la cinétique pour

le contrdle (DOsoonm=2.2).

Ainsi, I’analyse de la cinétique en réponse au traitement a la CB montre que cet antibiotique
induirait la sécrétion par le SST6 de la protéine Hep grace a I’augmentation quantitative de la
protéine Hcp dans les bactéries. De plus, les WB dirigés contre les protéines VipB et TseL
vont aussi dans le sens d’une augmentation de la présence cellulaire de ses protéines. La CB
induirait, donc, chez la souche A1552 de Vibrio cholerae, 1’activation du SST6, en
augmentant la sécrétion de la protéine Hcp et sa présence dans les culots bactériens ainsi que
la présence de VipB et TseL. Aussi, il a ét¢ montré chez des souches de Klebsiella
pneumoniae résistantes aux carbapénémes, qu’un traitement en béta-lactamines en
concentrations sous létales augmentait la sécrétion et 1’expression de la protéine Hep et d’un
effecteur du SST6 allant donc dans le méme sens que notre observation (Liu et al., 2017). La
sur-expression des geénes du SST6, ici suggérée par les quantités augmentées des protéines
dans les culots bactériens lors des WB pourrait étre vérifiée par PCR quantitative (qPCR) sur
les ARNm des génes codant pour ces protéines ou bien sur les premiers génes des quatre
opérons du SST6. En effet, lors de 1’analyse des WB il est plus rigoureux d’apprécier les

résultats des culots bactériens comme des quantités de protéines présentes dans la cellule et
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aux membranes seulement, plutot que d’extrapoler ces résultats en termes d’expression. Les
WB ne sont le reflet que de la derniére étape d’expression des génes en protéines et de ce fait,
plusieurs étapes de régulations post-transcriptionnelles et traductionnelles peuvent en modifier
la finalité. Ainsi, les prochaines étapes de 1’étude seraient d’analyser les quantités d’ARNm
des genes des protéines du SST6 et plus largement des genes des régulateurs du SST6 par
qPCR, permettant alors de s’affranchir de la régulation post-traductionnelle. De plus, le suivi
de I’expression des geénes du SST6 ou des genes de ses régulateurs pourrait aussi se faire grace
au systéme rapporteur de la luciférase. Ainsi, en effectuant une construction génétique ou les
génes de la luciférase sont introduits en aval des promoteurs des geénes a étudier, la
transcription de ces génes peut étre suivie et méme quantifiée, in fine, grace a la production et
la détection de bioluminescence. Ceci permettrait donc de réaliser un suivi en temps réel de
I’expression des genes du SST6 (ou des genes des régulateurs du SST6) et donc de pouvoir

apprécier en temps réel I’'impact des antimicrobiens sur cette transcription.

L’analyse de la cinétique de Hep en réponse a la TC semble indiquer une activation anticipée
de la sécrétion par le SST6, par rapport au controle sans antibiotique, sans pour autant indiquer
de modification quantitative de cette sécrétion. Cependant, la présence de Hcp dans les culots
semblerait étre augmentée en fin de culture suggérant une modification de la régulation
séquentielle de la sécrétion de Hep sans modification de la cinétique de la présence dans les
cellules et donc peut étre dans I’expression des génes hcp-1 et hep-2. En effet si I’expression
des geénes n’est pas modifiée dans le temps mais que la sécrétion est anticipée alors, en fin de
sécrétion, la protéine Hep s’accumulerait dans les cellules, ceci pourrait aussi étre vérifié par
qPCR en choisissant plusieurs temps de culture et en comparant le traitement a la TC et le
controle non traité. De plus, les WB des autres protéines du SST6 devraient étre refaits avec
des échantillons récupérés a la DOsoonm= 1.8, DOsoonm @ laquelle la TC active la sécrétion de
Hcp. En effet, I’analyse des WB des autres protéines du SST6 montre une diminution
quantitative générale des protéines du SST6 mais pour une DOsoonm fixe et slirement pas

équivalente a la DOgoonm a laquelle la TC permet un maximum d’activation du systeéme.

Lors du traitement au CM, les deux séries de WB dirigés contre la protéine Hcp dans les SN
indiquent une absence totale de sécrétion de la protéine. De plus, dans les culots bactériens, les

WB dirigés contre ClpV, TseL et Hep indiquent aussi une diminution de la quantité de ces
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protéines pouvant alors suggérer que le CM inhiberait I’activation du SST6, en diminuant la
présence cellulaire des protéines du systéme. Il serait alors intéressant de pouvoir analyser a

I’échelle des régulateurs 1’effet du CM sur le SST6.

