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V. macrocarpon (canneberge) est traditionnellement associé a la prévention des 1U, les
mécanismes restant mal élucidés. L’effet d’une préparation commerciale de canneberge sur
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adhésines (sauf les fimbriae P), au chémotactisme et au flagelle. L’étude en microscopie
électronique confirme un effet sur la taille et les structures de surface (adhésines, flagelles),
I’étude de la mobilité en microscopie a champ large montre de moindres capacités de
déplacement (distances, linéarité).

Chez la souris C57BL/6, la pré-incubation n’a pas d’effet significatif sur la colonisation des
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1 Introduction

L’infection urinaire (IU) est I’'une des infections bactériennes humaines les plus fréquentes
(1), atteignant 150 millions de personnes chaque année dans le monde (2). Escherichia coli
est la bactérie la plus souvent isolée dans les infections urinaires, tant celles dites « de ville »
(3), que celles associées aux soins. Les souches répondant a un pathotype distinct, les UPEC
(uropathogenic E.coli) (4), sont isolées dans plus de 80% des IU. La fréquence des
récurrences constitue 1’enjeu majeur de ces infections: plus de 25% des femmes présentant
une cystite en feront une nouvelle dans les 6 mois suivants.

L’IU résulte de facteurs anatomiques, d’altérations des mécanismes de défense de I’hote et de
la virulence de la bactérie. La capacité des UPEC a générer des infections urinaires est liée a
I’expression de nombreux facteurs de virulence (5), parmi lesquels les molécules permettant
I’adhésion semblent jouer un role majeur (6). Les souches d'UPEC ne sont pas strictement
extra-cellulaires et se comportent comme des pathogénes intracellulaires opportunistes. Parmi
les facteurs de virulence décrits, le premier a été I'adhésine Fim H permettant non seulement
I’attachement de la bactérie aux cellules urothéliales mais aussi le déclenchement d'une
cascade de signaux cellulaires conduisant a I’internalisation des bactéries (7, 8). Ainsi, au
cours de la phase aigué de cystite sont créées les conditions d’un réservoir persistant d’E.coli
(9) pouvant expliquer les récurrences. FimH, 1’adhésine purifiée des pili de type 1, reconnait
également les N-oligosaccharides des intégrines béta 1 et alpha 3, qui sont ainsi les
récepteurs-clé pour les souches d’UPEC (10). Les pili de type 1 peuvent se lier
spécifiquement aux uroplakines UPK a et b qui revétent les cellules en parapluie de
I’urothélium, comme le montrent les images de microscopie électronique a balayage (7). Au

fil du temps d'autres facteurs de virulence ont été décrits (autres adhésines, flagelle, capsule).

L’ingestion de canneberge (Vaccinium macrocarpon) est traditionnellement associée a la
prévention des IU. Pendant longtemps son effet a été attribué a 1’acidification des urines
responsable d’un effet bactériostatique, avant que sa capacité a inhiber I’adhésion bactérienne
ne soit avancée (11). Deux composés susceptibles d’inhiber I’adhésion aux cellules via les
adhésines d’E. coli ont été identifiés (12): le fructose, pour les adhésines mannose-sensibles,
et un composé de haut poids moléculaire pour les adhésines mannose-résistantes des UPEC.
Ce dernier correspond aux proanthocyanidines (PAC), plus particuliérement aux PAC de type
A, et a éte pressenti comme responsable de I’effet de la canneberge sur le contrdle et la
prévention des infections urinaires, en particulier sur la moindre fixation d’E.coli aux cellules

urothéliales (13, 14) et épithéliales vaginales, et ce avec un effet-dose (15, 16).
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Depuis, de nombreuses études cliniques ont été menées chez des populations diverses
(volontaires sains, femmes jeunes sexuellement actives, personnes agées, enfants souffrant de
vessies neurologiques (14, 17) tendant a démontrer une efficacité sur la fréquence de survenue
des U ainsi qu’un effet anti-adhésion bactérienne des urines humaines aprés consommation
de différents produits a base de canneberge (17), effet également observé chez I’animal (18).
Cet effet s’exercerait tant a I’encontre de souches d’E.coli sensibles que multi-résistantes aux
antibiotiques (19).

Dans un avis rendu le 6 avril 2004 (20), I’AFSSA reconnait que « des études cliniques
randomisées demontrent une diminution de la fréquence des IU chez les femmes en lien avec
la consommation de jus de fruit de canneberge, effet expliqué par I’inhibition de 1’adhérence
ders bactéries, mécanisme lié a la présence de PAC de type A ». Cependant les preuves
existantes ne permettent pas d’établir un lien de causalité entre la consommation et la
réduction du risque de survenue d’IU. Plus récemment, a la lumiére d’une méta-analyse (21),
le jus de canneberge ne semble plus devoir étre recommandé dans la prévention des IU, sans
que des études précises portant sur d’autres présentations (poudre, comprimés) ainsi que sur le

composé actif, ne soient conduites.

Ainsi, I’inhibition des phénomeénes d’adhésion semble au ceeur de I’action des PAC A, par des
mécanismes encore mal connus: diminution de ’expression des molécules d’adhésion par
répression génique, contrdle de la traduction, quel que soit le mécanisme sa définition est
rendue plus difficile par le caractére composite de 1’extrait naturel.

Les Laboratoires Pierre Fabre ont isolé et caractérisé plusieurs molécules/fractions d’intérét,
qui, si ’action anti-adhésion était prouvée permettrait d’en analyser plus finement les
mécanismes d’action. Nous avons cherché a mettre au point un modele d’étude des composés
ou fractions candidats médicaments, puis a analyser plus finement les effets du composé

retenu dans ce modeéle.
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2 Etatde’art

2.1 Qui est Escherichia coli ?

E.coli est un bacille & Gram négatif, appartenant a la famille des entérobactéries, anaérobie

facultatif, mobile, dont le principal réservoir est le microbiote intestinal de 1’animal et de

I’homme (environ 80% de la flore aérobie). Sur les 1000 especes bactériennes probables

totalisant les 10** bactéries que comporte la flore colique humaine, 1% correspondrait a

E.coli.

Il est habituel de distinguer (22, 23):

les E.coli commensaux, constituant 1’essentiel de la flore intestinale, dont le role est
bénéfique puisqu’intervenant, d’une part, dans le métabolisme des sels biliaires, d’autre
part dans la protection, par effet compétiteur, a 1’égard de I’implantation de bactéries
pathogenes. Ces bactéries peuvent étre des pathogenes opportunistes chez
I’immunodéprimé ou en cas d’altération de la barriére intestinale. Ainsi, lors de 1’enquéte
nationale de prévalence des infections nosocomiales en France, en 2012, E.coli
représentait 15,4% des bactéries identifiées dans les bactériémies nosocomiales, 13.5% de
celles identifiées dans les infections de site opératoire, 9% dans les pneumopathies et
7,5% dans les infections de la peau et des tissus mous.

les E.coli entéropathogenes, responsables d’infections intestinales, au sein desquels ont été
décrits des souches entéropathogénes (EPEC), entéro-hémorragiques (EHEC), entéro-
toxinogénes (ETEC), entéroinvasives (EIEC), entéro-agrégatives (EAEC) et celles
adhérant de facon diffuse (DAEC).

les E.coli pathogénes extra-intestinaux (EXPEC), qui tout en restant dans I’intestin, ont la
faculté de pouvoir aller coloniser d’autres sites anatomiques, parmi lesquels 1’arbre
urinaire ; les souches sont alors dites uropathogenes (UPEC), sans qu’un profil particulier
de virulence ne puisse leur étre rattaché a ce jour. Parmi les 4 groupes phylogéniques
reconnus (A, B1, B2 et D), les UPEC sont majoritairement rattachés au groupe B2 et dans
une moindre mesure, au groupe D (24). Toujours lors de I’enquéte nationale de prévalence
en 2012, E.coli représentait la moitié des microorganismes isolés dans les infections

urinaires nosocomiales.

E.coli est habituellement considéré comme un germe extra-cellulaire ; cependant, les UPEC

se comportent plutét comme des pathogénes opportunistes intra-cellulaires (25).

13



E.coli mesure 2 x 0,54, possede un chromosome circulaire, dont la transcription se fait
directement dans le cytoplasme. Son génome comporte 4800 géenes (pour 4,6 millions de
paires de bases), dont 85% ont une fonction identifiée ; 303 génes sont probablement
essentiels, leur rupture ou délétion n’étant pas compatible avec la viabilité cellulaire. Parmi
les génes d’E.coli, environ 1400 régulent le métabolisme bactérien, selon des « parcours »
métaboliques correspondant a des reactions chimiques successives, catalysées par des
enzymes, permettant a la cellule d’utiliser 1’énergie produite par le catabolisme, pour
synthétiser les composants dont elle a besoin et éliminer les déchets.

E. coli se divise en 2 bactéries filles toutes les 20 a 40 minutes en milieu nutritif. Le taux de

mutation spontané est de 10 par paire de bases et par génération.

La membrane cytoplasmique (& Gram -) est constituée de 2 bicouches lipidiques, interne
(membrane cytoplasmique) et externe, séparées par 1’espace péri-plasmique. La paroi
correspond a la bicouche lipidique externe et I’espace péri-plasmique, comportant le
peptidoglycane; elle assure la forme de la bactérie et sa stabilité sur le plan osmotique. La
communication avec le milieu extérieur se fait par des porines, canaux et pompes
transporteurs, actifs ou passifs, généralement spécifiques d’une molécule donnée ; plus de 250

transporteurs sont décrits pour E.coli K12 (MG1655).

E. coli est caractérisé par la présence de différents appendices associés a la paroi et présentant
des fonctions majeures :
- E.coli est une bactérie dotée de mobilité, grace a plusieurs (une dizaine) flagelles disposés
tout autour de la bactérie (péritriche). Les flagelles sont de longs « cheveux », constitués
d’une protéine majoritaire, la flagelline, formant un filament creux de 10u de longueur, ancré
dans la membrane plasmique.
- par I’intermédiaire de fimbriae ou pili, petits « poils » protéiques, présents en plusieurs
centaines d’exemplaires sur chaque bactérie, E. coli est capable d’interagir avec différentes
surfaces biotiques ou abiotiques et d’adhérer :

- soit a des récepteurs cellulaires spécifiques, étape préalable et indispensable au

processus infectieux

- soit sur des surfaces inertes (PVC, verre, polycarbonates...) ou encore entre elles.
Sous forme agrégée ou sessile, les bactéries sont capables de se multiplier et de produire une

matrice adhésive et protectrice, constituant ainsi un biofilm. Ce mode de vie ainsi que d’autres
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types d’interactions inter-cellulaires sont régis en partie par le quorum sensing, systeme de

communication mettant en jeu des effecteurs moléculaires (26).

Des senseurs protéiques sont également présents dans la membrane, capables de détecter des
variations du milieu extérieur et transmettre I’information au génome bactérien par
I’intermédiaire d’une cascade de modifications chimiques dont la finalité est une modification

de I’expression génique.

L’homéostasie d’E.coli est rendue possible par une extraordinaire adaptabilité aux stress
environnementaux, tels qu’une modification brutale de la température, du pH ou 1’épuisement
en nutriments. Elle dispose pour cela de senseurs et d’effecteurs, dont la mise en jeu pourra se

traduire par une survie au détriment de la croissance et de la mobilité.

2.2 Role d’E.coli dans les infections urinaires

2.2.1 Epidémiologie

Les infections urinaires sont extrémement fréquentes, tant en pratique clinique
communautaire qu’en infectiologie associée aux soins. E. coli occupe la premiere place, avec
environ 80 a 90% des infections urinaires communautaires et 30 a 50% dans les infections
urinaires associées aux soins (27-29), la différence, pour ces dernieres, se faisant au bénéfice

d’autres entérobactéries, des entérocoques, de Pseudomonas aeruginosa et des levures (30).

Les IU regroupent les infections hautes (pyélonéphrites) et basses (cystites et prostatites). Les

colonisations correspondent aux bactériuries asymptomatiques (31).

Les IU sont plus fréquentes chez la femme, le risque d’TU est 50 fois plus élevé chez la
femme que chez I’homme en bonne santé (32) avec deux pics de fréquence, entre 20 et 40 ans

en période d’activité sexuelle, puis en post-ménopause, apres 60 ans (33).

Le risque qu’une femme fasse au moins une 1U symptomatique au cours de sa vie a été estimé
a60% (34).

Une infection urinaire impliquant une entérobactérie telle E.coli est définie par la présence de
signes cliniques associés a un examen cytobactériologique des urines présentant une

leucocyturie > 10*/ml et une bactériurie > 10 *ml en I’absence de corps étrangers intra-
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vésicaux (sonde vésicale) ou > 10° dans le cas contraire (35). En dessous de ces seuils et/ou
en I’absence de signes cliniques, il s’agit d’une colonisation de 1’arbre urinaire par la bactérie,

autrefois appelée infection urinaire asymptomatique.

En dehors de certains groupes a risque de complications (femmes enceintes, chirurgie
urologique en contact avec les urines, immunodéprimes profonds), il est désormais admis que
ces bactériuries s’inscrivent dans une sorte de commensalité hote —bactérie et ne doivent étre

ni dépistees ni traitées.

Cliniquement, les IU se manifestent le plus souvent par des cystites ; chez I’homme il s’agit
souvent de cystoprostatites (douleurs suspubiennes, urgenturie, brul(res mictionnelles,
hématurie, voire fiévre en cas d’infection parenchymateuse). Les pyélonéphrites, dont
Iincidence est faible (0,3 a 0,6%) (2), se présentent classiqguement comme une lombalgie
fébrile, et peuvent se compliquer dans 2% des cas par un sepsis (2), dont I'évolution peut étre
sévere. Haute ou basse, I’'IU correspond a la réponse inflammatoire de la muqueuse
urothéliale, dont la traduction est la douleur, aigué ou chronique, avec une augmentation des
cytokines synthétisées par la cellule au travers d’un mécanisme lipopolysaccharide-dépendant
(26, 36, 37). La sevérité de la réponse inflammatoire inaugurale prédisposerait aux formes

récurrentes, voire chroniques, d’IU (38).

Les facteurs de risque des cystites non compliquées chez la femme en période d’activité
génitale sont une activité sexuelle fréquente, I’utilisation de spermicides, des antécédents d’TU
dans ’enfance, le fait de ne pas exprimer des antigeénes des groupes sanguins ABH et des
antécédents maternels d’IU (39), ce dernier point suggére le role de facteurs génétiques chez
I’héte, ainsi que le role possible de la transmission verticale du microbiote, de la mére au

nouveau-né, a la naissance.

Apres une U inaugurale, 20 a 30% des femmes récidiveront dans les 4 a 6 mois, malgré un
traitement antibiotique adapté et I’absence de facteurs de risque personnels (2, 40-42), et
parmi elles 25 a 35% auront une histoire d'lU récidivantes (43, 44), qui se définissent comme

4 épisodes ou plus sur une période de 12 mois consécutifs.

Apres la ménopause, les facteurs de risque associés aux cystites récidivantes sont les

antécédents d’IU, les prolapsus et anomalies fonctionnelles vésicales, la carence

16



oestrogénique, les antécédents de chirurgie uro-génitale (45). Des facteurs de risque
spécifiques se surajoutent dans certains groupes de populations, tels que les traumatises
médullaires, les patients atteints d’anomalies urologiques ou encore porteurs de corps

étrangers vésicaux (sonde vesicale), ou diabétiques (46).

Les infections urinaires représenteraient un codt annuel estimé a 5 milliards de dollars aux
Etats-Unis (2, 47); elles sont responsables d'une morbidité importante et obérent
considérablement la qualité de vie des femmes qui en souffrent. De plus, avec le
développement de souches bactériennes de plus en plus résistantes aux antibiotiques, les
infections urinaires, au-dela du seul poids financier, deviennent un enjeu de Santé Publique, a
la fois sur le plan thérapeutique mais également en tant que réservoir de bactéries résistantes.
Ainsi en 2013, parmi des souches d’E. coli isolées d’infections urinaires de ville en France,
selon les régions, 1,8 a 5,1% étaient productrices de béta-lactamases a spectre étendu, 9 a
15,9% étaient résistantes a la ciprofloxacine, 18,5 a 22,7% au triméthoprime, 0,9 a 3,8% a la
fosfomycine, 25 a 38,2% a 1’amoxicilline-acide clavulanique, 3,9 a 8,2% au cefixime et 0,8 a
1,9% aux furanes (48). Aujourd’hui, les entérobactéries porteuses de carbapénémases, E.coli
en téte, deviennent une préoccupation majeure pour 1’écologie bactérienne et I’efficacité de
I’arsenal antibiotique disponible.

C’est pourquoi toute alternative préventive et/ou thérapeutique, surtout si elle est basée sur un
mécanisme d’action original, sans résistance croisée, du moins initialement, présente un

intérét tout particulier.
2.2.2 Physiopathologie de I‘Infection Urinaire

2.2.2.1 Infection urinaire aigué

Pour I’heure il est toujours admis que la vessie, ou plutdt les urines, sont normalement

stériles, protégées de 1’invasion microbienne par des barriéres physiques et chimiques.

La genese d’une infection urinaire aigué dépend de nombreux facteurs liés a 1’hdte et des

facteurs de virulence de la bactérie.

Les souches d’E.coli uropathogenes (UPEC) utilisent :

- les flagelles pour se mouvoir, auquels est associée la notion d’infections urinaires
ascendantes trouvant leur source dans la flore « périnéale » et de 1’urétre (49),

- les adhésines pour initier la colonisation de 1’arbre urinaire, par un processus d’adhésion,
le cas échéant jusqu’a la formation de communautés bactériennes intra-cellulaires, les

maintenant a 1’abri des mécanismes de défense de 1’hote,
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- d’autres facteurs de virulence, enzymatiques en particulier, contribuant par exemple a
I’apoptose des cellules infectées de 1’hote.

La colonisation de la vessie se fait par voie ascendante, par auto-infection, a partir de souches
rectales colonisant le périnée, le vagin et le méat peri-uréthral. Les flagelles d’E.coli jouent un
role important dans la mobilité et donc certainement dans la progression dans 1’arbre urinaire
(49-51). La transmission sexuelle est également étayée par la similitude entre les souches
d’IU de I’'un des partenaires et les souches rectales de I’autre (52, 53).

La prépondérance du mécanisme d’auto-infection peut cependant occulter d’authentiques

épidémies clonales communautaires d’IU comme celle décrite par Olesen en 1994 (54).

Deux hypothéses, pouvant agir conjointement, ont été émises quant aux souches
causales (55):

- souches les plus représentées en nombre dans la flore fécale de 1’individu ou

- souches développant des aptitudes particuliéres de virulence

Une fois dans la vessie, les bactéries doivent surmonter les défenses de I’hote. A chaque
stade, les interactions hote-bactéries constituent autant de goulots d’étranglement que seules
surpasseront les mieux equipées en facteurs de virulence : la diversité initiale des souches s’en
trouvera réduite d’autant.

Differentes stratégies sont développées par la bactérie pour échapper aux mécanismes de
défense de 1I’hote. La capacité des UPEC d’adhérer aux cellules hote est fondamentale pour
conduire a la colonisation, résister au flot d’urine, pénétrer la membrane cellulaire par un
mécanisme de transfert de type endosomal, arriver dans le cytoplasme, s’y multiplier
activement et former des colonies bactériennes intracellulaires (CBI) sur un mode apparenté a
un biofilm, a I’abri des mécanismes de défense de 1’hote (5, 56) ainsi que des antibiotiques
(57, 58). Ce phénoméne est observé tant dans les modeles murins que dans les infections
humaines (9, 10, 25, 59). Les cellules urothéliales, si¢ge d’une véritable indigestion d’UPEC,
vont exfolier, mettant a nu les cellules sous-jacentes, immatures, qui vont a leur tour pouvoir
étre infectées. Dans ce mécanisme, le réarrangement du cytosquelette et 1’emprisonnement
des bactéries dans des filaments d’actine restreint leur réplication, elles sont ainsi moins
accessibles aux traitements (inhibiteurs de croissance), probablement moins immunogenes et
demeurent quiescentes, constituant un réservoir de germes intra-cytosoliques (9). La récidive
clinique survient lorsque la différentiation terminale de la cellule héte et le réarrangement des
fibres d’actine déclenche leur « libération », la multiplication bactérienne et la réapparition de

signes cliniques.
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a) Les barriéres de 1’hote

L’objectif est d’empécher I’adhésion d’E.coli a 1’urothélium. Pour ce faire, plusieurs

mécanismes ont été decrits:

- le flot d’urine et le puissant mécanisme de chasse des bactéries, & chaque miction, qui
élimine les bactéries pas ou peu adhérentes ; E.coli s’y oppose grace a ses mécanismes de
mobilité ;

- la sécrétion de glucosamines par les cellules vésicales de transition, qui constituent le
glycocalyx, véritable "tapis" extracellulaire de protéoglycanes, et qui, du fait de sa
polarisation négative, limite I’accés aux récepteurs cellulaires ;

- le pH acide, la présence de sels, métabolites protéiques, acides organiques qui réduisent la
survie bactérienne dans 1’urine ;

- des récepteurs solubles tels que la glycoprotéine de Tamm-Horsfall, qui, grace a la liaison
avec les pili de type 1, forme un complexe éliminé dans 1’urine ; ou encore la lactoferrine,
la lipocaline, les IgA sécrétoires ;

- les défensines, qui peuvent limiter 1’installation, voire tuer bactéries, levures et virus

capsulés.

b) La réponse de I’hote

L’urothélium vésical normal est un épithélium stratifié composé de 4 a 6 couches de cellules,
dont les couches inférieures sont peu différenciées et séparées de la musculeuse par la
membrane basale. La couche externe, en contact avec l’urine, est composée de cellules
hautement différenciées. Ces cellules dites en ombrelle, sont recouvertes de plaques
glycoprotéiques, les uroplakines (UPIa, UPIb, UPII et UPIII), qui rendent 1’urothélium
imperméable, en particulier a la réabsorption de déchets métaboliques contenus dans 1’urine.
Cependant les UPEC qui expriment des pili sont capables de surmonter ces barrieres
physiques en adhérant aux récepteurs spécifiques présents sur les cellules uroépithéliales.