L’analyse de la cinétique de Hcp lors du traitement a la KA semble indiquer une inhibition de
la sécrétion de la protéine, quelle que soit la DOgoonm, associée a une accumulation de Hep
dans les culots bactériens. Cependant, I’inhibition de la sécrétion de Hcp dans les SN n’a plus
¢té observée lors de la deuxieme série de WB et les quantités des autres protéines du SST6
semblaient quant a elles diminuées n’allant donc pas vers un effet d’accumulation des
protéines dans les cellules. L’effet de 1a KA sur le SST6 de Vibrio cholerae reste donc encore
a étre réévalué, d’autant plus que la KA a été montrée comme activatrice de I’expression des
genes du SST6 chez Pseudomonas aeruginosa, sans moduler pour autant la sécrétion des
effecteurs du systeme (Jones et al., 2013). De ce fait, une cinétique pourrait étre refaite ou la
présence cellulaire des protéines du SST6, et leurs sécrétions les cas échéants, seraient
¢valuées par WB. Dans le cas de résultats confirmés, des qPCR pourraient alors étre réalisées
sur les geénes des protéines du SST6 et/ou des régulateurs, en fonction de la modulation

observée.

L’analyse de la cinétique de sécrétion et de présence cellulaire de Hcp confirme la modulation
par la PmB, vue lors de I’analyse par spectrométrie de masse, sur le SST6. En effet, les WB
des SN et des culots bactériens indiquaient une quantit¢ importante de protéine Hcp par
rapport au contrdle sans PAM, confirmant une fois de plus que la PmB active bel et bien la
sécrétion de la protéine Hep et augmente sa présence dans les culots bactériens. Les WB pour
les autres protéines n’ont pas été réalisés pour le traitement a la PmB mais les qPCR
pourraient tout de méme éEtre réalisées sur les genes des régulateurs du systeme afin de

comprendre les mécanismes de modulation de la PmB sur le SST6.

Les perspectives de ces analyses seraient donc d’¢tudier par qPCR les réponses des
régulateurs du SST6, tels que HapR, VasH, H-NS CqgsA, aux traitements antimicrobiens. Cette
analyse permettrait alors de voir si la modulation par les antimicrobiens touche 1’échelle de
régulation du SST6 ou bien si cette modulation passe seulement par les activités intrinséques

des antimicrobiens, directement sur le SST6.
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3. Compétitions inter bactériennes

Apres avoir mis en évidence la modulation positive ou négative des antimicrobiens sur
le SST6 par I’analyse en WB des protéines du systéme, nous avons voulu voir si cette
modulation se traduisait aussi sur la capacité bactéricide de la souche A1552, amenée par le
SST6. Cependant, afin d’étre certain d’observer les effets du SST, il est primordial de réaliser
en parallele des tests de compétitions inter bactériennes faits avec la souche A1552 sauvage et
Escherichia coli, les tests avec la souche A1552 dont le SST6 n’est plus fonctionnel
(A15524hcpidhcp?2). Nous avons choisi de ne poursuivre 1’étude qu’avec la CB, la TC et la
PmB, afin de simplifier les tests de compétitions. Ainsi, apres avoir vérifié la résistance d’E.
coli et d’A15524hcplAhcp2 aux concentrations de travail des antimicrobiens, il a fallu mettre

en place une méthode d’identification des deux espéces bactériennes apres les contacts.