Les uroplakines portent des intégrines qui seront, une fois 1’adhésion effectuée, a I’origine du
déclenchement d’une cascade de phénomeénes aboutissant a ’internalisation de la bactérie

dans la cellule urothéliale (6, 7). Les UPla seraient les plus fréqguemment concernées (6, 60).

- L’inflammation : la reconnaissance FimH (ou autres adhesines)-récepteur cellulaire

déclenche une cascade d’événements liés a I’activation cellulaire, avec la production
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de différentes interleukines (IL-6 et 1L-8) et chémokines, qui ont pour effet des dommages
tissulaires locaux et le recrutement initial de polynucléaires (36, 61). Ce mécanisme se traduit

cliniqguement par la leucocyturie.

- P’activation de la réponse immunitaire, aprés reconnaissance des facteurs de virulence

bactériens par les récepteurs TLR (toll-like receptors)

- L’élimination des cellules infectées : ’inflammation entraine une rupture de 1’intégrité de
I"urothélium avec une excrétion des cellules infectées, selon un mécanisme soit d’exfoliation
soit de type apoptose, FimH dépendant, impliquant différents enzymes d’exécution (caspases,
protéases...), ainsi qu’une fragmentation de I’ADN. Quant au devenir des bactéries, certaines
meurent avec la cellule exfoliée, d’autres s’en échappent et vont infecter les couches
cellulaires sous-jacentes, moins différenciees, ou se localiser dans des micro-invaginations
tissulaires (9). L’exfoliation est donc un mécanisme a double tranchant, protection par
évacuation dans 1’urine des cellules bourrées de bactéries, mais aussi dissémination tissulaire

des bactéries (9)

c) Les facteurs de virulence des UPEC (8, 22, 23, 39, 62)

Les isolats cliniques d’E.coli sont caractérisés par une taille de génome supérieure a celle
d’E.coli K12. La comparaison des UPEC et des souches commensales et de laboratoire
(MG1655=K12, en particulier, encore considéré de niveau de risque 1) montre que les UPEC
présentent un nombre plus important de genes codant pour des facteurs de virulence
(antigenes capsulaires, systemes d’acquisition du fer, adhésines et toxines). Ceci est li¢ a
I’acquisition d’éléments génétiques transmissibles et/ou a la capacité de mutation associée a
une déficience de la réparation de I’ADN. Ces génes sont souvent regroupés dans des régions
spécifiques, appelés Tlots de virulence ou ilots de pathogénicité (8).

Les UPEC se comportent comme des pathogenes opportunistes intracellulaires, a la faveur du
comportement de I’hdte et de ses susceptibilités, grice a une grande diversité génétique se
traduisant par de nombreux facteurs de virulence (Tableau 1). Parmi eux peuvent étre
distingués les facteurs de virulence associés a la surface de la bactérie et ceux qui sont
sécrétés par la bactérie et sont exportés vers leur site d’action. Les facteurs de virulence se
définissent par les propriétés qui permettent a la bactérie d’interagir avec 1’hote et de passer

outre les barriéres de défense de I’héte.
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Tableau 1. Facteurs de virulence les plus étudi€s, exprimés par les souches d’E.coli uropathogenes

Type Nom Gene Fonction Cible
Adhésines Fimbriae Dr Afa/draBC Adhésion, invasion de I’urothélium, associée | Antigene groupe sanguin Dr présent sur le
avec cystite et PN (en particulier pendant la | facteur régulateur de la cascade
grossesse) d’activation du complément, le collagéne
type IV et une intégrine

Fimbriae M gr bmaE Adhésion

sanguins

Fimbriae type 1 fim Adhésion mannose sensible, invasion, formation | Glycoprotéines mannosylées (uroplakines

FimH de biofilm la, CD48), protéine Tamm-Horsfall,

collagene type I et IV, fibronectine

Fimbriae P papAH Adhésion mannose-résistante, induction de
cytokine ; associée avec PN, invasion de Récepteurs gal-gal
I’urothélium (transplanté rénal notamment)

Fimbriae G gaf D Adhésion

Fimbriae S sfa Adhésion associée a cystites et PN

F1C focG Adhésion aux cellules mugueuses et | lactosilcéramide
endothéliales, induction cytokines

Adhésine afimbriale | afa Adhésion urothélium

Adhésine non nfa Adhésion Glycophorine A

fimbriale

Curli Fimbriae csg Promotion de la colonisation périnéale, | Matrice et protéines plasmatiques

21



aggrégatifs

formation du biofilm et adhésion

(fibronectine, plasminogene, laminine)

Adhésine upa Aggrégation  cellulaire,  biofilm, adhésion | Fibronectine, laminine a
autotransporteuse urothélium cellulaire
UPEC
Systémes Recepteurs pour les
d’acquisition | sidérophores Différents genes | Détournement des ions ferriques
du fer (aérobactine,
entérobactine,
salmocheline et
yersiniabactine)
Protectines Iss Résistance au pouvoir bactéricide du sérum
Ag capsulaires Protection contre la phagocytose, opsonisation et
lyse
Toxines CNF 1 cnfl Phagocytose, réorganisation du cytosquelette, | excrétion
Cytotoxic necrotizing modulation de la signalisation, apoptose
factor
CDT cdtB Anomalies fonctionnelles et morphologiques | excrétion
Cytolethal distending chez la cellule hote, arrét cycle cellulaire, lyse
toxin
HIyA hlyD Lyse a forte concentration dont exfoliation | « pore-forming toxin »
Alpha hémolysine cellules urothéliales, apoptose a faible
concentration, modulation cascade de
signalisation, dommage tissulaire,
SAT secreted sat Anomalies fonctionnelles et morphologiques de | excrétion
autotransporter toxin la cellule hote, arrét cycle cellulaire, lyse
VAT vat cytotoxicité excrétion




Vacuolating

autotransporter toxin

Mobilite Flagelle Antigéne H | fliC Motilité, fitness, facilite I’ascension dans 1’arbre | Surface cellulaire, TLR5
urinaire
Autres Protéine extra- ireA, iha, Récepteur et fonction transporteur, participe a | Surface cellulaire
membranaire ompACT I’invasion bactérienne, a la maturation des
communautés bactériennes intra-cellulaires et a
la persistance chronigue
Biofilm CPA24/CP1 flu Autoaggrégation, formation biofilm, | excrété
autotransporteur
Antigene 43 flu (Différents Adhésion, autotransporteur, aggrégation, biofilm | Surface cellulaire
alleles chez
CFT073)
Réponse Capsule Anti-phagocytose et anti-bactéricidie  a | Surface cellulaire

Inflammatoire

médiation voie du complément
Mimétisme moléculaire vis a vis des composants

des tissus de 1’hote

Lipopolysaccharide
LPS

Production de cytokines par [’hote

TLRA4 paroi cellulaire

PN : pyélonéphrite.

Adapté de Johnson (63), Ejrnaes, (22), Bien (62) Bower (64), Rafsanjani (65))
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L’adhésion est considérée comme le processus initial qui permet 1’interaction bactérie-héte; la
plupart des adhésines fimbriales sont constituées de plusieurs sous-unites, formant le plus
souvent des hétéropolymeres dont la sous-unité terminale est 1’adhésine. Ces adhésines
peuvent présenter différents niveaux de spécificité d’interactions, conduisant a des adhésions
spécifiques d’un type de cellules ou, a I’inverse, étre plus ubiquitaires. Certaines sont

mannose-sensibles, d’autres mannose-résistantes.

e Les fimbriae sont des facteurs de virulence de surface incluant différents types
d’adhésines fimbriales qui vont étre a I’origine du contact bactérie-cellule hote, et par la
méme :

- déclencher la cascade de signalisation chez 1’hote
- faciliter la délivrance de certains produits bactériens
- promouvoir I’invasion de la cellule par E.coli

La contribution de chaque type de pili a la virulence des UPEC est difficile a établir. Les

¢changes d’information entre les différents opérons codant pour les pili, sont a 1’origine

d'oscillations d’un pili exprimé a un autre pili exprimé (variations de phase), accroissant la
plasticité des fonctions et favorisant I'adaptation a I'environnement afin de permettre en toutes
circonstances I’adhésion de la bactérie et d’invasion de la cellule hote.

Les fimbriae appartiennent pour nombre d'entre eux a la famille des CUP-pili (Chaperone

Usher Pathways), car assemblés par les machineries "chaperone-usher" correspondantes (2),

codée par des opérons contenant toute l'information génétique nécessaire a I'export et

I'assemblage d'un pili mature, a savoir: une protéine formant un "canal d'excrétion" dans la

membrane externe, une protéine chaperone périplasmique, des sub-unités de piline et le plus

souvent, une adhésine protéique terminale. En 2013, Wurpel et al. (66) ont identifié¢ 458 CUP
opérons et 38 types distincts de CUP pili sur la base de la phylogénie des usher. Ces pili
déterminent I’adhésion aux cellules hotes et aux surfaces, facilitent I’invasion et interviennent
dans les interactions entre bactéries pour former le biofilm. Parmi les plus étudiés, nous
retrouvons les pili 1 (fim), P (pap) et S (sfa), pili souvent exprimés par les UPEC, leur
conférant leur capacité a provoquer des IU. Le génome des souches d’E.coli uropathogénes
contient 5 a 10 opérons CUP complets différents. Ces opérons sont dits a « phase variable »,
mécanisme en rapport avec des oscillations calciques, et régulant la virulence, qui dans le cas
de I’opéron fim, conduit & une réorientation de la région promoteur de fimS se traduisant par

une position ON ou OFF ; les variations de phase ne reposent pas sur des modifications du
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chromosome mais bien sur des mécanismes de régulation (67). Schématiquement, les pili de

type 1 sont associés aux cystites et les fimbriae P aux pyélonéphrites (68).

> Les pili de type 1, possédant a leur extrémité I’adhésine FimH mannose-sensible (69).
Cette adhésine reconnait les glycoprotéines mannosylées présentes a la surface des cellules
urothéliales de la lumiére des vessies humaines et murines, et permettent 1’adhésion d’E.coli
aux cellules hote, par I’intermédiaire de récepteurs de type mannose (69).

IIs sont impliqués chez toutes les souches extra-intestinales EXPEC (UPEC, ainsi que souches
responsables de méningites néo-natales NMEC) responsables d’infections (70).

Si, dans les modeles animaux, les pili de type 1 sont des facteurs de virulence majeurs (5, 62,
64, 71), leur role en pathologie humaine est moins clair ; ils sont exprimeés a la fois par les
souches pathogenes et les souches commensales et la prévalence du géne fim ne varie pas de
facon significative selon le degré de virulence des souches d’UPEC (62).

Dans les modeles murins, les fimbriae de type 1 des UPEC s’expriment dans la vessie,
permettent 1’adhésion aux cellules urothéliales, stimulent la réponse inflammatoire,
déclenchent I’invasion et conduisent a la formation de communautés bactériennes intra-
cellulaires CBI (6, 39, 72-74).

Les fimbriae de type 1 sont codés par 1’opéron fimAICDFGH (fim) ou fimA code pour la
sous-unité majeure et fimH code pour I’adhésine mannose spécifique. L’expression de
I’opéron fim est gouvernée par fimS, gene promoteur a variation de phase, en position
ON/OFF selon le cas.

FimH reconnait le récepteur glycoprotéique mannose+ de la cellule vésicale bien différenciée,
exprimé au niveau des uroplakines UPla notamment (60), présent en abondance a la surface
des cellules en ombrelle. FimH peut se lier a d’autres protéines des cellules de 1’hote, comme
par exemple aux sous-unité bétal-alpha3 des intégrines des cellules moins différenciées des
couches sous-jacentes, reliant alors la matrice protéique extracellulaire au cytosquelette
actinique, et favorisant ainsi les flux entre les compartiments extracellulaire et intracellulaire.
L'interaction FimH-récepteur déclenche alors une cascade de signalisation qui active les
GTPases de la famille Rho(2), déterminant des réarrangements dynamiques du cytosquelette
qui permettront lI'invasion. Ainsi, FimH joue un réle important non seulement dans 1’adhésion,
mais aussi dans 1’invasion (10, 70).

L’agrégation des UPEC en communautés bactériennes intracellulaires (CBI) necessite la
persistance de 1’expression de FimH aprés ’invasion ; les CBI matures contiennent environ

10* bactéries d'aspect filamenteux, pouvant sortir de la cellule vers la lumiére vésicale et
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adhérer/envahir les cellules des couches sous-jacentes. Un processus d'exfoliation et apoptose
caspase-dépendante est initié qui permet I'expulsion des cellules infectées, mais qui, en
contrepartie met a nu les cellules des couches sous-jacentes qui vont a leur pouvoir étre
envahies. En l'absence d'exfoliation, I'n6te peut expulser les bactéries des cellules envahies
directement par un mécanisme dans lequel interviennent les TLR4; aprés plusieurs cycles
réplicatifs, la formation des CBI est progressivement ralentie et les CBI deviennent plus
petites.

La formation des CBI est clonale ; ¢’est un mécanisme universel dans les infections urinaires
par des bactéries & Gram negatif chez les mammiféres, qui permet d'échapper aux mécanismes
de défense de I'h6te et aux traitements antibiotiques.

Les bactéries adhérées expriment les pili de type 1, alors que ceux-ci ne sont pas exprimes par

les bactéries planctoniques(2).

Schwartz et al. (75) ont montré que pour deux souches fréquemment étudiées, CFT073 et

UTI89 :

- la séquence d’acides nucléiques déterminant FimH, selon 1’all¢le sélectionné, module les
communautés bactériennes intra-cellulaires

- cette séquence modifie I’aptitude a persister de fagon chronique

- dans les co-infections CFTO73 et UTI89, UTI89 présente un avantage compétiteur,
probablement grace a I’expression d’autres facteurs que FimH

- I’affinité pour le récepteur mannose n’est pas directement liée a la pathogénicité.

FimH peut reconnaitre d’autres résidus indépendants du mannose (76), avec différentes

configurations pouvant lui conférer des affinités variables se traduisant par une virulence

variable, plus faible lors d’infections urinaires chroniques. Ces constatations pourraient ouvrir

la voie a de nouvelles approches thérapeutiques, soit en empéchant les interconversions de

FimH, soit en bloquant FimH dans une configuration donnée.

Enfin, notons que I’expression constitutive ou une surexpression des pili de type 1 est

associee a de moindres niveaux de mobilité et expression de la flagelline chez plusieurs

souches d’UPEC, alors que la perte de 1’expression des pili de type 1 n’est pas associée a une

motilité accrue. De plus, une hypermotilité, une sous- ou sur-expression des genes gouvernant

la motilit¢ n’affectent pas I’expression des pili de type 1; cependant, la synthése et la

présence de pili de type 1 a la surface de la bactérie n’est que partiellement responsable de la

répression de la motilité (49).
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Les pili de type 1 seraient essentiels dans la formation de biofilm et la colonisation de

cathéters intra-vésicaux(2)

> Le 2°™ facteur de virulence reconnu correspond aux P fimbriae.

Responsables de I'adhésion mannose-résistante, ils jouent un rdéle important dans les
infections urinaires ascendantes et les pyélonéphrites humaines (62).

Ils sont codés par I’opéron papA-K, et composés de 6 sous-unités protéiques différentes,
PapAHGEFK (Figure 1). PapG est I’adhésine protéique spécifique qu'ils portent sur leur
portion distale et dont 3 types sont décrits (PapG | en position terminale, 11 en position interne
et I11). qui reconnait les récepteurs; PapE, les sous-unités composant le fimbriae ; PapA, la
tige; Pap F et K relient I’extrémité proximale du fimbriae a la surface externe de la
membrane ; PapD, une chaperone périplasmique et PapC, la protéine membranaire facilitant
la croissance extérieure du fimbria (77). PapB régule I’opéron pap sous une forme répressive ;
il agit de la méme forme sur FimB et FimE (78); PapB et FocB interagissent pour intervenir
dans la biogénése fimbriale.

IIs reconnaissent les oligosaccharides P des groupes sanguins. Ils jouent un réle important
dans les pyélonéphrites chez I’lhomme (PapGll), et les cystites (PapGlIl) (79) et contribuent a
I’adhésion et a la production de cytokines. Ils reconnaissent les épitopes des
glycosphingolipides portant un déterminant Gal al-4Gal des cellules tubulaires rénales et
urétérales des mammiferes, la liaison déclenche le relargage de céramide qui agit comme un
agoniste des Toll-like receptors TLR4. lls contribuent a I'adhésion et a la production de
cytokines et permettent a la bactérie de résister au flot d'urine. Plus de 80% des UPEC
responsables de pyélonéphrites aigués et 60% dans les cystites aigués portent des P fimbriae,
alors que seules 20% des souches rencontrées dans les bactériuries asymptomatiques en sont

pourvues (80).
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Figure 1. Organisation des fimbriae P, selon Laverty (77)
Des « synergies » existent entre ces deux types de fimbriae, facilitant la colonisation dans les
conditions dynamiques in vivo: les P fimbriae renforcent la colonisation précoce de
I’épithélium tubulaire, les fimbriae de type 1 permettent la colonisation du centre des tubules
rénaux, a la fois par attachement et formation de biofilm (81).
Enfin, il existe une régulation entre deux phénomenes a priori contradictoires, 1’adhésion et la
motilité liée au flagelle. Lorsque papX est surexprimé, PapX exerce une répression
transcriptionnelle sur plusieurs genes de la motilité dont le master-régulateur flnDC (82).

» Dr’autres types de fimbriae existent :

- S (mannose-sensible), se lie a différentes parties des sialylgalactosides oligosaccharides,
présents sur toutes les cellules de I’arbre urinaire et sur les globules rouges humains, codés
par 'opéron sfa; ils sont souvent associés a des formes cliniques plus séveres
d'infections(2)

- FI1C, qui n’a pas de propriétés hémagglutinantes, mais contribue a 1’adhésion en se liant
aux glycosphyngolipides des cellules rénales et déclenche la production I’interleukine 8,
indépendante de la voie des TLR4, inexistante dans les cellules rénales. Son expression est
gouvernée par 1’opéron foc, qui posséde un degré élevé d’homologie avec 1’opéron sfa qui
gouverne les pili S ;

- Dr, qui agglutine les hématies humaines et promeut un tropisme rénal ;

- des adhésines non fimbriales Afa, mannose-résistantes, reconnaissant une glycoprotéine
membranaire qui régule la cascade du complément (83); elles ont un tropisme rénal, et

favorisent les infections chroniques ou récurrentes ;
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- Pili Pix qui agglutine les GR humains ;

- Fimbriae Ygi, qui intervient dans I’adhésion aux cellules rénales ;

- Fimbriae Yad, qui intervient dans 1’adhésion aux cellules vésicales ;

- Pili de type IV, qui par des phénoménes d’extension-rétraction, intervient dans une
mobilité de surface, lente, appelée « Twitching ». Décrit surtout chez des E.coli
entéropathogenes et d'autres bactéries a Gram négatif, il interviendrait en outre comme
une structure multifonctionnelle, dans l'adhésion, la formation de microcolonies et de
biofilm, l'aggrégation bactérienne, comme récepteurs pour les phages, la signalisation
cellulaire(84);

- récemment, une nouvelle adhésine FdeC (factor adhérence E.coli) a été mise en évidence ;
I’expression de cet antigéne a la surface de la bactérie est déclenchée par 1’interaction
bactérie-cellule héte. Ce phénotype a été observé tant dans des souches intestinales
qu’extra-intestinales, uropathogenes, jouant un rdle dans la virulence, et plus
spécifiquement pendant la colonisation. Cet antigeéne est capable d’induire une protection
dans un modéle murin de sepsis et pourrait ouvrir la voie vers un vaccin couvrant un large
éventail de souches grace a une immunité croisée (85).

La variation de phase met en jeu des mécanismes de recombinaison dans le cas des pili de

type 1 et des liaisons ou méthylation dans les régions promoteur pour les pili P et S (67).

Malgré leur réle évident en tant que facteur de virulence chez E.coli, Miyazaki en 2002
démontre que les fimbriae de type 1, P, S ainsi que 1’adhésine afimbriale ne sont pas
essentiels a 1’établissement de la colonisation et de 1’invasion in vitro (86).

En outre, il existerait une hiérarchie dans 1’expression des adhésines fimbriales (78), avec
certaines protéines des systemes d’exportation qui seraient interchangeables entre les types 1
et F1C. La perte d’un type de pili conduit généralement a 1’expression d’un autre type (87),
par exemple, la perte de pili P ou de type 1 chez CFT073 conduit a I’expression des pili F1C
(88), ou chez UTI89, la perte de pili 1, conduit a exprimer des pili S.

e Les flagelles.

Ils permettent a la bactérie de se déplacer. Lane et al (49) ont démontré que 1’expression du
flagelle chez les UPEC était corrélée a leur capacité d’ascension de 1’arbre urinaire.

Un flagelle comporte 3 structures essentielles (Figure 2):

- un moteur, la piéce basale, véritable rotor doté d'un stator, embase incrustée dans la

membrane cytoplasmique, ancrant ainsi le flagelle a la cellule; une tige qui est un arbre de
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transmission qui va traverser le peptidoglycane jusqu’a la membrane externe et un
complexe autour de la distalité de la tige formant un pore au niveau de la membrane
externe au travers duquel les sous-unités monomériques de flagelline vont pouvoir étre
exportées, avant d*étre polymérisees. 1l fonctionne comme une pompe a protons et permet

des rotations de 1’ordre de 1000 cycles par seconde (89).

- un propulseur, filament hélicoidal de 10 um de long et 20nm de diamétre, constitué

d’environ 20.000 monomeéres de flagelline (flagelline= protéine FliC, codée par fliC),

- et un crochet qui connecte le rotor au propulseur suffisamment souple pour permettre des

différences de rotations angulaires entre la tige et le filament (90).