3.1 Identification des espéces aprés interactions

Apres la mise en contact des deux especes bactériennes, ’identification de Vibrio
cholerae et Escherichia coli a été testée par quantification en cytométrie de flux de la
fluorescence de la GFP produite par un plasmide introduit dans la souche A1552. Ainsi, la
quantification de la fluorescence serait le reflet de la quantité de Vibrio cholerae et la
différence entre le nombre de cellules totales et celles fluorescentes serait le reflet de la
quantit¢ d’E. coli. Nous étions conscients que cette méthode n’était pas des plus précise
puisque nous devions déduire des deux valeurs de quantification une troisiéme valeur mais
cette lacune aurait pu étre palliée par I’introduction d’un plasmide porteur de genes de
protéines fluorescentes différentes de la GFP dans la souche d’E. coli. De plus, comme le
plasmide GFP utilisé¢ pour marquer les cellules de V. cholerae portait la résistance a la CB,
antibiotique utilisé lors de I’étude, il nous a fallu vérifier si en ne maintenant pas la sélection
du plasmide, ce dernier pouvait rester et s’exprimer dans la souche. Ainsi, aprés quantification
de la fluorescence, nous nous sommes tout d’abord rendu compte que toutes les bactéries, dont
la sélection avait toujours été maintenue, n’étaient pas GFP positives. Ceci peut s’expliquer
par le fait que le comptage de la population entiere de cellules comprend en plus des cellules
vivantes, et potentiellement en train d’exprimer les génes de la GFP, des cellules mortes.

Ainsi, notre population entiére n’est, ici, pas représentative des bactéries vivantes, nous
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aurions alors di utiliser un marqueur de cellules vivantes avant de quantifier la fluorescence.
De plus, puisque 1’étude porte sur la modulation des antimicrobiens, il aurait été plus judicieux
de réaliser une insertion chromosomique dans I'une des deux espéces, des geénes de la GFP
afin de s’affranchir de la sélection antibiotique. Aussi a défaut de déduire une quantité
cellulaire par la différence entre la quantité totale de cellules et la quantit¢ de cellules
fluorescentes, il serait plus fiable et précis de quantifier les deux espéces bactériennes,

chacune exprimant et synthétisant des protéines fluorescentes.

Ainsi, la quantification par mesure de la fluorescence de Vibrio cholerae n’ayant pas été
convaincante, nous avons voulu différencier les deux souches par essais blanc/bleu sur milieu
contenant du X-Gal. En effet, la souche A1552 que nous utilisons au laboratoire avait été
auparavant transformée et le géne /acZ avait été introduit chromosomiquement. Cependant, au
vu des ratio utilisés, en faveur de Vibrio cholerae, et aprés I’effet du SST6 sur E. coli, la
quantité de Vibrio cholerae est 10 fois voire 100 fois plus importante que la quantité d’E. coli,
aprés les contacts, ne permettant donc pas de pouvoir quantifier les deux espéces sur une seule
et méme boite de Pétri. De ce fait, il est primordial de sélectionner chacune des deux souches

indépendamment, par sélection antibiotique, afin d’apprécier leur quantité respective.
3.2 Compétitions entre Vibrio cholerae traitée aux antimicrobiens et

Escherichia coli

Apres avoir vérifié la résistance et la sensibilit¢ des souches aux concentrations de
travail des antimicrobiens sélectionnés, mis au point la méthode d’identification et de
quantification de chacune des deux espéces et déterminé les parametres d’interactions, les tests
d’interactions ont pu étre effectués. Ainsi, apres 1’analyse des dénombrements de chacune des
souches, nous nous sommes rendu compte que les souches A1552 sauvage et mutée pour le
SST6 (SST6-) poussent mieux lorsqu’elles sont en culture avec E. coli. A contrario et comme
attendu, le nombre de colonies de la souche MC4100 d’E. coli est clairement diminué
lorsqu’elle est en interaction avec la souche A1552 sauvage. Cependant, lorsqu’E. coli est au
contact de la souche SST6- de Vibrio cholerae, le nombre de colonies est aussi diminué et ne
retrouve pas un dénombrement équivalent au dénombrement d’E. coli seule. Ces observations

démontrent tout d’abord qu’effectivement Vibrio cholerae est capable de tuer E. coli par le
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SST6 puisque le dénombrement des colonies d’E. coli avec la souche sauvage est inférieur a
celui avec la souche SST6-. Cependant, ceci démontre aussi que lorsque la souche ne posséde
plus un SST6 fonctionnel elle est encore capable de tuer E. coli. Vibrio cholerae posséderait
donc d’autres mécanismes bactéricides actifs contre Escherichia coli. 11 a ét¢ montré que
Vibrio cholerae posséde onze bactériocines actives contre les entérobactéries et qui sont
sécrétées par la bactérie en condition in vivo (Chakrabarty, Adhya, Basu, & Dastidar, 1970).
De plus, les tests d’interactions sont réalisés dans des conditions de forte pression osmotique a
37°C, rassemblant aux conditions retrouvées dans le tractus digestif de I’Homme lors de la
colonisation par Vibrio cholerae pouvant alors expliquer les observations ici faites. Aussi, il
est connu qu’en conditions de co-culture, les deux espeéces bactériennes interagissent entre
elles, induisent des modulations géniques les unes chez les autres et permettant alors a 1’une
des deux especes de prendre le pas sur ’autre. En effet, il a été montré dans plusieurs études
qu’en condition de co-culture les deux espéces bactériennes peuvent moduler leurs génes et les
génes de D’autre espéce permettant alors un effet mutualiste entre les deux espéces ou a
contrario, permettant a I’'une des deux especes de prendre le dessus sur I’autre (An, Danhorn,
Fuqua, & Parsek, 2006), (Yang et al., 2011), (Filkins et al., 2015). Ceci expliquerait aussi
pourquoi le nombre de colonies de Vibrio cholerae en contact avec Escherichia coli est