Chez E. coli, la mobilité est assurée par environ 6 flagelles répartis de maniére aléatoire a la
surface de la cellule (péritriche). Regroupés a un pdéle de la bactérie, les flagelles tournant
dans un sens antihoraire lui permettent de se propulser, de se déplacer en ligne droite, de
parcoutir une distance dans une direction donnée. En tournant dans un sens horaire, cette
propulsion est ralentie, annulée, permettant a la bactérie de se réorienter et de changer de
direction. La fréquence a laquelle ces deux phénomeénes interviennent dépend de
I’environnement et des signaux transmis au rotor. Dans un environnement homogeéne, les 2
modalités alternent de telle fagon que la bactérie se meut de fagon aléatoire (89). L’énergic
nécessaire aux rotations, horaires et anti-horaires, proviendrait de la phosphorilation

oxydative, et non directement de I’ATP (91).
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Figure 2. Organisation du flagelle (www.giagen.com/us/shop/genes-and-pathways)

Le chimiotactisme correspond a une mobilité dirigée. Ce mécanisme permet a la bactérie de
faire des comparaisons spatiales et temporelles des concentrations, croissantes ou
décroissantes, de substances attirantes ou répulsives qu’elle rencontre (91), et d’envoyer les
signaux intra-cellulaires requis au rotor. Ceci met en jeu le systétme des protéines Che,
déclenché par des chémorécepteurs membranaires, selon qu’ils vont étre déméthylés ou
méthylés.

Les flagelles permettent donc a la bactérie de se propulser directement, en s’¢loignant d’une

substance toxique ou se rapprochant de nutriments (swimming).
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La nature hélicoidale de chaque filament flagellaire est essentielle a ces mouvements, et la
flagelline des bactéries dotées de flagelles est assez constante dans le monde bactérien.
Deux types de mobilité sont sous la dépendance du flagelle (92):

1. Swimming: mobilité flagellaire de bactéries planctoniques évoluant sous forme
individuelle dans un milieu liquidien. Un ou quelques flagelles interviennent pour une
dépense énergétique minimale.

2. Swarming : mouvement de surface (a la surface d’un support solide), trés rapide, de
plusieurs bactéries cote a cote (« rafts »), sous I’action de la rotation du flagelle.

Les flagelles sont disposes tout autour de la surface d'E.coli, ce qui permettrait a la bactérie de
s'adapter pour évoluer a la surface et entre milieux visqueux.

Le passage en swarming nécessite un accroissement de la biosynthése du flagelle, d’ou la
nécessité de milieux riches en composés énergétiques, et des interactions cellule a cellule.
Chez certaines espéces bactériennes, la production de surfactant facilite le swarming par
diminution de la tension superficielle; E.coli peut se déplacer par swarming sans production
de surfactant, grace a la « mouillabilité » du lipolysaccharide du feuillet externe de sa paroi.
Au total, le swarming pourrait permettre & nombre de bactéries de se deplacer au-dessus,
d’adhérer a et de se disperser a partir des foyers infectieux, il protégerait aussi les bactéries
des macrophages en renforcant la résistance a phagocytose ; enfin, il semblerait que la
sécretion de toxines puisse étre co-régulée avec la mobilité par swarming (92).

S’agissant de structures externes, les protéines du flagelle sont exportées et 1’expression des
CUP pili et des flagelles fait intervenir des mécanismes complexes de coordination (67, 93)
conduisant a la construction des parties membranaires et extra-membranaires et interférant
avec I’expression des CUP pili (67), comme le montre 1’effet du pilicide ec240. Ce produit
diminue la piliation 1, P et S, dérégule la CUP pili et réduit la motilité. Le flagelle
interviendrait également dans 1’adhésion (51), et dans ’activation d’une réponse immunitaire
TLRS.

Grace a un systeme complexe de régulation, les bactéries alternent la production de pili pour
coloniser un environnement spécifique et 1’expression d’autres facteurs de virulence, telle la
production de flagelles pour se déplacer vers un nouvel environnement, des lors qu’il ne s’agit
pas d’un environnement hostile dans lequel elles auraient a privilégier la survie au détriment
de processus énergivores que sont la filamentation/flagellation. L’expression des flagelles
peut, de fagon coordonnée, empécher I’expression des pili de type 1 (94, 95). C’est donc un
processus adaptatif qui permet de coloniser de nouvelles niches et/ou de nouveaux hétes, en

fonction des récepteurs détectés a leurs surfaces.
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e La capsule: protege la bactérie de la phagocytose et de 1’effet bactéricide de la voie du
complément, ou encore pour certaines elle empéche une réponse immunitaire humorale

adaptée.

e Le lipopolysaccharide (endotoxine) de la paroi des bactéries a Gram négatif, qui active la

réponse inflammatoire de I’hote, via les TLRA4.

e Les facteurs sécrétés de virulence : ils sont nombreux; différentes toxines sont sécrétées
par les UPEC.
La plus importante est 1’alpha hémolysine (HIyA), qui, a forte concentration, est capable de
lyser les globules rouges et de tuer des cellules eucaryotes. A faible concentration, elle induit
une apoptose des cellules cibles dont les polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes T, les
cellules rénales et participe de l’exfoliation des cellules vésicales, ainsi qu’a différents
signaux dont des oscillations calciques. Elle est sécrétée par 50% des UPEC, et son
expression est associée a une sévérité accrue des IU cliniques. Les souches CFT073 et UTI 89
contiennent une copie de I’opéron codant pour cette toxine ;
*Le CNF1 (cytotoxic necrotising factor) dont le role serait de faciliter la pénétration des
bactéries dans les cellules, d’interférer avec la phagocytose par les polynucléaires et de
contribuer a I’apoptose.
Dans une revue de la littérature de 2015, Flores-Mireles et al. (93) proposent une analyse de
la séquence chronologique d’intervention des différents facteurs de virulence:
- aprés 1’adhésion, ’invasion : 1’adhésine FimH des pili de type 1 se lie aux récepteurs
mannosylés des uroplakines et des intégrines qui tapissent la surface des cellules urothéliales
en ombrelle. Le complexe Fim H- a3- B1 intégrine des uroplakines, par le biais d’une
activation des ATPases, va déclencher des réarrangements de 1’actine du cytosquelette et
favoriser I’internalisation des bactéries.
- apres l’invasion, les mécanismes d’échappement aux défenses de I’hote : la cellule via le
lipopolysaccharide bactérien reconnu par les TLR4 induit 1’expulsion des E.coli sous forme
de vésicules. E.coli contre ce mécanisme en s’échappant dans le cytoplasme cellulaire ou la
bactérie va se multiplier et former des communautes bactériennes intra-cellulaires. Selon
Justice et al. (96), 4 phases se déroulent 1) les bactéries sont non motiles et se divisent
rapidement, les CIB sont de véritables usines a bactéries dispersées dans le cytoplasme 2) la

croissance des CBI est ralentie, elles sont matures, sous forme coccoide et organisées dans un
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biofilm intra-cellulaire qui remplit tout le cytoplasme 3) les bactéries redeviennent mobiles,
elles peuvent se détacher des CBI et sortir de la cellule hote. 4) les bactéries vont filamenter,
afin d’échapper aux mécanismes de défense de I’hote dont ceux médiés par les TLR4 ; la
dispersion des bactéries est alors possible, elles vont pouvoir amorcer un nouveau cycle de
formation de CBI, plus lentement, en envahissant d’autres cellules; lorsqu’il s’agit des
cellules transitionnelles sous-jacentes, cela conduit a 1’établissement de réservoirs intra-
cellulaires quiescents (RIQ) de 4 a 10 bactéries non réplicatives, mais viables pendant des
mois.

- aprés I’installation, la survie en milieu hostile, avec la sécrétion de certains facteurs de
virulence importants pour 1’acquisition de nutriments par la bactérie: la toxine HlyA qui
promeut la lyse de la cellule héte et la libération de fer et nutriments ; les sidérophores, qui
permettent 1’acquisition de fer et la survie dans le tractus urinaire pauvre en fer. HIyA
déclenche également 1’exfoliation des cellules urothéliales et favorise la dissémination des
bactéries a d’autres cellules hotes ou aux cellules des couches sous-jacentes moins matures,
dépourvues d’uroplakines et donc plus susceptibles. La toxine CNF1 par un mecanisme
complexe conduit a des réarrangements du cytosquelette, induit des mécanismes de survie et
de défense contre I’apoptose de la part des cellules infectées ce qui en définitive va permettre
a la bactérie d’étendre son emprise. Quant a la survie des bactéries a 1’extérieur des cellules,
elle s’appuie sur la filamentation ce qui rend leur opsonisation et leur phagocytose par les

polynucléaires plus difficile.

2.2.2.2 Les infections urinaires chroniques et récurrentes

Elles soulévent une interrogation supplémentaire : s’agit-il d’une récidive, la souche
responsable étant la méme que celle ayant provoqué I'TU inaugurale ou s’agit-il de

réinfections avec une nouvelle souche, différente de la premiére ?

a) 1U récurrentes

Les études basées sur des comparaisons phénotypiques (sérotypes et biotypes) des souches
isolées concluaient plutdt a une réinfection. Le développement des techniques de typage par
biologie moléculaire a changé cette perception. Dans le cadre de I’é¢tude d’une cohorte de
femmes ayant fait une 1U, traitées et non traitées, suivies avec un point a 8-10 jours et 35-49
jours, Ejrnaes (24) a utilisé 1’électrophorése en champ pulsé pour mettre en évidence:

- chez les femmes traitées et ayant eu 1’une ou ’autre des visites (+) : 32/98 persistances,
32%
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- chez les femmes traitées et ayant eu I’une ou I’autre des visites (+) : 46/98 récidives, 47%

- chez les femmes traitées et ayant eu 1’une ou 1’autre des visites (+) : 13/98 réinfections, 13%
(nouvelles infections avec une souche différente),

- chez les femmes contrdle et ayant eu I’une ou I’autre des visites (+) : 1/52 récidives, 2%

- chez les femmes contrdle et ayant eu I’'une ou ’autre des visites (+) : 50/52 persistances,
96%

- chez les femmes contréle et ayant eu 1’une ou ’autre des visites (+) : 1/52 réinfections, 2%
Sur les 150 femmes ayant eu 1’'une ou ’autre ou les deux visites (+), il y a au final 9% de

réinfections, 55% de persistances et 31% de récidives.

Ce méme travail montrait que les UPEC retrouvées dans les persistances et les récidives
appartenaient plutét au groupe phylogénique B2, celles rencontrées dans les IU suivies de
guérison ou de réinfection plutdt au groupe D.

D’autres études vont dans le méme sens, quoiqu’avec des techniques et des durées de suivi
différentes (97-99).

Enfin, parmi les facteurs de risque de récurrence d’IU chez la femme, ont été identifiés : une
augmentation importante de la prévalence du portage péri-uréthral de la souche responsable
dans les 14 jours précédents (comparées par électrophorése en champ pulsé), la présence
d’une bactériurie et d’une pyurie, dans les quelques jours précédant les signes cliniques, ou un

déclenchement par 1’activité sexuelle (100).

La persistance de quelques bactéries latentes sous forme de réservoirs intracellulaires
quiescents (RIQ), avec des rosettes de 4 a 10 bactéries non réplicatives, mais néanmoins
viables sur de longues périodes, ne suscitent pas de réponse inflammatoire détectable chez
I’héte. A la faveur du renouvellement de 1’urothélium, ces bactéries peuvent étre libérées et
redémarrer un nouveau cycle d’infection se traduisant par un nouvel épisode aigii d’TU.

Lors d’essais in vivo chez la souris, et selon la lignée étudiée, des titres persistants variant de
1 (C57BL/6) a 10 (BALB/c) ont été observés alors que les urines sont définies comme étant
stériles. Les souris BALBc ont plus de RIQ, associés a de petits granulomes inflammatoires
autour de bactéries extracellulaires au sein du tissu urothélial, évoquant des micro-abces de la
muqueuse. La traduction pathologique de ces RIQ des couches basales de 1’urothélium reste a
élucider: cystites chroniques, cystites interstitielles, hyperactivité vésicale sont autant de
pathologies dont le mécanisme pour I’heure non connu pourrait ainsi trouver une explication

(101, 102).
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La survie des UPEC a Dl’intérieur des cellules macrophagiques a été observée, elle pourrait
contribuer a une évolution sub-aigué de I’infection a 1’image des souches AIEC dans la
maladie de Crohn de I’intestin.

Dans les communautés intra-cellulaires de bactéries, celles-ci sont a ’abri des défenses de
I’hote et des antibiotiques (9, 59, 103-105), ce qui explique qu’environ la moitié des 2émes U

sont provoquées par la méme souche que celle de I’'IU inaugurale (41, 42).

b) Cystites chroniques (39)

Certains modeles murins développent des IU a UTI89 sur un mode de cystite chronique, a
savoir bactériurie>10* ufe/ml d’urine associée a >10* ufc/vessie pendant plus de 4 semaines
aprés ’inoculation.

La cystite chronique s’accompagne d’une hyperplasie de 1’urothélium avec une perte de la
différentiation terminale et 1’absence d’uroplakines de surface ; une inflammation chronique
avec des infiltrats de lymphocytes et des follicules lymphocytaires isolés, comparables a ce
qui est observé en pathologie humaine.

Des marqueurs de cystite chronique ont été identifiés 24h apreés 1°IU inaugurale. Différentes
interleukines, sériques et urinaires, la perte de poids et une pyurie massive, en rapport avec
une réponse inflammatoire trés intense, une nécrose de ’urothélium, sont prédictives d’une
évolution sur un mode chronique. Les souris déficientes en TLR4 ou en lymphocytes ne
développent pas ou peu de cystites chroniques démontrant bien ’importance du processus
inflammatoire dans ce type d’infections. De méme, une dose unique de déxaméthasone 2
heures avant I’infection rend les souris significativement plus résistantes a une évolution sur
un mode chronique, alors que tous les signes inflammatoires & la 24°™ heure sont réduits de
facon significative.

Par ailleurs, une durée d’évolution de 2 a 4 semaines en 1’absence de traitement prédispose a
I’infection chronique, par opposition a un traitement antibiotique instauré précocément ; il n’y

a donc pas d’immunité protectrice mise en oeuvre.

c) Bactériurie asymptomatique

Multifactorielle, elle s’apparente a un commensalisme et protégerait les patients de super-
infections :
- cOté bactérie, les souches isolées dans les bactériuries asymptomatiques seraient

fonctionnellement différentes de celles isolées dans les infections. Une perte de 1’expression
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de facteurs de virulence, en particulier les adhésines (pili) et flagelles, associée a une capacité
accrue a former des biofilms a la surface de la vessie, et a acquerir du fer via une synthese
accrue de sidérophores, ont été décrites (106, 107). Cependant, la souche ABU83972 d’E.coli,
supposée protectrice chez des patients présentant des IU récurrentes chez qui elle demeure
présente sous forme de portage chronique apres inoculation, ne présente pas d’altérations du
répertoire des facteurs de virulence et peut induire la réapparition sporadique de symptdmes
(108), sans que 1’on sache pourquoi.

- cOté hote, une diminution de I’expression du TLR4, un moindre recrutement des

polynucléaires neutrophiles et une réponse moindre au LPS bactérien sont mis en avant.

2.2.2.3 Pathologies urinaires non infectieuses et persistance des bactéries

a) Hyperactivité vésicale

Elle concerne 17% des plus de 40 ans et est attribuée a une augmentation de la contractilité du
detrusor sans que 1’on sache pourquoi; le traitement en est symptomatique, par
anticholinergiques, peu efficace sur le long terme. Récemment, Gill a montré qu’en associant
anticholinergiques et antibiotiques ces patientes pouvaient étre améliorés (109), alors que des
biopsies vésicales révelent des lésions de cystite chronique (110); une proportion significative

de ces patients présente des bactériuries.

b) Cystite interstitielle

Elle affecte 20% des femmes et 5% des hommes et se traduit par une douleur suspubienne
persistante avec dysurie mais sans mictions impérieuses. Dans les formes séveres, des
ulcérations vésicales et des zones hémorragiques sont visibles en cystoscopie, et les urines
sont stériles ; a I’inverse des vessies de petite capacité sont également retrouvées, dites

hypersensibles, dans lesquelles une bactériurie est retrouvée dans un tiers des cas.

Les points-clé de la physiopathologie et de I’épidémiologie

e E.coli représente 1% de la flore colique, et est la bactérie la plus fréquemment isolée des
infections urinaires, communautaires et associées aux soins (UPEC)

e Les souches d’UPEC présentent de nombreux facteurs de virulence (adhésines,
flagelles, toxines, enzymes), associés a une grande plasticité génomique (nombreuses
séquences d’insertion, pouvant impliquer des bactériophages ; capacité de muter...)

e L’IU est un processus complexe, reposant sur
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-les flagelles, support de la mobilité, en particulier dans les 1U ascendantes. Pour des
raisons anatomiques, les femmes ont 50 fois plus de « chances » de faire une 1U que les
hommes ; une femme a 60% de chances de faire une 1U au cours de sa vie.

-les adhésines, support de I’adhésion aux récepteurs cellulaires des uroplakines des cellules
urothéliales ; elles permettent ainsi la colonisation de [D’appareil urinaire, suivie de
Uinternalisation des bactéries, de leur multiplication intra-cellulaire, du déclenchement de

la réponse inflammatoire, de ’apoptose des cellules urothéliales, conduisant a linfection

aiqué.
-la persistance de colonies bactériennes intracellulaires. Ce réservoir guiescent détermine

la possibilité de récurrences d’IU : une femme sur 2 récidera dans ’année, malgré un

traitement antibiotique adapté, et une sur 3 récidivera au-dela.

e [I’IU coiiterait 5 milliards de dollars chaque année aux USA

e [I’IU est un véritable enjeu dans la progression des résistances aux antibiotiques : en
infection urinaire « de ville », 2 & 5% des E.coli sont sécréteurs de Béta-lactamases a

spectre étendu et 9 & 16% sont résistantes aux fluoro-quinolones.

2.2.3 Traitements antibiotiques des infections urinaires basses

Les traitements antibiotiques des U, dont les indications et la mise en oeuvre dans une
stratégie d'épargne et de moindre impact sur le microbiote digestif, font l'objet de

recommandations nationales régulierement mises a jour (35).

2.2.3.1 Traitement antibiotique probabiliste des cystites aigués simples

Trois niveaux de traitement sont codifiés:

- en premiére intention: prise unique de fosfomycine-trométamol

- en deuxieme intention: 5 jours de pivmécillinam

- en troisieme intention: fluoroquinolones en prise unique ou 5 jours de nitrofurantoine.

En tenant compte du taux de résistance, élevé, et/ou d'un impact sur le microbiote, ne doivent
pas étre utilisés: 'amoxicilline, seule ou associee a I'acide clavulanique, le triméthoprime seul
ou associé au sulfaméthoxazole (TMP-SMX), les céphalosporines de 3eme génération. La
nitrofurantoine est placée en 3eme intention pour des rasions de rare toxicité.

Dans les cystites aigués a risque de complication, le traitement devra chaque fois que possible
étre adapté a I'antibiogramme; dans les rares cas ou un traitement différé n'est pas possible, le
choix se portera sur la nitrofurantoine de préférence, puis sur le céfixime ou une

fluroquinolone.
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2.2.3.2 Traitement antibiotique des cystites récidivantes

Le traitement curatif d'un épisode de cystite récidivante rejoint celui de la cystite simple.
L'antibioprophylaxie, quant a elle, ne sera proposée qu'aux patientes présentant au moins une
cystite par mois, apres échec des mesures simples d'hygiéne de vie et de prophylaxie non
antibiotique.

Elle sera débutée apreés I'obtention d'un ECBU négatif, et fera appel 1) au TMP ou TMP-SMX
2) a la fosfomycine-trométamol.

Dans ce cadre, la nitrofurantoine est contre-indiquée; les béta-lactamines et les fluor-

quinolones doivent étre évitées, pour des raisons écologiques.

2.3 Les traitements actuels non antibiotiques, préventifs et curatifs, de I’'TU

Les IU conduisent a des traitements antibiotiques fréquents, voire prolongés. Non dénués
d’effets secondaires, ils participent de la pression de sélection avec le développement
inéluctable de résistances. Ces résistances, particulierement fréquentes chez E.coli, concernent
des antibiotiques de premiére ligne, puis de 2°™ ligne (quinolones en particulier) et
actuellement de 3°™ ligne, avec la progression constante des bétalactamases et 1’émergence
de nouveaux mécanismes tels que différentes carbapénémases. Le poids des IU dans les
problémes de santé et les inquiétudes concernant I’efficacité des antibiotiques font de la

recherche sur des traitements, préventifs et curatifs non antibiotiques, un enjeu majeur.

Les modeles murins ont démontré d'une part, et les études chez I’homme suggérent d'autre
part, des différences dans la nature des phases précoces de la réponse de 1’hote a 1I’'IU entre
individus dont le rdle est déterminant sur I’évolution de la maladie et le risque de récidive.