supérieur au nombre de colonies de Vibrio cholerae seule.

L’analyse des dénombrements des colonies en réponse aux antimicrobiens indique
qu’effectivement les concentrations utilisées ne tuent pas majoritairement les bactéries mais au
contraire, les traitements auraient un effet positif sur les dénombrements des trois souches. En
effet, il est aisé de penser que les antimicrobiens étant utilisés a faibles concentrations, ils
pourraient étre utilisés par les bactéries comme source de nutriments ou comme activateurs de
croissance. De plus, 1’analyse nous a permis de mettre en évidence un effet de la PmB sur la
souche A15524hcplAhep?2 lors des interactions avec E. coli. En effet, lorsque cette souche est
cultivée avec la PmB, le nombre de colonies apres interaction est inférieur au nombre de
colonies ou la souche est seule. Cette différence n’est pas observée lorsqu’A15524hcpiAhcp2
seule est mise en contact avec la PmB. Au contraire, elle semble mieux pousser que la souche
sauvage dans ces conditions. On peut alors envisager un effet combinatoire de la PmB et d’E.

coli par sécrétion de bactériocines, par exemple, sur le double mutant AhcplAhcp2, conduisant
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a une diminution du nombre d’Al15524hcpldhcp2. Ainsi, la différence entre les
dénombrements des colonies d’E. coli seule et aprés interaction avec A1552A4hcplAhcp?2
traitée a la PmB est bien moins importante que celle sans traitement ou avec les autres
antimicrobiens. Ceci peut s’expliquer par le nombre moins important de Vibrio cholerae
disponibles pour agir sur E. coli mais pourrait aussi s’expliquer par 1’effet qu’a la PmB sur la
souche A15524hcpidhep2 lorsque celle-ci est en interaction une autre espece bactérienne. Il
serait donc intéressant d’étudier cet effet dans un nouveau projet. Cependant, il serait aussi
judicieux de complémenter la souche A15524hcpiAdhep?2 avec les génes hep-1 et hep-2 afin de
montrer, tout d’abord, la restauration du phénotype sauvage et afin de montrer que les effets

vus avec cette souche sont bel et bien dus a I’inactivation des deux genes.

L’analyse des taux de fatalité indique que la CB diminuerait la capacité de Vibrio
cholerae a tuer E. coli alors que la CB avait ét¢ montrée comme inductrice du SST6, ce qui
aurait donc di avoir pour effet d’augmenter le taux de fatalité par rapport au contrdle ou V.
cholerae n’a pas été traitée. Dans une étude effectuée sur le SST6 de Pseudomonas
aeruginosa, il a ét¢ montré que la kanamycine induisait I’expression des genes de 1’opéron du
SST6 mais que cette induction ne se traduisait pas au niveau des tests de compétitions inter
bactériennes, ou il avait alors été conclu que I’induction de 1’expression n’affectée pas la
sécrétion des effecteurs du systéme (Jones et al., 2013). De ce fait, les tests de compétitions ne
sont donc possiblement pas assez sensibles pour détecter les modulations des antimicrobiens
sur le SST6 ou bien que les effets des antimicrobiens sur le SST6 ne se répercutent pas sur
I’effet bactéricide du SST6. Il est également possible qu’E. coli sécréte des molécules capables
de moduler le SST6 plus efficacement que les antimicrobiens. Il serait donc intéressant de
mesurer la quantité de protéine Hcp contenue dans les cellules et sécrétée en présence

d’antimicrobiens au cours des interactions.