L’analyse des mécanismes de 1’IU aigué et de la progression vers la récidive ou la chronicité
est incontournable pour développer de nouvelles approches thérapeutiques et prophylactiques.
Une fois dans le cytoplasme des cellules hote, les UPEC se multiplient (temps de doublement
30 mn environ) a 1’abri des mécanismes de défense de 1’urine, mais aussi des antibiotiques
tels que le triméthoprime-sulfaméthoxazole (TMP-STX). Cet antibiotique, largement utilisé et
efficace dans les IU du fait de son excrétion urinaire, a une pénétration dans les cellules faible
ou nulle (58), et de ce fait n’est plus efficace deés lors que 'UPEC est sous forme
intracellulaire. De la méme fagon, un nombre important de molécules, bactéricides in vitro sur
des cultures de cellules vésicales infectées par UTI89, ne sont pas efficaces in vivo, rendant

compte des échecs thérapeutiques, récidives sous traitement ou récurrences post-traitement.
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Différentes approches thérapeutiques ont pu étre envisagées, voir développées : compétition,

inhibition de I’adhésion, modification de la réponse immune

2.3.1 Approche compétitive

Le traitement de patients présentant des cystites chroniques récidivantes repose sur
I’inoculation de la souche non adhérente ABU 83972 (111, 112), cependant cette approche ne

connait pas pour I’heure de grands développements.
2.3.2 Approche inhibition de I’adhésion

2.3.2.1 Vaccins

IIs ont plusieurs cibles possibles:

a) I’adhésion bactérienne: Cette approche implique les pili, reposant sur le fait que les UPEC
responsables de cystites aigués expriment des fimbriae de type 1, que ceux-ci déclenchent une
réponse convergente de 1’hote, et conduisent les UPEC a passer de leur forme planctonique
urinaire vers des CBI. Ces éléments font des pili de type 1 une cible préférentielle pour
développer des stratégies thérapeutiques, vaccins ou composés a activité anti-infectieuse.
L’approche vaccinale dirigée contre les pili de type 1 et leur adhésine FimH conduit a une
protection vis a vis de la cystite aigué, tant chez la souris que chez les primates, et ce par voie
locale ou systémique (113-116). De nombreux vaccins ont été testés chez 1’homme, deux se
sont révelés efficaces, 1’un utilisant 10 souches d’UPEC tuées par la chaleur, 1’autre utilisant
un recombinant FimH. Le vaccin tué chauffé semble prometteur lorsqu’administré sous forme
intra-vaginale chez des femmes sexuellement actives. Le vaccin recombinant FimH s’est
avéré avoir une efficacité comparable, qu’il soit administré par voie systémique ou par voie
intra-nasale. Cependant, le blocage de FimH en une configuration a haute affinité pour le
mannose pourrait remettre en question ’intérét de ce vaccin in vitro ; les essais in vivo
confirment néanmoins une protection vis a vis de la cystite a UPEC. b) les toxines et les

protéases c) les sidérophores (93)

2.3.2.2 Immunothérapie active

Le principe est I’administration par voie orale d’un produit composé d’extraits bactériens
provenant de 18 souches d’UPEC; ceci s’est avéré efficace dans la prévention d’IU
récurrentes chez des patients ayant des antécédents d’IU chroniques et récidivantes. Chez la

souris, le mécanisme passe par une élévation d’interleukine 6 et d’interféron dans la vessie et
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une réponse inflammatoire au LPS moindre. Le mécanisme est donc anti-inflammatoire et non

Immunitaire.

2.3.2.3 Antagonistes FimH dérivés du biarylmannose

Le mécanisme d’action repose sur la modification au niveau des résidus d’acides aminés
invariables du site mannose de FimH ; la liaison mannose ne peut plus se faire et la virulence

des UPEC est atténuée (117).

2.3.2.4 Autres molécules ciblant I’adhésion bactérienne

a) les pilicides : le pilicide ec240 (67), dont les transcriptomes et protéomes d’E.coli UTI89
révelent qu’il agit essentiellement sur les pili de type 1, en agissant sur le géne promoteur fim
S, en le maintenant dans une orientation de type OFF. D’autres pilicides existent, actifs sur les
pili Dr par exemple.

b) les mannosides compétiteurs du mannose (39, 118): plusieurs composés comportant de
petites molécules mannosidiques, agissant comme des analogues des récepteurs de FimH,
disponibles par voie orale, d’action puissante et rapide, seraient efficaces sur des souches
d’UPEC y compris multi-résistantes aux antibiotiques : en les maintenant sous la forme
planctonique, en les empéchant d’adhérer a I'urothélium, ils empéchent la colonisation et
I’invasion, et rendraient les souches d’E.coli plus accessibles aux traitements antibiotiques.
D’autre part, en agissant sans avoir a pénétrer la paroi de la bactérie, ces mannosides seraient
totalement exempts d’apparition de mécanismes de résistance et dans tous les cas, échappent
aux mécanismes de type modifications de porines ou efflux. Leur utilité pour prévenir I’'IU sur
sonde vésicale a également ¢été rapportée sur modele murin C57BL/6 - UPEC UTI89 (119),
dans lequel la prise orale de mannosides réduit 1’adhésion, I’invasion, le biofilm
intracellulaire et la formation de colonnies bactériennes intra-cellulaires; 1’action sur le
biofilm se formant sur le matériau de la sonde n’est pas démontrée sur ce modele mais les
auteurs suggerent cette possibilité in vivo. La recherche se poursuit sur 1’amélioration des
propriétés pharmacocinétiques, la sélection d’autres composés mannosidiques et les
associations avec d’autres classes d’inhibiteurs de biofilms.

Ces composés sont potentiellement intéressants dans :

- la prévention des IU chez les populations a risque (femmes sexuellement actives sujettes aux
IU, personnes agees, patients sondeés);

- le traitement des cystites aigués 1) en améliorant la sensibilité aux antibiotiques et réduisant
les durées de traitement 2) en prévenant leur évolution chronique en empéchant la formation
de CBI;
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- le traitement des cystites récidivantes, en améliorant I’action des antibiotiques proposés, en

particulier le triméthoprime, largement utilisé.

2.3.2.5 Des probiotiques galactooligosaccharides

Bien qu’appliqués a des souches intestinales d’EPEC, sur des cellules Hep-2, ces composés
confirment un mécanisme d’action impliquant I’inhibition de 1’adhésion (compétition ?)

(120).

2.3.2.6 Les dérivés de la canneberge.

Les Amérindiens utilisaient la canneberge (Vaccinium macrocarpon, famille des Ericaceae) a
différentes fins, en particulier pour prévenir et traiter les infections des voies urinaires. Sa
forte teneur en Vitamine C la rendait également efficace dans la prévention du scorbut chez
les marins de la Nouvelle Angleterre durant leurs campagnes en mer. La culture du
« cranberry » commenca en 1815, dans ’état du Massachussets et dés le milieu du X1X*™
siécle, les médecins allemands la prescrivaient pour prévenir et traiter la cystite (121).
L’équivalent européen est le « lingonberry » ou airelle (V. vitisidaea). Il a été étudié en
association avec de la canneberge (122). Une multitude de produits sont désormais proposés
sus des formes trés diverses, jus, sirops, concentrés, fruits déshydratés. En médecine, de
nombreuses spécialités existent, généralement proposées sous forme de gélules ou de capsules
de jus déshydraté. Les essais cliniques ont surtout fait appel a ces présentations ainsi qu’aux
cocktails, composés d’environ un tiers de jus de canneberge.

Les baies de canneberge sont composées d’eau (88%) et d’hydrates de carbone, acides
organiques (salicylique, citrique, malique), fructose, vitamine C en quantité importante,
flavonoides, catéchines, triterpinoides et anthocyanidines (123). Les anthocyanidines et
proanthocyanidines sont des tannins, (polyphénols stables) retrouvés uniquement dans les
baies du genre Vaccinium, qui inhibent la synthése de la paroi batérienne et 1’adhésion a des
surfaces cellulaires (122); les profils des tannins wvarient selon les baies. Les
proanthocyanidines, ou tanins condensés, sont des oligoméres ou des polymeéres de flavanols,
particulierement présentes dans certains fruits (pomme, myrtille, canneberge, cassis, raisin...)
et ou graines (feve de cacao) mais aussi dans les feuilles de thé, les écorces de pin..., leur
conférant astringence et couleur. La diversité des proanthocyanidines resulte de la nature et du
nombre d’unités de flavanols associées ainsi que des liaisons inter-flavaniques. La canneberge
(Vaccinium macrocarpon ou canneberge américaine) est particulierement riche en dimeéres et
trimeres de type A (deux liaisons interflavaniques), alors que le jus de raisin est riche en

dimeres de type B (une seule liaison inter-flavanique). Les études portant sur la bioactivité des
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autres genres de Vaccinium (canneberge européenne : V. oxycoccus, airelle : V.vitis-idaea, et

myrtille : V. myrtillus) sont rares et plut6t décevantes (122, 124, 125).

Le(s) mécanisme(s) d’action de la canneberge ne sont pas complétement elucidés.

Différentes hypothéses « historiques » ont été avancées pour expliquer I’action de la
canneberge: action antiseptique de 1’acide hypurique, acidification urinaire, bien que 1’on
sache aujourd’hui que la réduction du pH est faible et transitoire (11).

L’action anti-adhérence de la canneberge a été montrée pour la premiére fois en 1984 par
Sobota (11). L’un des composés de la canneberge inhiberait les pili de type P, mannose-
résistants (effet bactérioflush), impliqués dans les pyélonéphrites (12), alors que le fructose de
nombreux fruits inhibe les pili de type 1 (mannose-sensibles) (13).

En 1994, une étude clinique (126) conclut en faveur de ’efficacité sur la prévention des 1U.
L’hypothese habituelle est celle d’'un effet lié a une inhibition de I’adhésion via les
fimbriae de type 1 et les P fimbriae.

Deux meécanismes sont avances :

- celui d’un analogue des récepteurs cellulaire aux fimbriae, avec un effet dose-dépendant in
vitro (15-17)

- celui d’une contre-régulation genétique sur la synthése des sous-unités des pili (127), avec
une réduction de I’expression des fimbriae P in vitro associée a un changement de leur
configuration (taille et densité) (128). Stapleton met en évidence une réduction du nombre
d’E.coli porteurs de P fimbriae dans les urines de femme du bras « jus de canneberge » d’un
essai thérapeutique jus de canneberge vs placebo (129). La canneberge diminue ainsi la
virulence des souches d’UPEC (16).

Cependant, la canneberge exerce un effet anti-adhésion chez des souches n’exprimant ni pili
de type 1 ni fimbriae P (16), suggérant que d’autres adhésines ou mécanismes sont

concernées.

La canneberge contient deux fractions inhibitrices différentes identifiées, dont I’une est
dialysable. La fraction dialysable correspond a des composés de faible poids moléculaire
(fructose, acides citrique, malique, quinique, vitamine C) et inhibe les pili de type 1 mannose-
sensibles. La non dialysable, de haut poids moléculaire, correspond aux proanthocyanidines,
qui inhibent les pili P, mannose résistants, en particulier les PAC de type A.

L’inhibition de I’adhésion d’E.coli par les PAC a été montrée sur des souches exprimant les

pili P et les pili de type 1 (12). L’analyse de la littérature est depuis en faveur d’un effet de la
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canneberge sur les pili non sensibles au D-mannose et notamment les fimbriae P (13, 65, 130-
132), avec une disparition compléte de ces pili en cas d’exposition prolongée (83).

Howell démontre un effet anti-adhésion d’E.coli aux cellules urothéliales de
proanthocyanidines purifiées de type A (PAC). L’effet anti-adhésion est détectable a des
concentrations comprises entre 10 et 50 microgrammes par ml.

Cet effet est observé sur les urines aprés consommation (ex vivo) et lors d’essais in vitro avec
des PAC extraites de jus de canneberge.

Les modifications induites par la canneberge pourraient intervenir dans I’arbre urinaire, mais
aussi sur les UPEC présents dans le microbiote intestinal, les rendant moins ou pas adhérents
avant leur introduction dans 1’arbre urinaire (133).

Plus récemment, un effet plus large au niveau des microbiotes digestifs (intestinal surtout
mais aussi buccal) a été avancé, sur d’autres micro-organismes (par exemple Streptococcus
mutans, bactérie cariogene (134), dont elle inhiberait I’adhésion in vitro a I’hydroxyapatite), y
compris des levures (Candida) avec toujours une inhibition de 1’adhésion et de la co-
aggrégation, une formation moindre du biofilm et une réduction de I’inflammation, attribuée a
une inhibition de la réponse induite par le LPS (135). Ainsi, au-dela de la pathogénése des
infections urinaires, des applications envisageables dans des domaines aussi variés que le
maintien de la « santé cardio-métabolique » ou les pathologies inflammatoires intestinales,
voire systémiques (136). Le devenir des PAC une fois la canneberge consommeée est débattu :
molécules trop grosses pour étre absorbées et excrétées telles quelles dans 1’urine (133, 137),
absorption intestinale sous forme de dimeéres ou trimeres, les cellules intestinales humaines
Caco-2 leur étant permeables (138).

Peu d’études se sont sont consacrées a la pharmacocinétique de la canneberge chez I’homme
(139). L’ingestion de PAC chez le rat se traduit par un pic d’absorption a 45 minutes, et une
excrétion dans les urines (19%), les selles (45%) et par exhalaison (6%). Chez la femme,
Valentova (140) a montré qu’une consommation de 1200 mg de jus de canneberge pendant 8
semaines se traduisait d’une part, par un effet inhibiteur de I’adhésion des UPEC, en 1’absence
de modification du pH urinaire, d’autre part par une réduction du stress oxydatif, les
métabolites retrouvés dans [’urine étant [’acide hippurique, des isomeres d’acides
salicylurique et dihydroxybenzoique, de la quercetine glucuronide.

Parallélement, 1’effet inhibiteur est retrouvé également sur des urines ne présentant pas de
PAC chez de personnes ayant consommé de 1’airelle, suggérant 1’existence d’autres composés

possiblement actifs dans la cannebrege ou d’autres mécanismes.

44



Plus récemment, Wang (141) a étudié 1’élimination urinaire chez des femmes volontaires
saines de flavonol glycosides et leurs métabolites, en en identifiant cinq : le plus abondant, la
quercétine-3-galactoside, puis les quercétines 3-rhamnoside et arabinoside, puis les
myricétines 3-arabinoside et galactoside, avec une élimination tres retardée pour la quercétine
3-arabinoside (4 heures vs 1.5-2.5 heures pour les autres composants). Tant élimination que
biodisponibilité présentaient des variations entre individus. D’autres études expérimentales
indiquent qu’apres ingestion de PAC, I’excrétion urinaire serait au mieux de 5%, débuterait 2
heures aprés 1’ingestion, avec un pic d’activité 4 a 6 heures apreés l’ingestion, et une
disparition quasi compléete dans les 12 heures (142, 143). L’effet anti-adhésion persiste

jusqu’a 8h apreés I’ingestion (144).

2.4 Modéles d’étude de I’activité de la canneberge

L’effet de la canneberge a fait 1’objet de nombreuses études et différents modeles d’étude ont

été décrits.

2.4.1 Modeles in vitro

Deux grands types de design d’études existent, conduisant a tester :

- ex vivo, I’effet in vitro d’urines provenant d’individus ayant consommé de la canneberge
sous diverses formes

- I’effet in vitro sur des souches d’E.coli directement incubées en présence de canneberge sous
différentes formes, notamment en termes de capacité d’adhésion aux cellules eucaryotes.

Le tableau 2 résume les principales caractéristiques de certaines de ces études.

Tableau 2. Etudes in vitro confirmant 1’effet anti-adhésion des « canneberges »,

Protocole Produit Germes Résultats
Chen Ex vivo activité urine aprés jus E.coli Anti-adhésion
2013 (145) consommation de canneberge Inhibition de

I’hémagglutination

Réduction formation

biofilm
Wojnicz, 2012 In vitro culture d’E.coli et Extrait 2 souches | Anti-adhésion
(146) cellules urothéliales commercial E.coli Réduction mobilité
(swimming)

Réduction formation
biofilm
Filamentation

Propriétés anti-oxydantes
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Réduction de
I’hydrophobicité de I’une
des souches

Pas d’effet sur

I’expression des curli

Ermel, 2012 (83) | Invitro culture d’E.coli et Différents E.coli Anti-adhésion
cellules urothéliales extraits Effet variable selon
contenant 50 extrait
pg/ml PAC
Gupta, 2012 (19) | Invitro activité anti-adhésion | Différents E.coli Anti-adhésion
sur cellules vésicales et extraits MR aux

vaginales contenant 10 a | antibiotiques
50 pg/ml PAC
Risco, 2010 (18) | Activité ex vivo d’urines de PAC E.coli Anti-adhésion in vitro
rates aprés consommation de 118 mg/dose Effet dose
canneberge. différentes
In vitro concentrations
Lee, 2010 (147) Activité ex vivo d’urines 275 mg de E.coli Activité in vitro anti-
humaines apres canneberges K.pneumoni | adhésion : 35%, 65%, et
consommation de canneberge. | séchéeset25 | ae 45% respecivement
mg de C.albicans
canneberge
concentrée
Pinzon-Arango, In vitro co-culture d’E.coliet | PAC 0, 64, E.coli Anti-adhésion
2009 (148) cellules urothéliales 128 et 345,8 Effet dose
pg/ml
Lavigne, 2008 Activité ex vivo d’urines Capsules de E.coli Effet anti-adhésion in
(16) humaines aprés canneberge de vitro
consommation de canneberge. | 36 mg, 108 Effet dose
mg ou placebo Réduction virulence
E.coli sur ver
Caenorhabditis elegans
Gupta, 2007 (15) | Activité anti-adhésion in vitro | PAC diluée de | E.coli Effet anti-adhésion
sur cellules vésicales et 0a75ug Effet-dose
vaginales
Howell, 2010 (17) | Activité ex vivo d’urines Capsules de E.coli Anti-adhésion
humaines aprés 0, 18, 36, 72 Effet-dose
consommation de canneberge. | mg de PAC Aténuation de la

Essai multi-centrique en

double aveugle

virulence dose-

dépendante
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Valentova, 2007 Activité ex vivo d’urines 0, 400, 1200 E.coli Anti-adhésion in vitro
(140) humaines apres mg de K.pneumoniae | Effet-dose
consommation de canneberge. | canneberge S.aureus Activité maximale sur P.
Essai en double aveugle séchée E.faecalis aeruginosa
placebo vs 400 et 1200 mg E.faecium
P.aeruginosa
Di Martino 2006 | Activité ex vivo d’urines 250 ou 750 E.coli Anti-adhésion in vitro
(149) humaines apreés ml de jus a (45% et 62%)
consommation de 27% Effet-dose
canneberge. Indépendant de la
Essai en double aveugle vs résistance aux
placebo antibiotiques

Adapté de Hisano (139)

Différentes techniques peuvent étre utilisées, selon les études: a) I’inhibition de
I’agglutination sur levures et hématies (FimH), tant sur billes recouvertes de récepteurs Gal-
Gal que sur hématies (pili P), b) I’inhibition de 1’adhésion aux cellules eucaryotes. La lignée
cellulaire humaine T24 de carcinome de vessie est classiqguement utilisée dans les essais
d’adhésion des bactéries type UPEC sur les cellules (150-152).

Dés lors, il est possible de faire a) une numération des bactéries adherées par cellule pour un
nombre suffisant de cellules, par observation microscopique b) le comptage de la radioactivité
apres marquage des bactéries, contact bactéries-cellules et élimination des bactéries non-
adhérées (153, 154). Cette derniére technique a été évaluée par comparaison avec le comptage
microscopique aprés coloration et parait moins sujette aux variations inter et intra-
expérimentations (153, 155, 156).

L’utilisation d’une lignée cellulaire est souvent remise en cause du fait de son origine
cancéreuse pouvant conduire a une modification d’expression et de comportement par rapport
aux cellules in vivo. Cependant, elle permet d’occulter I’effet hote, une réceptivité spécifique

des cellules épithéliales urinaires en fonction de I’origine ayant ét€ antérieurement observée

(157, 158).

Le choix de la ou des souches bactériennes est primordial dans ce type d’approche. Le
répertoire ATCC ou CIP ne donne pas toujours d’indication particuliere ou du moins
exhaustive sur le type de fimbriae des souches d’E.coli utilisées. Parmi les antigénes
protéiques (antigénes F) impliqués dans 1’adhérence des souches d’E.coli, existent les

antigenes associés aux pili communs, spécifiques du mannose, et d’autres antigénes impliqués
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dans I’adhésion a un type cellulaire précis, dont en particulier les fimbriae P pour les souches
d’UPEC, présentant une résistance au mannose. Les deux types d’adhésines sont d’intérét
dans les infections du tractus urinaire (159, 160), ainsi que dans la persistance des bactéries,
se traduisant par des infections récurrentes (7, 161, 162).

La capacité des souches d'UPEC a provoquer des IU symptomatiques est associée a
I’expression d’une large panoplie de facteurs de virulence, parmi lesquels, nous 1’avons vu,
les adhésines jouent un réle majeur; certaines souches, comme le mutant MG 1655 klm Pcl-
film, expriment de maniére constitutive FimH. A I’inverse, le caractére asymptomatique de
certaines bactériuries n’est pas encore totalement ¢lucidé, mais il a été observé que certaines
des souches isolées dans ce contexte sont non adhérentes et non hémolytiques (80, 159).
Ainsi, la souche ABU 83972, isolée chez un patient qui en était porteur depuis 3 ans, a perdu
toute capacité a exprimer des pili de type 1, sa persistance ne déclenchant pas de réponse
immunitaire de 1’hote (62); par délétion génique et mutation, elle devient apte au
commensalisme (163, 164), avec de rares émergences de périodes symptomatiques, encore
inexpliquées (108), mais garde paradoxalement, sa virulence chez la femme enceinte (165).
D’autres souches, pst mutantes dont 1’expression des fimbriae de type 1 est réduite, sont
associées a une réduction de la colonisation, de ’invasion des cellules, et de ce fait des
infections urinaires (70); ceci a pu étre montré chez la souris avec la souche CFT073 apres
inactivation de I’opéron pst. Toutefois, les mécanismes de régulation génique sont complexes.
Des variations de phase dans 1’expression de FimH, in vivo et in vitro, sont liées a des
modifications portant sur la régulation de 1’expression de fimS.

Bien que le génome de différentes souches d’UPEC (CFT073, UTI89) ait été totalement
séquencé, il n’a pas été possible d’isoler des caractéristiques spécifiques des UPEC, et il y a
des différences considérables dans les répertoires geniques et les niveaux d’expression selon
les souches d‘UPEC (22). La souche E.coli UTI89, provenant de cystite humaine, a été

utilisée dans plusieurs études (5, 38).

Leurs facteurs de virulence les mieux connus chez les principales UPEC étudiées figurent

dans le tableau 3.
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Tableau 3: Facteurs de virulence présents chez 5 souches EXPEC

Souche E.coli | CFT073 MG1655 | UTI89 ABUS83972 | APECO01

Facteurs de virulence

Systeme acquisition du fer

Entérobactine sidérophore | + + + + +
Iro salmochelin sidérphore + + + +
Chu hemin uptake system + + + + +
Sit iron.manganese + - + + +
transport

iutA aerobactine + + T

sidérophore

fyuA yersiniabactin + nf + + + +

sidérophore

Pili

fim (typel) + + + +nf +
Pap (P) ++ + + +nf +
Sfa (S) + + + _ _
Foc (F1C) + + _ + nf _
Toxines

Hly (alpha hémolysine) + ++ + +nf _
CNF1 _ _ + + _
VAT + + + ? +
SAT + ?