En ce qui concerne les taux de fatalité d’E. coli lorsqu’A1552 est traitée a la TC, aucune
différence ne peut étre vue par rapport au contrdle ou la souche n’est pas traitée a un
antimicrobien. La TC avait ét¢ montrée comme anticipatrice de I’activation du SST6 pouvant
alors expliquer cette absence de différence avec le contrdle. Il serait tout de méme judicieux de
recommencer I’expérience en arrétant la culture de la souche en présence de TC au moment ou

celle-ci montrait une activation maximale du systéme. Puis, en ce qui concerne les effets de la
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PmB sur la modulation du SST6 au niveau des interactions inter bactériennes, la encore la
PmB semblerait induire le SST6 puisque le taux de fatalit¢ d’E. coli est augmenté lorsqu’elle
est mise au contact de V. cholerae ayant été traitée a la PmB. La PmB aurait donc un effet
assez fort sur le SST6 pour que cela se traduise au niveau des tests de compétitions inter
bactériennes. Cependant, cette analyse n’a été réalisée qu’une seule fois (n=1) et doit donc étre
recommencée au moins deux autres fois afin d’étre statistiquement représentative. Les tests
d’interactions sont des tests mettant en jeu de nombreux paramétres pouvant a chaque moment
faire varier la finalité du résultat. En effet, les cultures liquides de V. cholerae sont arrétées a
la DOgsoonm connue comme celle ou le SST6 est le plus actif (environ DOgoonm=2) puis sont
mises au contact de la culture d’E. coli. Cependant, il est déja peut-étre trop tard pour ’activité
du SST6 sur sa proie, ou bien le changement de milieu de la culture (interactions faites en
milieu solide) induit une activité moindre du SST6 nous permettant alors de ne voir qu’une
partie de I’activité bactéricide. Il serait donc intéressant de pouvoir analyser le sécrétome des
bactéries lorsqu’elles sont en interactions afin de réellement mettre en évidence la modulation
de la sécrétion par le SST6. Lors de cette étude, cela avait été essayé mais la membrane de
cellophane utilisée n’était pas assez poreuse et ne permettait pas le passage des nutriments,
ayant alors fait mourir notre culture. Cette méthode ayant déja fait ses preuves avec plusieurs
especes de Vibrio, il serait bon de la répéter en utilisant une membrane plus adéquate (Yildiz
& Schoolnik, 1999, p. 1), (Madec et al., 2014), (Binesse et al., 2008). Une autre méthode qui
pourrait étre utilisée pour 1’étude de 1’activité du SST6 sur les bactéries avoisinantes serait une
co-culture avec P. aeruginosa. En effet, P. aeruginosa n’active son SST6 que lorsqu’elle
détecte dans son environnement une attaque par un SST6 exogene (Basler et al., 2013). Ainsi,
si Vibrio cholerae active son SST6 alors P. aeruginosa contre attaquera et induira la mort des
Vibrio cholerae. Cette méthode pourrait €tre essayée mais nécessiterait une importante mise

au point.
4. Evaluation du Systéme de Sécrétion de Type VI comme facteur de résistance aux

antimicrobiens

L’étude s’est ensuite poursuivie par 1’évaluation de la résistance aux antimicrobiens

apportée par le SST6. En effet, afin de déterminer si les effets vus sur la modulation du SST6
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sont le reflet de 1’activation d’un mécanisme de résistance mis en place par la bactérie grace a
I’export des antimicrobiens par le SST6, les CMI des antimicrobiens utilisés ont été réalisées
sur une culture de la souche ne possédant pas le SST6 fonctionnel. Ainsi aucune différence de
CMI n’a été observée par rapport a la souche sauvage. Puis lorsqu’on met en contact les
souches, sauvage et SST6-, avec d’importantes concentrations en antimicrobiens, la souche
sauvage parait plus sensible que la souche mutante montrant alors que lorsque le SST6 n’est
plus fonctionnel la souche résisterait mieux aux antimicrobiens. Ainsi, encore une fois il serait
judicieux de complémenter le double mutant afin de confirmer la restauration du phénotype
sauvage. Puis, il serait intéressant de comprendre comment la perte de la fonctionnalité du
SST6 entraine une meilleure résistance aux antimicrobiens. Il se pourrait que 1’absence du
SST6 au niveau des membranes cellulaires, chez le double mutant, entraine une rigidité
membranaire empéchant alors le passage des antimicrobiens, ou ce pourrait étre un mécanisme

de résistance mis en place par la modification de la régulation du SST6.
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Conclusion et Perspectives

Lors de cette étude, nous avons pu mettre en évidence la modulation par plusieurs
antibiotiques et peptides antimicrobiens de 1’un des facteurs de virulence de Vibrio cholerae,
le Systeme de Sécrétion de Type VI. Ainsi, les résultats des analyses de spectrométrie de
masse et des Western blots nous ont permis d’apprécier I’activation du SST6 par la PmB et la
CB, son inhibition probable par le CM et la KA et I’anticipation d’activation du systéme par la
TC; ces résultats resteraient tout de méme a étre confirmés. Les tests de compétitions inter
bactériennes avec Escherichia coli ne nous ont, en partie, pas permis de visualiser la
modulation des antimicrobiens, nécessitant alors plus d’expérimentations afin de comprendre
si ce manque d’informations est dii au test en lui-méme ou aux mécanismes de modulation sur
le SST6. De plus, nous avons pu mettre en évidence que le SST6 n’apportait pas de résistance
accrue aux antimicrobiens et méme que les bactéries ne possédant pas le systeéme fonctionnel

semblaient plus résistantes a ces antimicrobiens.

Ainsi, les perspectives générales de cette étude seraient, tout d’abord, de complémenter
le double mutant afin de pouvoir confirmer que la souche A15524hcpiAhcp?2 est bel et bien
SST6-. Pour cela, il faudrait transformer cette souche double mutante avec un plasmide
portant les deux génes manquants et analyser le rétablissement du phénotype sauvage et
comparer les souches WT, double mutante et complémentée entre elles. Il serait aussi
intéressant de sur-exprimer le SST6 dans la souche A1552, ce qui nous permettrait de nous
affranchir de la régulation par le Quorum Sensing et donc d’activer le systéme tout au long de
la croissance bactérienne. La sur-expression permettrait alors de contourner les difficultés liées
a I’obtention des mémes DOsponm pour toutes les conditions, ce qui nous permettrait de réaliser
des manipulations reproductibles et donc de réaliser une analyse statistique des résultats
obtenus. Par la suite, il serait aussi intéressant d’analyser la modulation des antimicrobiens sur
les deux SST6 indépendamment. En effet, Vibrio cholerae possédant deux génes hcp, chacun
sur un chromosome de la bactérie, il est possible de ne déléter qu’un des deux genes
permettant alors 1’établissement d’un SST6 particulier. Ainsi, si le géne hcp-1 est délété, c’est
le SST6-2 qui sera fonctionnel et inversement pour la délétion du gene hcp-2. 1l serait donc
intéressant de pouvoir analyser les effets des antimicrobiens sur les SST6-1 et -2 afin,

possiblement, de mieux apprécier la modulation par ces antimicrobiens. Ainsi, par la suite il



serait intéressant de réaliser les qPCR sur les cultures de ces mutants mais aussi sur la souche
sauvage. Les qPCR pourraient alors étre faites sur les génes des régulateurs connus du SST6,
puis sur les génes des protéines du SST6. L’analyse et la quantification de I’expression des
génes du SST6 ou des genes des régulateurs pourrait aussi se faire par le systéme rapporteur
de la luciférase. Ceci permettrait alors de suivre en temps réel la transcription des génes
d’intérét et donc de pouvoir directement apprécier la modulation des antimicrobiens sur le

SSTé.

En ce qui concerne I’utilisation des antimicrobiens sur le SST6 de Vibrio cholerae,
I’étude pourrait étre complétée en analysant la modulation des PAM d’origine humaine, LL-
37, a et B défensines et lectines. Puis une fois que les effets de chacun des PAM et
antibiotiques auront pu étre identifiés, il serait trés intéressant de mélanger ces antimicrobiens.
Ceci permettra de mettre a jour de nouvelles modulations et ces conditions seront plus

représentatives des conditions rencontrées par la bactérie dans ses environnements naturels.
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Annexe
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Figure 26. Western blot dirigé contre la protéine CRP, protéine exclusivement
cytoplasmique, sur les échantillons de culots bactériens et de surnageants de culture de
la souche A1552 de Vibrio cholerae, rendant compte qu’aucune protéine cytoplasmique
ne contamine les surnageants.

M représente le marqueur de taille de protéines.