Selon Wiles (8) nf : non fonctionnel

L’exposition a des concentrations croissantes de canneberge ou de PAC s’accompagne d’une
réduction de 1’adhésion d’E.coli exprimant les fimbriae P aux cellules urothéliales. Cet effet
est réversible, les bactéries a nouveau cultivées en 1’absence de canneberge retrouvent leurs
capacités d’adhésion (148); ceci conforte I’hypothése qu’il ne s’agit pas d’une réduction de
I’expression des fimbriae P par les PAC liée a une acquisition ou délétion génétique, des
changements de configuration des pilis ayant, de surcroit, été visualisés en microscopie
électronique.

Enfin, les souches d’E.coli exposées a la canneberge voient diminuer la biomasse du biofilm
qu’elles constituent (146), ce qui pourrait avoir un intérét dans la prévention des 1U
récurrentes. Leurs capacités d’adhérer & du verre ou du plastique seraient également

diminuées.
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2.4.2 Modeéles in vivo

De nombreux essais cliniques chez ’homme ont été réalisés pour étudier I’efficacité de la
canneberge in vivo dans la prévention des IU.

Des essais cliniques de type comparaison d'un traitement versus placebo ont été réalisés,
retrouvant une bactériurie persistant plusieurs semaines chez des femmes ayant fait un
épisode aigu d’infection urinaire et non traitées (166). Par ailleurs, méme lorsque traités de
facon efficace a court terme, certains individus évoluent sur un mode chronique, avec des

récidives conduisant a des traitements longs (46, 167).

Les essais les plus récents sur I’efficacité de la canneberge apportent des conclusions
insuffisantes ou contradictoires (17, 139, 165, 168-171). Ils sont par ailleurs d’interprétation

délicate, car les méthodologies varient de par :

- la nature, le dosage du principe actif, la formulation et la présentation des produits,

- les doses et les durées d’administration,

- la population cible: femmes jeunes, femmes enceintes, femmes agees, traumatisés

médullaires, vessies neurologiques de scléroses en plaques, enfants, enfants ayant des

sondages vésicaux intermittents, cystites radiques, et méme des hommes agés souffrant

d’adénomes prostatiques (172)

- critéres de jugement : prévention des IU en présence de facteurs de risque, prévention des

cystites récurrentes,

- caractéristiques techniques des essais : effectifs parfois modestes, tolérance et observance du

traitement variables, perdus de vue, les rendant difficilement comparables.

Le point clé est I’objectif de ces essais : démonstration d’un effet préventif et/ou curatif.

Devant la difficulté de conduite et d’interprétation des essais chez I’homme, les modeles

murins ont été tres largement utilisés. lls ont permis de mettre en évidence des différences

entre individus portant sur la nature de la réponse précoce de I’hote a 1’infection, différences

qui jouent un rdle dans 1’évolution et sur les récidives (38).

Les modéles murins sont fondamentaux pour comprendre les mécanismes conduisant a

I’infection urinaire puis a son évolution sur un mode chronique, ainsi que pour développer de

nouveaux traitements et de nouvelles approches thérapeutiques. Ils permettent :

- d’identifier des caractéristiques individuelles de I’hote, impliquées dans la colonisation
initiale de la vessie et accessibles a des approches thérapeutiques, comme par exemple

I’étude de I’efficacité de traitements antibiotiques (103) et non antibiotiques,
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de suivre quantitativement I’infection urinaire, par 1’étude de la charge bactérienne a
différents temps du processus infectieux,

de realiser des analyses histologiques et microscopiques illustrant, pour une meilleure
compréhension, 1’évolution des différentes phases de I’infection,

d’étudier de nombreuses bactéries, non seulement des souches différentes d’E.coli mais

également de nombreuses autres especes (173).

Différents modeles murins ont été utilisés avec des variantes concernant I’inoculum, la voie

d’introduction (intra-uréthrale ou transuréthrale), tous conduisent a une inoculation efficace

de la vessie (174); par la suite, I’inoculation de 50 microlitres d’une suspension a 10° ufc par

voie transuréthrale a été retenue dans de nombreuses études.

Le modele décrit par Hung (173), retenant la souche murine C3H/HeN, précise :

la vérification de la stérilité des urines en phase d’appropriation de la technique
I’utilisation de souches bactériennes sauvages comme témoins positifs

I’optimisation de 1’anesthésie : bien que la concentration d’Isoflurane soit déterminée de
fagon empirique, elle devrait étre de 1’ordre de 4% pendant la phase d’induction et de 2,5
a 3% pendant la phase d’entretien. Cependant, pour la souche murine C57BL/6, la
concentration nécessaire en phase de maintien est inférieure.

I’optimisation de I’inoculum d’E.coli entre 1 et 3 10" UFC dans 50 microlitres de volume
inoculé. A 10® UFC par souris, la réponse inflammatoire robuste se traduit par une
exfoliation rapide et massive, tout particulierement pour les souris C57BL/6, pour
lesquelles il est donc particuliérement important de ne pas dépasser 10

les souches murines : des souches les plus diverses peuvent étre infectées avec succes,
mais la charge bactérienne dans le tissu vésical varie selon la souche de souris. Les
souches murines les plus souvent utilisées sont C57BL/6, C3H/HeN, mais d’autres lignées
ont pu étre utilisées (CBA/J, FVB/NJ, C3H/HeJ) ou infectées avec succeés (BALBI/c,
C3H/HeOuJ, C3H/HeSnJ et Swiss Webster). Alors que la réponse inflammatoire est
précoce et importante pour la souche C57BL/6, avec la souche C3H/Hel, elle est
quasiment inexistante avec une filamentation de I’'UPEC apparaissant trés tardivement
dans le cours de I’infection.

I’age et le poids des souris : 1’age idéal est entre 7 a 9 semaines ; les souris plus &dgées ne
conduisent pas a des niveaux aussi probants d’infection. Par ailleurs, entre 7 et 9 semaines

le poids des souris varie peu et est sans effet sur la susceptibilité et le niveau d’infection
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obtenu. A noter la nécessité d’acclimater les souris pendant une semaine avant
I’expérimentation.

- Tlinoculation, lente, de 50 microlitres de suspension bactérienne par cathéterisme vésical
respectant les conditions d’asepsie

La souche bactérienne habituellement retenue pour ces essais est UTI 89 isolée dans des

cystites cliniques.

Une fois les vessies récupérées par cystectomie, la moitié de la vessie est habituellement
utilisée pour procéder au dénombrement des bactéries et 1‘autre moiti€é pour d’autres
manipulations (extractions ARN, Western blott, par ex) incluant de I’histologie, de la
microscopie électronique....
L’histologie permet de voir les conséquences de l’infection au niveau tissulaire, avec un
oedéme de la paroi vésicale, des infiltrats cellulaires inflammatoires, un endommagement du
glycocalyx et des cellules en ombrelle qui se détachent, gradée par Hopkins de la fagon
suivante (174, 175):

: Normal

: infiltrat inflammatoire subepithélial focalisé

: cedéme et infiltrat inflammatoire subépitéhlial diffus

0
1
2
3 : infiltrat subépithélial marqué avec nécrose et des polynucléaires dans et sur I’urothélium
4 : infiltrat touchant le muscle en plus des criteres 3

5

: perte de I’épithélium de surface

D’autres modeles animaux ont pu étre utilisés, faisant appel:

- a des rats femelles pour 1’étude des effets d’extraits de canneberge (18).

- a un nématode, Caenorhabditis elegans, basé sur la capacité d’ingestion d’E.coli par ce Ver,
chez qui la bactérie produit une infection létale; le pourcentage de vers morts en présence de
la souche d’E.coli est un marqueur direct de la virulence de la souche. Lorsque 1’essai est fait
en présence d’urine collectée aprés consommation de canneberge, une réduction de la

virulence est constatée, par effet anti-adhésion, dose-dépendant (176, 177).

Enfin, ’analyse fonctionnelle du génome bactérien, par I’étude des profils transcriptionnels,
est promise a un bel avenir. Les techniques d’hybridation de I’ADN ont connu ces derniéres
annees un essor important ; plus récemment, le séquencage des ARN apparait lui aussi

prometteur. Par 1’étude du transcriptome, en faisant varier les conditions d’étude, il est
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possible d’analyser plus finement I’impact de différents produits agissant sur 1I’expression du

génome.

2.5 Place de la canneberge dans la prise en charge des infections urinaires basses.

L’intérét de la canneberge dans la prévention des IU demeure controversé.

L’identification du/des composé(s) actif(s), de son ou de leur(s) mécanisme(s) d’action, le
manque de standardisation des produits dérivés de la canneberge et de leur teneur en
composé(s) actif(s) rend les comparaisons de produits délicates, 1’extrapolation de résultats
impossible et la formulation de recommandations difficile.

Quant aux essais cliniques, nombreux mais portant sur des populations diverses avec des
méthodologies variables, ils alimentent regulierement la controverse.

Il n’existe aucune contre-indication formelle (143). En termes de tolérance, si les interactions
sont connues et prises en compte (notamment I'effet inhibiteur des flavonoides sur le
cytochrome P459), les effets secondaires semblent modestes (effet laxatif, intolérance
digestive, prise de poids); des lithiases rénales oxaliques ont pu étre rapportées sur de longues
périodes d’absorption, liée a I’excrétion accrue d’oxalates et a une légere acidification des
urines (143); il serait recommandé de boire beaucoup d’eau lors de 1’ingestion de canneberge
déshydratée. Cependant, leur impact sur I’observance d’une administration nécessairement au
long cours peut s’avérer importante (jusqu’a 55% d’abandon) (178).

En 2008, la Cochrane review concluait que I’utilisation potentielle de la canneberge n’avait de
place que dans la prévention des IU récurrentes de la femme jeune, en réduisant le nombre de
récidives sur une période de 1 an (179).

En 2010, une note d’information a été diffusée par la Direction Générale de la Concurrence,
de la Consommation et de la Répression des Fraudes, en France, qui portait sur le dosage des
PAC de type A dans la canneberge. Outre la question des conditions d’emploi minimales
requises pour que des PAC puissent prétendre a une efficacité par le biais d’une moindre
adhésion d’E.coli, cette note insistait sur le probleme du dosage de ces molécules. En effet,
différentes techniques de dosage des PAC existent (spectrophotométrie, chromatographie en
phase liquide, gravimétrie...), donnant licu a des écarts importants. De plus, ne s’agissant pas
d’un médicament mais d’un supplément alimentaire, d’origine naturelle et donc de
composition complexe et potentiellement variable, les contraintes réglementaires de mise sur
le marché sont moindres voire inexistantes, n’incitant ni a l'identification des principes actifs

ni a leur(s) dosage(s) précis.
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L’autorité européenne de sécurité des aliments, aprés analyse de deux dossiers soumis par des
opérateurs, a conclu que les preuves fournies n’étaient pas suffisantes pour établir une relation
de cause a effet entre la consommation des produits et la réduction d’un risque de survenue
d’infections urinaires.

La question de la dose minimale requise n’est pas résolue, d’autant plus difficile a examiner
que les modes de préparation des produits peuvent entrainer des variations de composition, la
sélection, voire 1’addition, de produits inhibiteurs de 1’activité, et que par ailleurs, la question

du dosage méme des molécules n’est pas résolue.

La derniere mise a jour de la Cochrane Database of Systematic Reviews en 2012 (21)
recensait 24 études, essais contrdlés randomisés, dont 6 études cross-over, 11 études
comparant deux bras, 5 avec 3 bras et deux multifactorielles, pour un total de 4473
participants. L’inclusion de 14 études supplémentaires suggere que la canneberge est moins
efficace que ce que l’on pensait, la conclusion étant que la canneberge ne peut éEtre
actuellement préconisée dans la prévention des IU (21). La canneberge ne réduirait pas les
récidives d’TU dans aucun sous-groupé étudié : femmes ou enfants ayant des IU récidivantes,
personnes agees, femmes enceintes, patients atteints de cancer ou de vessie
neurologique (143)

C’est peut-€tre la raison pour laquelle, dans la revue faite en 2015 par Flores-Mireles (93), la
canneberge n’est pas méme citée dans les options thérapeutiques abordées par 1’auteur.
Cependant, les limites de ce type de méta-analyses ont été rappelées (44, 180, 181) ainsi que
la parution de conclusions opposées (129, 182), brouillant un peu plus la situation(44).
Howell (183) indique ainsi, dans un commentaire portant sur cette méta-analyse, que les
consommateurs devraient acheter des produits contenant au moins 36 mg de PAC, que la
canneberge est presque aussi efficace que des traitements antibiotiques faiblement dosés chez
la femme et I’enfant, mais sans risques de résistances, préconisant aussi de poursuivre la
recherche sur Vaccinium macrocarpon. Les recommandations francaises SPILF-AFU
proposent, en 2015, la canneberge en prévention des cystites récidivantes a la dose de 36 mg
de proanthocyanidine/ jour (35, 143).

Enfin, deux études ont comparé 1’efficacité d’extraits de canneberge et d’antibiotiques (TMP)
a faible dose en prophylaxie des récurrences d’IU chez la femme agée d’une part, et chez la
femme pré-ménopausée, d'autre part: la canneberge s’avere efficace, mais dans une moindre
mesure, présentant cependant I’avantage de ne pas étre associée a la survenue de BMR dans la

flore commensale (184, 185). D'éventuels phénoménes d’acquisition de résistances
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bactériennes aux antibiotiques lorsqu’associés a la canneberge, n'ont pas été, non plus,

rapportés (149).

Loin d’abandonner définitivement la voie thérapeutique que peut représenter la canneberge,

de nouvelles études paraissent, qui :

cherchent a évaluer la potentialisation de I’effet des PAC par d’autres composés, tels que
le propolis (177, 186);

insistent sur la nécessité de pouvoir disposer de dosages précis en teneur en dimeres et
triméres de PAC-A (65, 186), en ne se contentant pas de doser les PAC globaux ;

ou encore ciblent d’autres composés présents dans les extraits de canneberge et présumeés
actifs, tels que les polyphénols (187), le xyloglucane (68), la myricétine (188) ou encore
des métabolites des PAC.

Ce qu’il faut retenir concernant la canneberge

o Intérét dans un contexte d’épargne des antibiotiques et de maitrise de la pression de
sélection

e Pas de résistances décrites ; attribution ancienne d’un effet sur le maintien d’un
bon état de santé de I’arbre urinaire.

e Etudes cliniqgues nombreuses, résultats controversés,

o Mécanismes d’action, étudiés ex vivo et in vitro, incomplétement élucidés :
inhibition de [’adhésion (FimH, P), attribué aux proanthocyanidines, A en
particulier, altérations de la mobilité flagellaire ;

e Composition complexe de la baie et caractéristiques mal définies des produits
commercialisés (teneurs en proanthocyanidines, autres composés possiblement
actifs)

e Action sur le microbiote fécal probable mais non élucidée, pharmacocinétique peu

étudiée
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Dans un tel contexte, ce travail a pour objectifs :

- de rechercher, en culture et chez I’animal, des effets d’extraits d’intérét sur
I’adhésion d’E.coli de statut FimH connu,

- de définir un modele d’étude simple et reproductible, applicable a I’évaluation de
candidats médicaments.

Le protocole expérimental comprend différents types d’essais :

- in vitro avec I’évaluation de 1’adhésion de différentes souches d’E.coli et de
Pinhibition de P’adhésion par des extraits de canneberge proposés par les
laboratoires Pierre Fabre

- invivo sur modéle murin (souris femelles C57BL/6 de 8 semaines), avec I’étude de la
colonisation vésicale par différentes souches d’E.coli, puis I’évaluation des produits
sur la prévention de la colonisation et/ou de I’infection, par pré-incubation de la

souche sélectionnée avec le produit soumis a I’essai.

Secondairement, les résultats de ces différents essais nous ont conduits a explorer les
effets du produit retenu sur la structure de surface et la mobilité bactérienne, ainsi que

sur D’expression des génes correspondants.
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3 Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est de rechercher en culture et chez 1’animal les effets d’extraits
d’intérét (canneberge) sur 1’adhésion et la prolifération d’E.coli uropathogénes de statut FimH
connu ou non. L’accent a été mis sur I’optimisation d’un modéle d’étude.

Les essais in vitro comportent :

- D’évaluation d’un panel de souches d’E.coli de différentes origines et de statut fimbriae
connu ou non pour leurs propriétés hémagglutinantes et d’adhésion aux cellules
gucaryotes en culture

- I’évaluation de I’activité cytotoxique potentielle des composés de canneberge et des
surnageants de cultures bactériennes

- I’évaluation de I’effet anti-adhésion des composes de canneberge : essais d’adhésion
de la souche retenue (UTI89 pour tous les essais, essais spécifiques sur souches
exprimant FimH) aux cellules eucaryotes, en présence et en I’absence de produits
pendant les essais et selon différents protocoles de culture de la souche bactérienne, en
présence ou en absence de produit.

- traduction mécanistique de 1’action du produit retenue dans le modéle sur 1’expression
génotypique par séquencage des ARN messagers

- confirmation de I’impact mécanistique par des tests fonctionnels adaptés.

Les essais in vivo comportent :

- une validation du choix des souches en termes d’aptitudes a la colonisation vésicale
chez la souris

- D’évaluation de I’effet des composés de canneberge sur la prévention de la colonisation

et/ou de I’infection.
3.1 Matériel

3.1.1 La collection de souches d’E.coli

Sur la base des données de la littérature, 1’effet des proanthocyanidines (PAC) est considéré
dépendant du statut FimH de la souche bactérienne. Les souches initialement selectionnées
proviennent notamment de la Collection de I’Institut Pasteur et du centre de référence des

entérobactéries (Institut Pasteur, colishig@pasteur.fr, Paris) ou ont été fournies par le Dr JM

Ghigo (Institut Pasteur, Paris) et le le Pr E. Oswald (Laboratoire de Microbiologie, Institut
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Fédératif de Biologie, CHU de Toulouse) et présentent des caractéristiques adaptées

(isolement a partir d’infections urinaires, expression connue de FimH).

Le tableau 4 répertorie la collection initiale de 27 souches d’E.coli, testées pour leurs

propriétés hémagglutinantes. Ces souches sont toutes des souches d’origine huamine,

provenant soit de féces, soit d’origine urinaire, en situation d’infection urinaire, a I’exception

de la socuhe de la derniere ABU83972, isolée d’une bactériurie asymptomatique chez une

petite fille. L’hypothése étant une action de la canneberge sur les adhésines, en particulier des

pili de type 1, nous avons privilégié les souches connues pour exprimer des adhésines, en

particulier le couple MG1655 et la souche parente GGB1561 surexprimant Fim H de maniere

constitutive.

Tableau 4. Souches d’E.coli initialement testées pour leurs propriétés hémagglutinantes

Collection Souche Origine Caractéristiques Adhésines
CIP 54117 Fécés, humaine susceptibles phages TLa T17 | non décrites
CIP 53126 = Féces, humaine Stx1-, Stx2-, eae-, htyA- ND
ATCC 8739 séquencage complet
séduit 1’ac déhydroascorbique
CIP 54127=ATC utilisée dans controles qualité | ND
C 10536 pharmacopée, normes
AFNOR, normes I1SO et
pharmacopée USA
CIP 105986 Humaine sérotype 025 :H1 ND
PNA
CIP 105994 Humaine sérotype 02 ND
PNA
CIP 106006 Humaine, sérotype O78 ND
Infection urinaire
symptomatique souche mobile
CIP 106012 Humaine sérotype O7 ND
PNA souche mobile
CIP 106016 Humaine sérotype O6 :H10 ND
Cystite aigue
CIP 106023 Humaine ; Cystite | non typable ND
CIP 106032 Humaine ; Cystite | sérotype O4 ND
CIP 106041 Humaine ; Cystite | sérotype O75; non mobile ND
CIP 106530 Fécés d’enfant sérotype O3 :H2 adhésine fimbriale
plasmide p17-2
CIP 106531 Fécés d’enfant sérotype 044 :H18 adhésine fimbriale
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plasmide pAA2

encodée par plasmide
pAA2

CIP 108106 Humaine non typable adhésines (P, F1C,
urine production toxine CNF1 fimbriae de type 1)
(NTEC-1)
CRBIP 19.170 Souche sauvage | PAI-IIl LeuX + ND
uropathogéne
CRBIP 19.211 Souche
(JM Ghigo) | uropathogene sur | milieu de Luria ND
=CFTO073 le plan UPEC
génotypique
CRBIP 19.79 Souche TG1 fimA génotype fim A
(JM Ghigo) | uropathogene
CRBIP 14.19 Humaine ; Cystite | E.coli diffusely adherent expression adhésine
diffuse adherence on HelLa | Afa/Dr
cells
CRBIP 14.21 Humaine, PN E.coli diffusely adherent expression adhésine
Afa/Dr
CRBIP 14.24 Humaine, PN E.coli extra-intestinal groupe | ND
phylogénétique B2
Opérons sfa/foc, pap, hly
CRBIP 14.28 Humaine ; Cystite | E.coli diffusely adherent expression 2
AfaE-1l et AfakE-1lI adhésinesAfa/Dr
CRBIP 14.31 ? produit des pili, pas de
type 1
Delta fimB-H
GGB1561 | souche Groupe de surexpression des
parente génétique des fimbriae de type 1
MG1655 biofilms — Pr FimH de maniere
Ghigo constitutive
UTI89 humaine exprime pili type 1, P
pyélonéphrite ets
UMR —Pr Oswald et plusieurs toxines
MG1655 UMR —Pr Oswald exprime pili type 1, P,
SetF1C
et plusieurs toxines
surtout Hly
CFT073 UMR —Pr Oswald exprime pili type 1, S,

F1C et surtout P
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et plusieurs toxines
ABU UMR —Pr Oswald | immobile, ni flagelle ni | adésines non
83972 humaine, capsule, dépourvue d’Ag O et | fonctionnelles ou
colonisation K, pas de fimbriae 1, P ni F1C | inexistantes
urinaire toxine CNF1

PN: Pyélonephrite. PNA: Pyélonéphrite aigué

3.1.2 Les lignées cellulaires utilisées in vitro
Ont eté utilisées :
- les cellules de carcinome vésical humain, de la lignée T24

Code fournisseur : HTB-4 (American Type Culture Collection, USA), numéro de lot
2406038

- les cellules urothéliales de la vessie de souris NUC-1
Code fournisseur : ACC 225 (DMSZ, Allemagne) numéro de lot P2B

Les deux lignées sont conservées a -180°C (azote liquide) a une concentration comprise entre
5.10° et 1.10" cellules/mL. Les cellules sont mises en culture en milieu Mac Coy5A (T24) ou
DMEM F12 (NUC-1) (Biowhittaker, Emerainville, France) supplementé en acides amines
non essentiels (Biowhittaker) 1% (p/v), glutamine (Biowhittaker) 1% (p/v),
penicillin/streptomycin  (Biowhittaker) 1% (p/v) et sérum de veau décomplémenté
(Biowhittaker) 10% (v/v). Aprés 48h d’incubation a 37°C sous 5% de CO», les cellules sont

remises en culture selon le protocole suivant :

- trypsinisation : élimination du milieu de culture des flacons de cellules, rincage avec
tampon PBS, élimination du liquide de ringage, ajout de la solution de trypsine a 0,05%
(Biowhittaker). Incubation 5 mn a 37°C des cellules, arrét de la trypsinisation par ajout de

10 ml de milieu de culture.
- centrifugation a 1600 t /mn 5 mn a 20°C

- reprise du culot cellulaire dans 1 ml de milieu de culture pour obtenir la suspension
cellulaire

- contrble de viabilité et ajustement du titre de la suspension apres coloration au bleu
Trypan (colorant vital): dilution au 1/10 de la suspension cellulaire dans le bleu Trypan,
remplissage de la chambre de cellule de Malassez et comptage au microscope optique X40

(cellules viables réfringentes, cellules mortes en bleu). Limite acceptable < 10% de
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cellules mortes. Au dela, la viabilité est compromise, la culture est éliminée. Pour les

essais, la suspension est ajustée a 2.10° cellules/mL.

3.1.3 Les animaux utilisés in vivo

Les animaux utilisés sont des souris femelles C57BL/6 de 8 semaines (élevage Janvier,

France). Apres réception, les souris sont hébergées en cages collectives (5 souris par cage)

pendant 7 jours, dans ’animalerie de la facult¢ de Pharmacie, a température et luminosité

contrélées, afin de leur permettre de s’acclimater en dehors de tout stress.

Le matériel et les produits utilisés sont:

- pour I’anesthésie : gaz isoflurane, anesthésie par inhalation,

- pour le sondage vésical : povidone iodée (PVPI) pour la désinfection du méat uréthral.
Matériel de sondage : Arrow Cath, 0,46 mm de diameétre, 4 Fr, spring wire guide, sonde :
BD Insite Autoguard®, cathéter veineux 0,9mm diamétre, 22 Gauges, Becton Dickinson

- pour I’inoculation : seringues a insuline

- une cage de maintien du sommeil équipée pour entretenir le sommeil pendant 45 min, en
décubitus dorsal

- pour le sacrifice : xylocaine a 1% en injection intra-péritonéale

- pour le prélevement des vessies: matériel chirurgical adapté a la réalisation d’une

laparotomie médiane.

3.1.4 Les produits utilisés pour la mise au point du modéle

3.1.4.1 Extraits de canneberge

Dans la phase de mise au point du modéle d’étude, 4 échantillons ont été fournis par
I’industriel : C102, lots E600347, 081111, KOO0013 et E 600597 correspondant a la

préparation commerciale.

Cet extrait concentré correspond au produit commercialis¢é Urisanol® (Naturactive, Pierre
Fabre Médicament, Castres, France). Il est composé de 90% de canneberge et 10%
d’hydroxyde de sodium et de phosphate tricalcique.

La quantité de proanthocyanines présente dans 1’extrait a été¢ déterminée selon la méthode de
Porter dérivée de celle de Bate-Smith (189). Six mL d’une solution concentrée a 5% d’HCl

dans le butanol et 0.2 mL d’une solution a 2% NH4Fe(SO4), 10 H,O dans ’HCI 2N sont
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ajoutés a 0.5 mL d’une solution méthanolique contenant I’extrait de canneberge ou le C3G
(cyanidine-3-glucoside). L hydrolyse acide est réalisée a 95°C durant 90 min. Les solutions
sont ramenées a température ambiante et analysées en spectrophotométrie (A = 520 -580 nm).
Les résultats sont exprimés en mg de cyanidine-3-glucoside dans 1 g d’extrait de canneberge
(poids sec). Toutes les mesures ont été réalisées en duplicate.

La quantité de proanthocyanidines mesurée dans I’extrait est de 18.65 + 0.35 mg / g de
poids sec.

Les produits C121, C118 et BF189-1 correspondent a des préparations ou fractions
provenant également des Laboratoires Pierre Fabre.

Les solutions d’essai sont préparées extemporanément dans I’EPPL.

3.1.4.1 Principaux milieux, réactifs et appareils utilisés pour les différents essais in vitro

e Sang de mouton (Biomérieux, France)

e Geéloses et bouillons trypcase soja TS (Biomérieux)

e Géloses et bouillons de Luria (composition : Agar (Biomérieux), tryptone (Oxoid),
NaCl (Sigma), extrait de levure (Biomérieux), eau distillée

e Géloses moles swarming (par litre: agar 5¢, tryptone 10g, NaCl 0,69, extrait de levure
5g, glucose 5g), 5ml coulés dans des boites de Petri de 55 mm de diameétre

e PBS

e 3H-adenidine triphosphate (Perkin-Elmer, USA)

e Liquide de scintillation Ultima Gold (Perkin-Elmer)

e Milieu de culture MacCoy 5A (Dutscher)

e Milieu de culture DMEM F12 (Dutscher)

e Galactose (Sigma)

e Dodécyl Sulfate de sodium (SDS) (Sigma-Aldrich)

e XTT et co-enzyme Q (Sigma-Aldrich)

e Phénol a 0,5% (Sigma-Aldrich)

e Microplagues 96 puits a fond rond (Falcon, Dutscher)

e Plaques 24 puits pour cultures cellulaires et flacons 25 cm? (Falcon, Dutscher)

e Spectrophotomeétre (Polarstar, BMG, France)

e Centrifugeuse (3i, Hearus)

e Compteur Béta (TriCarb 2800-TR, Perkin-Elmer)

e Appareil agitateur de plaque (Stuart Orbital)

e Microsopie électronique :
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- fixation: solution de glutarladéhyde a 1%, tampon Sorensen 0,1 M
- contrastant : acétate d’uranyle
- lecture au microscope a transmission Hitachi HT 7700,
e Histologie : liquide de Bouin et trichrome de Masson
e Mesure des surfaces de pousse sur géloses swarming : fond papier millimétré sur
tablette IPad, logiciel Image J (NIH).

3.2 Méthodes

3.2.1 Invitro

Tous les tests ont été réalisés au moins deux fois.

3.2.1.1 Hémagglutination

Les suspensions bactériennes sont préparées apres 24 heures de culture a 37°C en aérobiose,
sur milieu Trypcase Soja.

Aprés centrifugation, les bactéries sont mises en suspension dans du PBS (10*° bactéries/ml).
Les hématies de mouton (Biomérieux) stériles et défibrinées sont centrifugées (4000
tours/mn, x5), suspendues (2%v/v) dans du PBS et déposées (25ul) sur microplaque 96 puits.
Un méme volume (25ul) d’une série de dilutions de raison 2 de la suspension bactérienne est
ajouté et homogéneisé (2mn) sur plaque oscillante. Les plaques sont incubées a 37°C pendant
2 heures, avec maintien ou non de 1’agitation.

L’hémagglutination se traduit par la formation d’un voile uniforme. Le témoin négatif (PBS +
suspension d’hématies) est caractéris€¢ par la formation d’un culot d’hématies au fond du
puits. Dans le cas des essais sous agitation, la lecture a été réalisée 15mn apres arrét de
I’agitation. Le titre d’hémagglutination correspond a I’inverse de la dilution la plus élevée

ayant donné une hémagglutination visible. La limite de détection correspond a un titre 2.

Les mesures d’inhibition de 1’hémagglutination sont réalisées de la méme maniére par
addition de dilutions de raison 2 du produit a tester (25ul) dans des puits contenant 25pl
d’hématies de mouton et 25ul de suspension bactérienne de titre 4 d’hémagglutination. Le

contr6le est constitué par un méme volume d’une solution aqueuse de galactose a 200mM.
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3.2.1.2 Cytotoxicite

Le principe du test est basé sur la transformation enzymatique d'un sel de tétrazolium, le
sodium 3,3 [1[(phenyl amino) carbonyl]-3-4-tetrazolium bis (4-methoxy-6nitro)] benzéne
sulfonic acid hydrate soit XTT, en un produit coloré, le formazan. Le XTT est réduit par la
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes en présence d'un agent couplant
d'électrons, le coenzyme Q, en un composé hydrosoluble jaune/orangé, le formazan, dosable
par spectrophotométrie a 450 nm, selon le principe décrit par Roehm (190). La densité

optique relevée est proportionnelle a la population cellulaire viable.

Fig 3. Révélation du test de cytotoxicité par transformation des sels de XTT en formazan, coloré en

orange.

Des microplaques de 96 puits sont ensemencées a 2.10° cellules/mL et incubées pendant 24
heures a I’étuve. Le milieu de culture est alors éliminé et les puits rincés au PBS.

100 pl de dilutions de raison 2 des produits a tester sont déposés dans chaque puits avec
comme témoin 100 pl de milieu de culture (témoin négatif) et 100 ul de phénol (10mg/ml,
témoin positif).

Les plaques sont mises a incuber pendant a 37°C (5% CO2) au temps de contact défini. Elles
sont ensuite lavées (PBS, x2) et 100 pl du mélange XTT (1mg/ml)/coenzyme Q (0,2 mg/ml)
sont ajoutés dans chaque puits. Apres 3 heures d'incubation, 100 ul d'une solution de SDS a
10% sont ajoutés dans chaque puits. La lecture immédiate de la densité optique a 450 nm est
effectuée au spectrophotometre POLARstar (BMG, France). Le pourcentage de viabilité est
calculé comme suit :

[densité optique (produity — densité optique (wmoin négatify] /densité optique (wmoin négatif)
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Le test est interprétable quand la valeur du témoin positif de cytotoxicité est < -50%. Le
produit est défini comme cytotoxique si le pourcentage de perte de viabilité correspondant est
<-30% (191). Ce test a été appliqué a 1’étude des produits suivants vis-a-vis de la lignée T24:
- canneberge et extraits produits par le Laboratoire Pierre Fabre aux concentrations de 1
a 1,95x10°% (p/v) pour C102, C121, et C118 et de 0,1 & 1,95x10™ % (p/v) pour
BF189-1.
- surnageant des cultures bactériennes obtenues en bouillon Trypcase-Soja aprés 24h
d’incubation a 37°C.
I1 a été completé par des controles visuels au bleu Trypan de:

- cytotoxicité des 4 extraits de canneberge

- cytotoxicité¢ finale aprés 2 heures de contact des 3 composanstes de I'essai C102,

E.coli UTIRO et cellules T24.

3.2.1.3 Croissance bactérienne

La croissance bactérienne de différentes souches (UTI89, MG1655, CFT 073, GGB 1561,
ABU 83972) inoculées & faible concentration (10> UFC/mL) en milieu liquide trypcase soja a
été mesurée par absorbance a 640nm sur une période de 10j en présence de C102 a 1 et 0,1%
(PIV).

L’évaluation de la population bactérienne en milieu de culture cellulaire (Mac Coy5A, sans

sérum de veau feetal) durant 2h a été vérifiée de la méme maniere, avec et sans C102.

3.2.1.4 Adhésion aux cellules vésicales

Les bactéries sont marquées en milieu liquide en phase exponentielle de croissance par
incubation pendant 18 heures a 37°C en présence de 5 pci d’adénine tritiée. La radioactivité
non incorporée est ensuite éliminée par lavage et centrifugation (1600 tours/mn, 10min, 18°C,
x3). Les bactéries sont remises en suspension dans le milieu de culture correspondant a la
lignée cellulaire, sans addition de sérum de veau feetal et ajustées par spectrophotométrie a
10% UFC/m.

Les bactéries sont alors mises en contact sur plaque de 24 puits (500 pl de suspension
bactérienne) avec une monocouche de cellules vésicales obtenue par incubation pendant 48h a
37°C sous 5%CO, d’une suspension de 500 ul/puits de cellules T24 ou NUC-1 (2.10°
cellules/ml) cultivées dans le milieu approprié additionné de 10% de SVF.

Aprés 2 heures d’incubation (t2h), le surnageant est éliminé et les bactéries non adhérentes

éliminées par 3 lavages au tampon PBS. Le bruit de fond (t0) correspondant a une adhésion
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non spécifique est obtenu par lavage et lyse immédiate, sans incubation, comme décrit ci-
apres.
Le tapis cellulaire et les bactéries adhérentes sont lysés avec 500 ul d'une solution
d'hydroxyde de sodium a 0,5N + 0,1% de SDS. Les lysats sont placés dans les tubes de
comptage et 2mL/tube de liquide de scintillation ajoutés avant comptage au compteur Béta.
Chaque condition d’analyse a été répétée quatre fois.
Pour chaque série, I’activité apportée par les bactéries (cpm totaux) est mesurée. Un contréle
positif (phénol 0,5%) est effectué. La validation du test repose sur la démonstration d’un taux
d’adhésion réduit (exprimé en cpm) de plus de 50% par I’addition de phénol (0.5%) avant
incubation (192).
Les résultats sont présentés en pourcentage d’adhésion selon la formule :
% d’adhésion = (t2hcym-t0com) / activité apporteecpm.(193)
L’effet d’inhibiteurs d’adhésion est mesuré selon le calcul suivant : (t2h inhibiteurgpm-t2h
témoingpm) / t2h témoingpm. (194)
Cette technique a été utilisée pour étudier :
- D’adhésion sur cellules eucaryotes vésicales T24 de neuf souches non cytotoxiques
d’E.coli,
- D’inhibition d’adhésion induite par le composé C102 (1% et 0,1% P/V)
o apporté au moment de 1’essai correspondant a 1’adhésion de référence,
o mis en contact avec les cellules T24 pendant 2h avant I’essai,
o mis en contact avec UTI89 pendant 48h (2 subcultures) ou 10 jours (10
subcultures) avant 1’essai,
o mis en contact avec UTI89 pendant 10 subcultures avec retrait du produit les
10 subcultures suivantes.
- L’adhésion sur les cellules de rein de souris NUC1 d’UTI89, MG1655 et GGB1561 et
I’inhibition d’adhésion par C102.
Afin d’assurer la validité de ces essais, notamment en termes de subcultures bactériennes en
présence du produit C102, un contréle de la viabilité bactérienne dans les conditions d’essai a

été réalisé (TO versus T2h).

Une fois le modele défini, il sera appliqué a 1’évaluation in vitro de candidats médicaments

L’industriel a souhaité évaluer 1’efficacité de trois produits :
- P1: produit soluble dans le bouillon TS ; concentration test 1%

- P2 : produit soluble dans diluant a 37°C, concentration test 0,95%
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- P3: produit soluble dans le bouillon TS, concentration test 0,06%
Un essai d’inhibition de I’adhésion sur cellules T24, d’E.coli UTI89 selon le modéle retenu

(10 subcultures) sera réalisé en présence de chacun des 3 produits, avec C102 en référence.

3.2.1.5 Etude des ARNm chez UTI89 (puce Affymetrix, Agilent)

Pour ces essais, le traitement des souches et les extractions d’ARN ont été réalisés au
laboratoire. La puret¢ des ARN extraits et la suite du protocole d’analyse des niveaux
d’expression des différents génes d’E.coli UTI89 a ¢été réalisée par la plateforme
Transcriptome GeT-Biopuces, Laboratoire d’Ingénierie des Systémes Biologiques et des

Procédés (LISBP, INSA, Univeristé Paul Sabatier, Toulouse III).

a) Extraction des ARNm de E.coli UTI89 provenant de cultures fraiches au terme de 10
subcultures en présence et en absence de C102 1%P/V

Les suspensions bactériennes, ajustée a 0,4 (DO 640), ont été homogéenéisées par vortex et
mises a décanter 25 min a 4°C. Un mL de surnageant de chague suspension a été centrifugé
10 min a 4°C. Les culots ont été lavés une fois avec 500 uL de bouillon TS froid puis a
nouveau centrifugés 10 min a 4°C afin d’éliminer tout résidu de canneberge. Les culots
bactériens ont été conservés a -80°C en attendant 1’extraction des ARN.

L’extraction a été réalisée avec le kit RNeasy Plus Mini (Qiagen) selon les instructions du

fabricant.

b) Contréle de la qualité des ARN

La qualité des ARN a été vérifiée par dosage spectrophotométrique (Nanodrop, Thermo —
A260/A280>2,1 et A260/A230>2,3) et migration électrophorétique (Bioanalyzer, Agilent —
ratio 16S/28S>1,2 et RIN>8,5). Seuls les échantillons ayant un RIN (RNA Integrity Number)

supérieur a 8.5 ont été utilisés pour les puces a ADN.

c) Marquage et amplification des ARN

Le kit One-Color Low Input Quick Amp WT Labeling Kit™ (Agilent Technologies, Massy,
France) a été utilisé pour amplifier et marquer 100ng d’ARN selon les instructions du
fabricant. L’efficacité du marquage a été vérifiée au nanodrop par une mesure d’absorbance a
260 nm pour le cRNA produit et @ 550 nm pour la Cyanine3 (Cy3) incorporée puis calculee

comme indiqué dans le protocole du fabricant.
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d) Hybridation des puces

Pour chaque échantillon, 600ng de cRNA marqué et amplifié ont été utilisés pour préparer le
mix d’hybridation comme décrit dans le protocole Agilent (Agilent Technologies, Massy,
France). 40 pl de chaque mix d’hybridation ont été déposés sur une lame “joint” et la puce a
ADN (E. coli Gene Expression Microarray, 8x15k, design 020097, Agilent Technologies,
Massy, France) comme recommande dans le guide utilisateur Agilent Microarray
Hybridization Chamber User Guide. Les lames sont ensuite insérées dans une chambre
d’hybridation puis placées immédiatement dans un four a hybridation a 65°C durant 17 heures
a une rotation de 10 rpm. La puce a ADN a été lavée apres hybridation et a été scannée a
I’aide du scanner MS200 (NimbleGen Roche Diagnostics, Meylan, France) avec le logiciel
NimbleGen MS200 v1.2 a 5 microns de resolution.

La puce est ¢élaborée a partir de plusieurs souches d’E.coli: CFT073, K12 MG1655,
0157 :H7, EDL 933 et VT2 Sakai.

e) Analyse des données

L’intensité de fluorescence a été quantifiée avec le logiciel Feature Extraction software
v11.5.1.1. Les données d’expression ont été normalisées avec le package RMA de
Bioconductor. Seules les sondes exprimées normalisées et transformées en log2 ont été
utilisées. La normalisation (méthode des quartiles simultanément sur toutes les conditions) et
I’analyse  statistique a ¢ét¢ faite a 1’aide de  packages  Bioconductor
(http://lwww.bioconductor.org) et du logiciel R v3.2.2.

La valeur d’intensité du gene est retenue gene par géne, correspondant a la médiane des
valeurs pour les différents oligonucléotides ciblant un méme géne.

L’analyse différentielle a été faite en utilisant le package limma package et la liste des géenes
discrimines entre les conditions ‘Canneberge’ et ‘Témoin’ a été retenue avec un FDR (False
Discovery Rate) ajusté, un p < 0.05 et un FC (fold change) d’au moins +- 0.5
L’enrichissement fonctionnel (biological process, cellular component and molecular
functions) a été fait en utilisant le package GOstats dans Bioconductor. La liste des genes
differentiellement exprimés (p< 0,05) entre les cultures témoins et les cultures sur C102 a éte
établie de la fagon suivante :

Fold change : ratio intensité non transformée en log 2 de la condition C102 / ratio intensité

non transformée en log 2 de la condition témoin
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Log 2 de fold change : intensite en log2 de la condition C102 - intensite en log2 de la

condition témoin, le risque associé étant le suivant :

Log2 Fold Change p corrigé
<=-2et>=2 0,01
<=-0.5et>=0.5 0,01
<=-2et>=2 0,05
<=-0.5et>=0.5 0,05

3.2.1.6 Mobilité bactérienne sur gélose

Trois types de mobilité sont décrits chez E.coli (92) :

Leur mise en évidence se fait par culture en géloses molles, riches en sources d’énergie (195,
196),

Cette technique a ¢été utilisée pour étudier les modifications de mobilité¢ induites par le
composé C102 (1% et 0,1% P/V) :

- mis en contact ou non avec UTI89 pendant 10 jours (10 subcultures) avant 1’essai,

- incorporé ou non dans la gélose molle,

par référence au témoin (absence de C102 dans le bouillon et dans la gélose).

Analyse des mouvements de «twitchingy

Des boites de 55mm de gélose molle (Milieu de Luria enrichi en tryptone 5g/L, casamine
5g/L et NaCl 0,6g/L, agar 10g/l) sont préparées et laissées pendant 15 min sous flux
laminaire. Un cylindre central de 5mm de diamétre est retiré a I’emporte-piece stérile puis
replacé avec la suspension bactérienne UTI89 (10° UFC/mL, 10u1) avant incubation en étuve
a37°C.

Lors de la lecture, la gélose est retirée délicatement et la culture ayant adhéré a la boite est
colorée au cristal violet a 1%, (5 sec, 2 ringages a 1’eau distillée). Deux diametres
orthogonaux de la colonie bactérienne sont mesurés au pied a coulisse a 24 et 48h. La surface

de croissance est obtenue par la formule: T1[(d1+d2)/2]* /4
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Analyse des mouvements de «swimming »

101 de suspension de la souche UTI89 (10° UFC/mL) sont déposés en boite de 55mm a la
surface d’une gélose molle (Trypcase Soja, Agar 3g/l) puis incubés en étuve a 36°C.
Deux diametres orthogonaux de la colonie bactérienne sont mesurés au pied a coulisse a 8, 24

et 48h. La surface de croissance est obtenue par la formule: TI[(d1+d2)/2]* /4

Analyse des mouvements de «swarmingy

101 de suspension de la souche UTI89 (10° UFC/mL) sont déposés en boite de 55mm a la
surface d’une gélose molle (Trycase Soja enrichi en glucose 5g/L, casamine 5g/L et NaCl
10g/L, Agar 5g/1) puis incubés en étuve a 36°C.

Les boites sont déposées sur papier millimétré et les colonies photographiées a 8, 24 et 48h.
Les surfaces de croissance sont mesurées par analyse d’image (Image J°, NIH).

Tous les essais ont été répétés au moins trois fois.

3.2.1.7 Mobilité bactérienne par microscopie électronique a champ large.

Ces analyses ont été réalisées a I’lTAV-USR3505, Centre Paul Pottier (Toulouse, France).

Les acquisitions ont été réalisées, sur suspensions de E. coli UTI89 apres 10 subcultures en
présence ou non de C102 a 1% P/V, directement aprés marquage extemporané au Syto9®,
avec un vidéomicroscope a champ large (Axio Observer Z1, Carl Zeiss) équipé d’un objectif
apochromatique 40X/0.95 NA. Les échantillons imagés sont excités a I’aide d’une lampe aux
halogénures métalliques (HXP, Osram) combinée a un filtre d’excitation (470/40) permettant
d’exciter le fluorophore. La lumicre émise est filtrée a 1’aide d’un filtre passe-bande 525/50
puis détectée par une camera monochrome Axiocam 506 pilotée par le logiciel ZEN 2012
(Carl Zeiss).

L’effet du traitement sur la mobilité cellulaire a été analysé avec le logiciel Imaris 7.7
(Bitplane) avec le module Imaris Track qui permet de suivre au cours du temps des
¢chantillons en 2D ou en 3D, de détecter leurs trajets/mouvements et de les analyser. La
premicre étape de 1’analyse consiste a détecter la position dans 1’espace des différents objets
d’intérét (diamétre des objets a détecter > 1.8um). Cette détection automatique est effectuée
pour chaque temps d’acquisition. Un algorithme automatique va ensuite identifier les
correspondances — en termes de position spatiale - entre les objets d’un temps de référence et

ceux du temps adjacent, permettant ainsi de mesurer le déplacement de chaque objet.
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Dans un premier temps, le pourcentage d’objets ayant une distance absolue de déplacement >
5 microns, correspondant a une mesure de la proportion de déplacements non-browniens, a été
déterminé. Afin de mieux explorer la mobilité bactérienne, les déplacements non browniens
(>5 microns) ont été filtrés selon leur durée (temps > 2.5 secondes) et leur taille correspondant
a la distance absolue séparant un objet en début d’acquisition et le méme objet en fin
d’acquisition (distance > 5 um), permettant d’analyser uniquement les trajectoires
correspondant a des déplacements non-browniens (ou non-aléatoires).

Les différences de déplacement entre les 2 conditions « subcultures en présence de C102 »
versus « subcultures en absence de C102 » ont été analysées selon plusieurs critéres :

1- distance absolue de déplacement, correspondant a la distance (en micrometres)
séparant un objet en début d’acquisition et le méme objet en fin d’acquisition (Figure
4) ;

2- durée totale de déplacement en secondes, correspondant a la somme des temps de
déplacement d’un objet de la premicre a la derniére acquisition ;

3- longueur totale du déplacement (en micrometres), correspondant a la somme des
mouvements d’un objet sur la durée totale de déplacement (Figure 4);

4- vitesse de déplacement (en micrometres par seconde), définie comme étant la distance
(en microns) entre le premier point en début d’acquisition et le dernier point en fin
d’acquisition rapporté a la durée totale de déplacement ;

5- linéarité du déplacement, définie comme le rapport entre la distance absolue de

déplacement et la longueur totale de déplacement.

longueur totale

fin d’acquisition Fig 4 mesures de la longueur
totale et de la distance

absolue sur une durée de

distance absolue d’acquisition

début d'acquisition

Pour chaque critére, nous avons évalué I’effet de la condition « subcultures en présence de
C102 » versus « subcultures en absence de C102 », a I’aide du t de Student non apparié pour

¢chantillons a variances non égales.
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3.2.1.8 Structure bactérienne par microscopie électronique par transmission (MET)

Cette expérience a été réalisée en collaboration avec le Centre de Microscopie Electronique
Appliquée a la Biologie, Faculté de Médecine Toulouse Rangueil (Université de Toulouse,
France)

Les bactéries sont lavées au PBS (2mL de suspension & 10° UFC/mL, 10mL PBS, 2000
tours/mn, x3). Le culot est fixé par addition de 100 pL de fixateur (Glutaraldehyde 1% v/v

dans tampon Sorensen 0,1M,) et conservé en chambre froide jusqu’a manipulation.

Les bactéries sont colorées négativement par incubation l’acétate d’uranyle pendant 3
minutes : 20 uL d’échantillon sont déposés sur une grille en cuivre recouverte par du
collodion/carbone, aprés 1 minute, 1’ensemble est coloré négativement par dépot d’une goutte
de solution aqueuse d’acétate d’uranyle (10s). Apres élimination du surplus par papier filtre,
les échantillons sont observes a I’aide d’un microscope électronique a transmission Hitachi

HT7700 (80 kV).

Au moins trois zones représentatives par échantillon sont photographiées. Chaque
photographie est gradée de 0 a +++ en termes de présence de pili et de flagelles. Les
longueurs, largeurs et surfaces apparentes des bactéries sont mesurées par analyse d’image
(Image J ; NIH).

Cette technique a été utilisée pour étudier les modifications de structure induites par le
composé C102 (1%P/V)
- mis en contact avec UTI89 pendant 10j (10 subcultures) avant 1’essai,
- mis en contact avec UTI89 pendant 10 subcultures avec retrait du produit les 10
subcultures suivantes,

par référence aux cultures en absence de C102.

3.2.2 Expériences in vivo

Etant donné la difficulté de sélection de souches sur la seule base des essais in vitro, des
essais préliminaires ont été réalisés in vivo, chez la souris, pour 5 souches pré-sélectionnées,
afin de définir leur capacité de colonisation vésicale et de passage a l’infection urinaire.
L’objectif était de selectionner la souche ayant la meilleure capacité de colonisation vésicale.
Sur la base des données de la littérature, de leur description (tableau 4) et des résultats des
essais in vitro, 5 souches d’E.coli ont été pré-sélectionnees : ABU 83973, UTI89, MG1655,
GGB1561 (souche parente MG1655, FimH+), CFT073.
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Animaux et conditions générales d’expérimentation
Les animaux utilisés sont des souris femelles C-57BL6 de 8 semaines. Aprés réception
(animalerie de I’UFR de Pharmacie, Toulouse), les souris ont été hébergées en cages
collectives (5 souris par cage) pendant 7 jours, afin de leur permettre de s’acclimater en
dehors de tout stress.
L’inoculation des animaux se déroulent toujours comme suit :
e anesthésie par inhalation d’isoflurane,
e désinfection du méat uréthral (PVPI), et cathétérisme vésical sur guide
e vacuité veésicale vérifiée par expression digitale (pooling des urines pour déetection de
bactéries — contrdle de stérilité)
e instillation de 50 microlitres de suspension d’E.coli ajustée & 2.10® UFC/ml,
e maintien du sommeil pdt 45 min, en décubitus dorsal
Le sacrifice des animaux se déroule toujours comme suit :
e anesthésie par inhalation d’isoflurane
e sacrifice par injection intra-péritonéale de xylocaine a 1%
e prélevement des vessies par laparotomie médiane large, extension en pyjama,
dégagement de la vessie, clampage au niveau du col vésical, extraction et dépose de la

vessie pleine dans un cryotube de 10ml.
3.2.2.1 Inoculation de différentes souches d’E.coli en 1’absence de pré-incubation avec C102

a) Cinétique de I’excrétion urinaire d’E.coli et persistance d’E.coli dans la paroi vésicale

Pour chacune des 5 souches pré-sélectionnées, 12 souris sont parallelement inoculées avec la
méme souche et la méme suspension (50 microlitres de suspension d’E.coli ajustée & 10’
UFC/50 microlitres en tampon PBS (soit 2.10% UFC/mI). Les animaux sont ensuite placés
dans une boite « post-interventionnelle », en atmospheére d’isoflurane pendant 15 mn puis,
placées par groupes de 12 en 10 cages métaboliques (5 groupes, 60 souris en tout).

A des temps définis (J1, J3, J7, J14), les animaux sont peses, placés au plus par 6 dans des
cages métaboliques sans eau de boisson, avec un buvard neuf. Aprés 1 heure de repos, 3
souris sont soustraites, a nouveau pesées, endormies et injectées (injection IP 200 microlitres

de furosémide, 20mg/50ml). Elles sont ensuite sacrifiées et les vessies prélevées.

La caractérisation de la colonisation est réalisée par dénombrements des UFC d’E.coli au

niveau de différents types d’échantillons :
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-’urine des mictions spontanées est recueillie sur buvard, le volume d’urine est estimé a
partir du diametre des taches sur les buvards (197). 1l sera ainsi possible d’estimer, de maniére
non invasive le nombre d’UFC/ml d’urine. Les taches d’urine sont découpées, dispersées dans
10 ml de PBS pendant 30mn. Des dilutions sériées de raison 10 sont ensuite réalisées et 1mi
de chaque dilution est ensemencé en gélose TS supplémenté en désoxycholate de sodium
(milieu sélectif). La limite de détection est considérée a 10 UFC par échantillon.

Parallélement a chaque temps d’analyse - J1, J3, J7, J14- 3 souris inoculées avec la méme
souche de chaque groupe sont prélevées :

- les urines prélevées par sondage avec expression digitale) pour dénombrement des UFC
d’E.coli /ml. Les échantillons d’urine sont directement dilués au 1/100 et des dilutions de
raison 10 sont ensuite réalisées, 1ml de chaque dilution étant ensemencé en milieu sélectif
(gélose TS + désoxycholate de sodium). La limite de détection est considérée a 10 UFC/ml.

- les vessies sont collectées pour dénombrement des UFC/vessie (essai 1). Elles sont rincées
par du PBS, broyées au Potter et diluées directement au 1/100 ; des dilutions de raison 10 sont
ensuite réalisées, 1ml de la dilution est ensemencé en milieu selectif (gélose TS +
désoxycholate de sodium). La limite de détection est considérée a 100 UFC/vessie.

Trois souris de chaque groupe ont leur vessie prélevée a des fins d’analyse histo-

morphométrique (essai 2).

b) Histologie

Chaque vessie a ¢été vidée puis distendue par 50 microlitres d’une solution de
paraformaldéhyde dans du PBS (5%), fixation dans du liquide de Bouin (formol 5%),
coloration au trichrome de Masson, et analysée par microscopie optique, en délimitant la

méme zone d’analyse.

c) Impact de I’inoculum sur la phase d’adhésion (T4h)

Traitement des souris

40 souris femelles C-57BI6 de 8 semaines ont été utilisées.

La souche bactérienne étudiée est E.coli UTI89, telle qu’obtenue a I’issue de deux subcultures
(2X24h) en I’absence de C102.

- 4 groupes de 10 souris, instillation de 50 microlitres de suspension d’E.coli ajustée a environ
2.10%/ml, 2.10"/ml, 2.10%/ml et 2.10°/ml.

- dénombrement des suspensions (témoin de comptage)
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- Quatre heures (T4h) apres I’inoculation, les vessies sont prélevées apres distension par
50microlitres de paraformaldéhyde a 5%, pour numération des UFC (9 souris/inoculum ;
limite de détection 100ufc/vessie) et histologie (1 souris/inoculum).

Dénombrement des UFC

Les vessies prélevees et ringees par du PBS sont broyées au Potter et diluées directement au
1/100 (1 vessie dans 10 ml de PBS). Des dilutions de série 10 sont ensuite réalisées et 1 ml de
chaque dilution est ensemencé en gélose TS supplémenté en désoxycholate de sodium. La

limite de détection est considérée a 100 UFC/vessie.

3.2.2.2 Effet sur ’adhésion a 1’urothélium de souris inoculées avec E.coli UTI89, pre-

incubée ou non avec C102

L’objectif est de savoir si in vivo C102 agit plutot trés précocement, dés 1’adhésion (T4h) ou

plutdt sur la colonisation, a des temps intermédiaires (J3).

Pré-incubation de la souche

La souche d’E.coli UTI89 a été entretenue sur milieu TS. Dix subcultures de 24 heures en
milieu liquide, en présence du composé C102 a 1% (P/V), et en absence (culture témoin) on
été realisées.

Avant essai, les bactéries sont récupérées et lavées au PBS. Les suspensions finales sont
ajustées par mesure au spectrophotomeétre (640nm) a environ 2.10° UFC/ml.

La capacité d’adhésion de la souche UTI89 aux cellules vésicales in vitro (pré-incubées ou
non) a été contrélée le jour de I’inoculation. L’activité d’adhésion d’UTI89 a également été

contr6lée in vitro (ex vivo) sur les bactéries isolées a partir des broyats de vessies.

Essai 4h

50 souris femelles C-57BI6 de 8 semaines ont été utilisées, en suivant le protocole général :
Gr. 1x20 souris inoculées avec 50 pl 2 .10% de la suspension de E. coli UTI89 ayant subi 10
subcultures en milieu TS en présence de C102 (Grl)

Gr. 2x20 souris inoculées avec 50 pl 107 de la suspension de E. coli UTI89 ayant subi 10
subcultures en milieu TS en I’absence de C102 a 1% (Gr 2)

Gr. 3x10 souris témoins inoculées avec 50 pl de bouillon de culture stérile.

Les souris sont placees par groupe de 5 en cage métabolique.
Trois heures et 15 minutes aprés |’inoculation (restriction hydrique), les souris sont

anesthésiées (anesthésie gazeuse) et subissent un cathétérisme vésical avec expression digitale
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(vidange vésicale) suivie d’un ringage. Les vessies sont prélevées apres distension (euthanasie
par injection intrapéritonéale de lidocaine 1%, prélévement vésical par laparotomie médiane).
Dénombrement des UFC : Les vessies prélevées et ringées par du PBS sont broyées au Potter
et diluées directement au 1/100 (1 vessie pour 10 ml de PBS). Des dilutions séries de raison
10 sont ensuite réalisées et 1ml de chaque dilution est ensemencé en gélose TS supplémenté

en Désoxycholate de sodium. La limite détection est considérée a 100 UFC/vessie.

Essai J3
Les vessies sont prélevées: numération des UFC/vessie (8 souris témoin et 16

souris/inoculum) et histologie (2 souris témoin et 4 souris/inoculum).

Conditions réglementaires des essais chez I’animal
- Certificat d’autorisation d’expérimenter sur animaux vivants n° 311155550 du 31 mai
2011
- Animalerie agréée (renouvellement de 1I’agrément D3155507, en date du 18 juin 2015)

- Avis du comité d’éthique US006 CREFRE.

3.3 Analyse des données
Les logiciels utilisés sont Excel (version 2010) et PRISME version 3

- le test T de Student ou des tests non paramétriques seront appliqués aux comparaisons de

données qualitatives et semi-quantitatives ;
- le test de corrélation de Spearman sera utilisé pour les données quantitatives.

- Les comparaisons de pourcentages feront appel au test du Chi 2 corrigé (Yates) ou au test

exact de Fischer.
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4 Résultats

4.1 Essaisinvitro
Compte tenu de la diversité des techniques et afin de favoriser la compréhension de notre
démarche, les essais réalisés in vitro sont présentés dans la « flow chart » ci-dessous, avec

un rappel des paragraphes correspondants.
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Les résultats sont ensuite présentés, puis un tableau récapitulatif de 1’ensemble est proposé en

fin de chapitre.

4.1.1 Hémagglutination

Sur les 27 souches testées, trois seulement permettent d’obtenir, avec ou sans agitation, une

hémagglutination sur GR de mouton : CIP54117, CIP54127 et CIP106531, qui sont des
souches fécales. De ces souches, les 2 premiéres n’ont pas d’adhésines décrites, la 3éme
possede une adhésine fimbriale codée par le plasmide pAA2.

Pour ces 3 souches, I’hémagglutination n’est pas inhibée par adjonction de galactose, le

mécanisme n’est donc pas mannose —dépendant, de type FimH.

4.1.2 Essais de cytotoxicité

Afin d’éliminer d’éventuels effets intrinséques des différentes composantes lors des essais

d’adhésion de nature a en géner I’interprétation, nous nous sommes assurés que :

- les bactéries n’avaient pas un effet toxique direct sur la lignée cellulaire T24

- les surnageants des cultures bactériennes ne sont pas cytotoxiques sur les cellules T24

- D’extrait de canneberge retenu n’était pas cytotoxique

- le composé retenu ne modifiait pas de maniere signficative la croissance, a minima de
certaines souches de E. coli

- le milieu de culture de la lignée cellulaire T24 (Mac Coy5A) n’interférait pas, en
I’absence d’adjonction de sérum de veau feetal, avec la viabilité bactérienne, que ce soit en
présence ou non du composé retenu.

Chaque essai est précédé d’un contréle microscopioque de la qualité du tapis cellulaire.

4.1.2.1 Cytotoxicité directe des bactéries sur les cellules T24 (test au bleu Trypan)

Sur les 10 souches testées en toxicité directe, aprés 2 heures de contact, les souches
classiquement utilisées dans la littérature (UTI89 et CFT073) présentent les pourcentages de
mortalité cellulaire les plus élevés :

- CFTO073: 25-25,4%

- UTI8Y :5,4-15,8%

- CIP 53126 :0-7,1%

- MG1655kImPc.film : 0-4%

- ABU 83972, MG1655, CRBIP14.31, CIP106531 et 54117 (K12) : 0% de cellules mortes,
pour un témoin a 5,8% de cellules mortes.

Le test n’est pas interprétable pour la souche CIP 108106.
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Une autre technique, le test XTT, mieux adaptée a la répétition des essais (n=32) a été utilisée

afin de mieux quantifier les résultats.

4.1.2.2 Cytotoxicité des surnageants bactériens par test XTT

Les résultats sont présentés dans la figure 5.
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Figure 5. Pourcentages de cellules T24 viables (test XTT) aprés deux heures d’exposition aux surnageants
de culture des 11 souches d’E.coli, aprés 2 heures de contact. * souches d’origine urinaire, ° souches

d’origine fécale (moyenne + DS; n=32)
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- le surnageant de la souche d’E.coli CIP 108106, apparentée a CFT073, est
considérée cytotoxique vis-a-vis des cellules T24, aprés 2 heures de contact. Cette
souche est connue pour produire de nombreuses toxines, alpha-hémolysine (HLyA)
sous la gouvernance du géne hly, toxine vacuolisante/vat et toxine sécrétée auto-
transportrice/sat mais pas le facteur nécrosant cytotoxique/CNF1 (8)

- le surnageant de la souche ABU 83972 n’induit aucun effet cytotoxique. Elle est
caractérisée par une alpha-hémolysine non fonctionnelle. Toutefois, la souche peut
produire la toxine CNF1 dont la fonctionnalité n’est pas vérifiée (8). Cette souche
n’exprime pas de facteurs de virulence associés aux IU, ne porte pas de plasmides
conjugatifs, et a un génome plus petit que les UPEC, la délétion de geénes de
virulence se traduisant par 1’absence d’expression des fimbriae et donc une adhésion
nulle (108). Les essais d’adhésion (cf. ci-aprés) ayant confirmé le faible taux
d’adhésion, cette souche sera utilisée comme témoin négatif dans certains essais
ultérieurs.

- les autres souches testées ne montrent pas d’effet cytotoxique significatif, bien que
la production d’une alpha-hémolysine, de CNF1 et de VAT soit connue chez UTI89,
et celled’une alpha-hémolysine et de VAT chez MG1655 (8). HLyA est produite par
50% environ des souches d’E.coli uropathogenes et est associée a des infections
urinaires de sévérité clinique accrue.

4.1.2.3 Cytotoxicité des différents composés (extraits de canneberge) (test XTT)

Quatre extraits ont été testés a des concentrations variables (dilutions de raison 2), a partir :

- d’une concentration a 1% (P/V) pour les échantillons C102 (correspondant au produit
commercialisé Urisanol®), C121, et C118,

- d’une concentration a 0,1% (P/V) pour I’échantillon BF 189-1

Le produit BF189-1est non cytotoxique pour des concentrations < 0,5% (P/V)

Le produit C121 est non cytotoxique pour des concentrations < 0,125% (P/V)

Les produits C102 et C118 présentent un effet cytotoxique nul ou faible (< 30%) aux

concentrations testées apres 2 heures de contact.

Le produit C102 correspondant au produit commercialisé, sera retenu pour les essais

ultérieurs, aux concentrations 1 et 0,1% (P/V).

La figure 6 présente les résultats de cytotoxicite des différents composés de canneberge testés

a différentes concentrations.
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Figure 6. Pourcentages de cellules T24 viables (test XTT) aprés deux heures d’exposition a quatre composés
différents (A:C102, B:C121, C:BF189-1, D:C118) et a différentes concentrations (1% a 0,0625%, P/V)
(Moyenne £ DS; n=8).
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4.1.2.4 Cytotoxicité du composé C102 a 1 et 0,1% (test au bleu Trypan)

Afin de conforter le choix de C102, son absence de cytotoxicité a été confirmee par utilisation
d’un colorant vital, en quadriplicat pour chacune des 2 concentrations apres 2 heures de temps
de contact.

Le pourcentage de cellules mortes varie selon les puits de 0 a 13% pour C102 a 1% (P/V) et
de 0 a 3,7% pour C102 & 0,1%, le témoin non traité variant de 0 a 15,3%.

Le choix des concentrations de C102 est ainsi validé.

4.1.3 Croissance bactérienne en présence de C102 a 1 et 0,1%

L’impact du composé C102 sur la croissance bactérienne a été évalué en mesurant les valeurs
de densité optique (DO) observées pour chaque souche avant chaque repiquage pendant 10
jours pour les souches CFT073, UTI89, MG1655 et sa souche parente.

Pour MG1655 et sa souche parente GGB1561, des valeurs de DO inférieures a celles du
témoin sont notées pour les cultures en présence de C102 (effet dose-dépendant), démontrant
une activité potentiellement inhibitrice de croissance au cours des repiquages. Les tests
d’adhésion in vitro avec ces souches pourraient ainsi étre faussés par I’activité anti-
bactérienne « intrinseque ».

Il n’y a pas de différence de valeurs de DO entre le témoin et les subcultures en présence de
C102, pour la souche CFTO073 (Figure 7).

Concernant UTI89, il n’y a pas de différence de valeurs de DO entre le témoin et C102 a
0,1%, un effet est cependant noté a 1% (Figure 7).

Afin de compléter cet essai, une évaluation de la population bactérienne a été realisée a TO et
T2h dans le milieu de culture cellulaire, en présence de C102 a 0.1% et 1% (P/V).

Le nombre d’UFC/mL (moyenne ; n=2) passe de :

- 1.2.10% 4 7,5.10° pour le témoin

- 1,8.10%42,1.10%en présence de C102 4 0.1% (P/V)

- 1,2.10° 4 4,3.10° en présence de C102 & 1% (P/V)

Ces valeurs indiquent une légere croissance au temps 2h dans les 3 conditions. A T2h, les

variations par rapport au témoin sont inférieures a 0.5 log.
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Figure 7. Suivi de la croissance bactérienne de 4 souches d’E.coli UTI89, CFT073, GGB1561 et MG 1655 par
mesure de DO (640nm) pendant 10 jours, avant chaque repiquage, en I’absence de canneberge (bleu), en
présence de C102 a 0,1% (P/V) (rouge pale) et C102 a 1% (P/V) (rouge vif).

4.1.4 Etude de I’adhésion et de ’inhibition d’adhésion par le composé C102

4.1.4.1 Capacité d’adhésion de neuf souches différentes d’E.coli aux cellules urothéliales

humaines T24 aprés un temps de contact de 2 heures

Les pourcentages moyens d’adhésion des différentes souches d’E.coli testées (9) sont

présentés dans la figure 8.
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Figure 8. Pourcentages d’adhésion (cpmT2h-cpmT0/cpm totaux) de 9 souches d’E.coli aux cellules T24 apres 2h

de contact (moyenne * DS; n=4). * souches d’origine urinaire.

Les souches ABU 83972 et CIP 108106 sont caractérisées par une faible capacité
d’adhésion aux cellules vésicales, in vitro.

Toutes les autres souches presentent un taux d’adhésion supérieur a 10%.

Ces résultats sont a rapporter a ce qui est connu pour ces souches :
- la souche CRBIP 14.31 ne posséde pas de pili de type I et n’est pas
hémagglutinante (198);
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Au

la souche CIP106531 hémagglutine et possede plusieurs adhésines fimbriales (199);

la souche CIP108106 est trés proche de la souche CFT073, dont le génome a été
entierement décrypté (200). 1l est particulierement riche en génes codant pour des
adhésines fimbriales spécifiques (adhésines P, F1C, fimbriae de type 1), ainsi que divers
autres facteurs de virulence : auto-transporteurs, systemes de séquestration du fer et
recombinases intervenant dans les changements de phase; production de toxine CNF1.
Lors de nos essais antérieurs ces deux souches ont présenté une activité cytotoxique
significative sur les cellules T24 apres 2h de contact. Cette cytotoxicité pourrait expliquer
les faibles taux d’adhésion détectés (altération du tapis cellulaire).

la souche MG 1655 est une souche de référence, possedant des pili de type 1.Parmi les
opérons codant pour des adhésines, 1’opéron codant pour les pili de type I est commun a
d’autres souches, dont la souche de référence MG1655. Cependant, bien qu’ubiquitaires,
les fimbriae de type 1 ne sont pas tous identiques, et il a été rapporté une divergence de
53% entre les séquences d’acides aminés de CFT073 et celles de MG1655 (200). MG1655
présente un taux d’adhésion significatif (24.2%). La souche parente GGB1561, mutant
issu de MG 1655 et surexprimant FimH de maniére constitutive présente un taux
d’adhésion supérieur (29.8%)

la souche CIP 54117, d’origine fécale, est une souche hémagglutinante, fortement
adhérente.

la souche CIP 53216, également d’origine fécale, adhére fortement.

la souche UTI89 est adhérente, confirmant les données de la littérature

total :
La souche ABUB83972, non cytotoxique et faiblement adhérente sera prise

comme témoin négatif pour les essais ultérieurs.

Les souches CFT073 et CIP 108106 sont exclues de par leur cytotoxicité et
I’impact potentiel de cette propriété sur le test d’adhésion aux cellules T24.

La souche MG 1655 et la souche GGB1561 surexprimant FimH, présentent une
différence du taux d’adhésion de 5% (p=0,11), suggérant que I’adhésion n’est
pas exclusivement dépendante des pili 1 FimH.

Les souches d’origine fécale présentent des capacités d’adhésion significatives,
similaires voire supérieures a celles des souches d’origine urinaire ; ceci soutient

I’idée d’une origine fécale des UPEC.
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L ’ensemble de ces éléments nous a conduits a sélectionner la souche E.coli
UTI89 pour les essais ultérieurs, sur les arguments suivants :

- uropathogene, isolée d’une cystite humaine

- propriétés adhérentes aux cellules humaines T24

- non cytotoxique pour les cellules T24

- impact faible de C102 a 1% sur sa croissance

- utilisée dans la littérature.

4.1.4.2 Inhibition de 1’adhésion d’E.coli UTI89 aux cellules humaines T24 par C102, selon

différentes modalités d’exposition

Différentes modalités d’exposition a C102 (1 et 0,1%) ont été étudiées, selon le nombre de
subcultures en présence et en absence de C102, et selon la présence ou non avec C102 lors de
la mise en contact bactéries-cellules T24 pendant les 2 heures d’essai d’adhésion, temps de
contact habituel (83).

a) Inhibition de base

Les cellules T24 sont mises simultanément en contact avec la souche non pré-incubée UTI89
et C102a1let0,1%.

Aucun effet inhibiteur de I’adhésion n’a été observé ; de ce fait, nous avons poursuivi nos
travaux en testant I’effet de subcultures en présence de C102, a 0,1 et 1% (P/V) préalablement
a ’essai.

Lors de cet essai, ’absence d’effet cytotoxique en fin d’expérimentation a été
contrélée par coloration au bleu trypan (% de cellules mortes, moyenne + ET,

n=4) :
Témoin 2.32+1.97
C102 0.1% (P/V) 1.47 +1.77
C102 1% (P/V) 00

b) Pré-incubation des cellules T24

Les cellules T24 sont mises en présence de C102 a 1 et 0,1% pendant 2 heures avant 1’essai.
L’essai est réalis¢ avec la souche UTI89 non pré-incubée en présence de C102, et sans contact
avec C102 pendant la durée de 1’essai, 1’adhésion moyenne est superieure a 100%, aucun effet

inhibiteur de 1’adhésion n’est donc observé.
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c) Pré-incubation de la souche d’UTI89 selon 3 protocoles différents

» Pré-incubation de la souche UTI89 avec C102, essai avec contact avec C102: les
bactéries sont incubées ou non en présence de C102, pendant 2 ou 10 subcultures. Dans un
premier temps, I’essai a été réalisé en présence de C102 (1% P/V). Ces conditions ne se
traduisent par aucun effet inhibiteur d’adhésion, voire méme un taux d’adhésion supérieur

au témoin non traité.

» Pré-incubation de la souche UTI89 avec C102, essai sans contact avec C102: les
bactéries sont incubées ou non en présence de C102 a 1 et 0.1% (P/V), pendant 2 ou 10
subcultures. L’essai lui-méme a été réalisé en absence de C102 au vu des resultats des
essais antérieurs (augmentation d’adhésion en présence de C102). Dans ces conditions,

nous observons un effet inhibiteur d’adhésion :

o Fonction du nombre de subcultures: pour 1% (P/V) de C102, -33%
d’adhésion apres 2 subcultures et — 79% d’adhésion apres 10 subcultures

o Dose-dépendant : I’effet inhibiteur d’adhésion, observé en présence de C102
1% (P/V), devient plus faible en présence de C102 a 0.1% (P/V), -38% apres
10 subcultures (vs -79%) et absence d’effet inhibiteur significatif apres 2

subcultures (vs -33%0).

> Pré-incubation de la souche en présence de produit, suivie de pré-incubation en
I’absence de produit : cet essai a été réalisé afin de définir si le phénomene observé était
réversible ou non. Nous observons bien une réversibilité, avec des taux d’adhésion qui

peuvent méme étre > 100% (Figure 9).
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Figures 9. Pourcentages d’adhésion d’UTI89 (cpmT2h-cpmT0/cpm totaux) par C102 (0.1 et 1% (P/V)) selon
différentes modalités d’exposition. A) apres 10 subcultures en présence de C102 ; B) aprés 10 subcultures en
présence de C102 suivies de 10 subcultures en absence de C102 (moyenne = DS; n=4; test de rang de
Mann&Witney)

4.1.4.3 Etude in vitro sur les cellules de rein de souris NUC-1.

Confrontés a un modéle murin non contributif, nous avons en avaons évalué les limites en
comparant in vitro 1’adhésion d’E.coli UTI89 sur deux lignées de cellules eucaryotes, les

cellules humaines T24 et cellules rénales murines NUCI.

Au préalable, les essais de cytotoxicité de C102 a différentes concentrations sur cellules NUC,
en parallele de nouveaux essais sur cellules humaines T24, ont été faits: pour les
concentrations < 1%, C102 est non cytotoxique sur les deux lignées cellulaires apres un temps

de contact de 2 heures.
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Le tableau 5 présente les valeurs des pourcentages d’inhibition de I’adhésion sur les trois

souches d’E.coli testées et les deux lignées cellulaires eucaryotes, de carcinome urothélial de

vessie humain T24 et de rein de souris NUC-1.

Tableau 5. Comparaison des % d’adhésion et d’inhibition de 1’adhésion par C102

sur cellules NUC-1 et T24

UTI 89 MG1655 GGB1561
Témoin 18.2% 11.4% 16.8%
Cellules rénales de Adhésion 35.9 26.1 39
souris NUC1 Inhibition adhésion | 36.6 284 128
C102 1% (P/V)
Cellules de carcinome témoin 21.5 143 15.1
de vessie humaines T24 | Adhésion 2.5 23.1 325
Inhibition adhésion | -88.9 192.5 118.3
C102 1% (P/V)

C102 1% (P/V) ; 3 souches d’E.coli (UTI89, MG1655 et GGB1561) ; 2 lignées de cellules eucaryotes (NUC-1
et T24).

La canneberge selon les conditions de 1’essai inhibe significativement 1’adhésion d’E. coli
UTI89 aux cellules épithéliales de vessie humaine (- 88,9%, tableau 21), confirmant nos
résultats antérieurs.

Par opposition, les résultats de ces nouveaux essais d’adhésion montrent que le produit C102
a 1% (P/V) est sans effet sur I’adhésion des 3 souches d’E.coli retenues (UTI89, MG1655 et
GGB1561) sur cellules murines NUC1, quels que soient les protocoles de pré-incubation des
bactéries avec C102.

Une augmentation d’adhésion d’E coli UTI89 (+37%) aux cellules épithéliales de vessie de

souris NUC-1 est méme observée (tableau 5).

L’essai d’adhésion sur deux lignés cellulaires vésicales, humaines et murines, conforte le

choix in vitro, du modéle cellules de vessie humaine T24 et E.coli souche UTI189.

4.1.4.4 Application du modele in vitro a I’évaluation de candidats médicaments

Au départ, nous souhaitions définir un modéle d’évaluation de médicaments dérivés de la
canneberge, aussi nous 1’avons appliqué a trois préparations de canneberge transmises par

I’industriel.
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Le mod¢le 10 subcultures en présence du produit a été appliqué a 1’évaluation de 1’effet anti-
adhésion des 3 produits développés par le Laboratoire Pierre Fabre :

- jus atomisé de canneberge, lot E600597

- fraction aqueuse, lot LW1911

- fraction éthanolique, lot LW1912

La figure 10 montre les résultats obtenus en pourcentages d’adhésion.
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Figure 10. Pourcentages d’adhésion d’E.coli UTI89 aux cellules T24 en présence de 3 produits (E600597,
LWI1911 et LW1912) a la concentration de 1% (P/V) versus témoin (moyenne + DS; n=4, test de rang de
Mann&Whitney).
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Par comparaison au témoin, les 3 produits réduisent de fagon significative 1’adhésion, le plus
efficace ¢tant le jus atomisé de canneberge (-82,5%), qui s’avere étre un lot de C102. Le
fractionnement réalisé ne permet pas de « concentrer » I’effet canneberge : fraction aqueuse (-

53.2%) et fraction éthanolique (-35.2%).

Le mod¢le défini in vitro s’avére discriminant pour évaluer 1’efficacité de fractions et/ou de

composés dérivés de la canneberge.

Le tableau 6 récapitule les différents essais in vitro avec les principaux résultats.
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Tableau 6: Tableau récapitulatif des différents essais préliminaires, des différents essais d’adhésion et d’inhibition de I’adhésion, in vitro, et résultats obtenus

Type d’essai Matériel Technique Particularités Résultats Commentaires
Hémagglutination hématies Technique d’agglutination GR mouton Titre <2 pour la plupart des 3 souches seulement
(détection Ac agglutinant) souches agglutinent
Maximum 4 & 8
IHA, inhibition Hématies + mannose Technique d’agglutination GR mouton négatif Pas d’effet mannose

hemagglutination

Survie des bactéries
en suspension dans le

milieu de culture

Milieu de culture Mac
Coy 5A sans SVF
E.coli : UTI89,

Mise en présence des bactéries et

du milieu de culture sans cellules

T24

Dénombrement a
T2h

6,5 .10 8 UFC/mI
41,7.10 ° UFC/ml
aT2h

Viabilité bactérienne
maintenue dans les

conditions d’essai

cellulaire ABU83972, CFT073 d’adhésion aux cellules
MG1655 0,341,3.10 * UFC/ml 2 TO eucaryotes
Cytotoxicité ABU 83972, MG1655,
CRBIP14.31, CIP106531 0 . .
et 54117 (K12) Test au bleu Trypan % de cellules CFT073: 25% CFT 073 cytotoxique
Cytotoxicité du MG1655kImPc.films3126 mortes (colorées UTI89 : 15,8%
. UTI89, CFT073 X )
contact direct des CIP 108106 en bleu) apres 2h | Autres souches : < 7.1%
souches d’E.coli avec de contact Témoin : 5.8%
les cellules T24 Cellules T24
Cytotoxicité des CIP 108106 Méthode XTT Contact TO et T2h | CIP 108106 et CFT073 Eliminées
surnageants de MG1655 (technique colorimétrique par cytotoxiques

cultures bactériennes

et la parente surexprimant

réaction enzymatique)
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sur cellules T24 FimH, UTI89, Autres souches : Sélection témoin
ABU83972, CFT073 non ou faiblement négatif : ABU83972
Cellules T24 cytotoxiques
Cytotoxicité 4 extraits (effet-dose) : Méthode XTT Contact TO et T2h | Variable selon les extraits Choix C102 a une
des différents C102,C121, C-118 concentration
extraits de BF189-1 C102 < 1% non cytotoxique <1%
canneberge sur les sur cellules T24
cellules T24 cellules T24
Contrble de viabilité | C102 a 1% et 0,1% Test au bleu Trypan T2h C102 1% : Confirmation choix
des cellules T24 TO< 6% C102a1%et0,1%
exposées a C102 Cellules T24 T2h< 13%
Impact de C102 sur la | UTI89, MG1655, Mesure DO avant chaque Effet « antibactérien » du C102 utilisable dans le
croissance GGB1561, CFT073 repiquage quotidien des bactéries C102 sur les souches MG1655 | modéle sur UTI89
bactérienne pendant 10 jours GGB1561
C102340,1et1%vs Effet nul ou faible sur les
témoin souches CFT073 et UTI89
ABU83972
Adhésion CIP106531 et 54117 Marquage Lecture TO et T2h | Taux d’adhésion moyen 10 a Pas de différence entre

Screening des
souches d’E. coli :
adhésion aux cellules

vésicales T24

(K12)

MG1655kimPc.film 53126

UTI89, CFT073
CIP 108106

Cellules vésicales T24

Adénine tritiée

Co-culture

1. 10" bact/ml + cellules

20%
UTI89 25%

souche FimH+
(GGB1561 et sa parente
MG1655)

UTI89 retenue
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Inhibition adhésion Matériel Technique Particularités Résultats Commentaires
Inhibition de base C102 a4 1% Inhibition de ’adhésion de Contact simultané a
Cellules T24 bactéries marquées par de TO-T2h de UTI 89,
E.coli UTI189 I’adénine tritiée Cellules T24 et C102 +463% Absence d’effet
1% et 0,1% +64% inhibiteur
Inhibition de C102a1% Inhibition de I’adhésion de Pré-incubation de
I’adhésion pour un Cellules T24 bactéries marquées par de cellules T24 en
temps de contact de | E.coli UTI89 I’adénine tritiée présence de C102 1% +618% Absence d’effet
2 heures et 0,1%pendant 2h +107% inhibiteur lorsque contact
Essai TO -T2h sans aigu
contact C102
Inhibition de E.coli UTI 89 Inhibition de I’adhésion de 2 Subcultures (2X24 h) | -31 & -35% d’inhibition pour Effet inhibiteur de
I’adhésion de bactéries marquées par de en présence C102a 1% I’adhésion de bas niveau
bactéries obtenues Cellules T24 I’adénine tritiée de C102 1%et 0,1% pour C102 a 1%
apres subcultures +71a+ 85% pour C102 a
C102 1% et 0,1% Essai TO -T2h sans 0,1% Aucun effet pour C102 a
Protocole 1 contact C102 0,1%
Protocole 2 Cellules T24 Inhibition de I’adhésion de 10 Subcultures Environ Adaptation de la souche
bactéries marquées par de (10X24h) - 80% avec C102 a 1% bactérienne aux
E. coli UTI 89 I’adénine tritiée en présence de C102 (-78,7% et -88,9%) subcultures, avec une

C102 1% et 0,1%

1% et 0,1%

forte diminution de

I’adhésion pour C102 a
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Essai TO -T2h sans
contact avec C102

- 38,4% avec C102 a 0,1%

1%, mais pas a 0,1%

(dose-dépendante)

E.coli UTI 89 Inhibition de 1’adhésion de 10 subcultures (10x24h)
bactéries marquées par de en présence de C102 1% Effet pré-incubation des
Cellules T24 I’adénine tritiée bactéries
Essai TO-T2h Pas d’inhibition :
C102 1% avec contact C102 1% | +94 % a + 169%
Effet moindre si contact
Essai TO-T2h Inhibition d’adhésion de - 15 & | en présence de produit
sans contact C102 1% -63% pendant 1’essai
Protocole 3 Cellules T24 Inhibition de I’adhésion de 10 subcultures
bactéries marquées (10X24h) en présence de C102 a 1%
E.coli UTI89 par ’adénine tritiée suivies de 10 subcultures en I’absence de C102

C102 1% et 0,1%

Essai TO-T2h
sans contact C102 1%
et 0,1%

Absence d’inhibition de
I’adhésion :

+ 23% pour C102 1%
+50% pour C102 4 0,1%

Essai TO-T2h
avec contact C102 1%
et 0,1%

Inhibition de 1’adhésion
- 20% pour C102 1%
+ 33 % pour C102 2 0,1%

Effet réversible
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En conclusion:

la pré-incubation des cellules T24 seules avec C102 ne se traduit pas par une inhibition
de I’adhésion

la mise en contact des bactéries et des cellules T24 avec C102 uniquement pendant
Dessai, sans pré-incubation des bactéries ne se traduit pas par un effet inhibiteur de
P’adhésion

la pré-incubation des bactéries avec C102 avant ’essai se traduit par un effet inhibiteur
de Padhésion, lorsque le nombre de subcultures est suffisant, [’effet n’est donc pas
immédiat.

Uinhibition de I’adhésion augmente avec le nombre de subcultures en présence de C102
Deffet observé est dose-dépendant

Deffet est réversible puisqu’il disparait lorsque UTI89 est a nouveau cultivée en
’absence de C10

4.1.5 Etude des ARNm par séquencage

L’étude des ARNm par puce Affymetrix Agilent a été réalisée dans deux conditions d’essai :

E. coli UTI89 avec 10 subcultures successives en absence de C102

E. coli UTI89 avec 10 subcultures successives en présence de C102 a 1% (P/V)

Quatre échantillons de chaque condition ont été analyses.

Le contrle de qualité des arrays présente peu de bruit de fond, ne génant pas 1’analyse, tant

pour les conditions « témoin » que «C102 1% ». Les scatterplots des arrays apres

normalisation témoignent de la bonne qualité des échantillons (Figure 11).
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Avant normalisation Apreés normalisation

Témoin

C102 1%, |0 subcultures

o

Figure 11 : Scatterplots des huit échantillons analysés (E. coli UTI89 : Témoin et aprés 10 subcultures sur C102
a1%)

Les échantillons T1 et T3, et T2 et T4 ont des distributions similaires et présentent une
variabilité avec les autres échantillons de la condition « témoin ». Les points sont assez bien
alignés le long de la droite ; la reproductibilité des arrays apres normalisation reste bonne
méme s’il demeure une variabilité entre les échantillons.

Les échantillons « C102 » 1 et 3, et « C102 », 2 et 4, ont des distributions similaires et
présentent une variabilité avec les autres échantillons « C102 »

L’échantillon 1 se différencie des autres, mais la normalisation en attenue 1’effet.

Il'y a donc une bonne reproductibilité entre les arrays, aprés normalisation.

La distribution des log2 intensités est semblable d’un array a ’autre. Il n’y a pas de différence
notable de distribution entre les conditions. La normalisation par les quantiles est appliquée
sur toutes les conditions.

Dans ces conditions, 1’analyse réalisée conduit a la définition de modifications d’expression
significatives en fonction de la différence des valeurs log observées pour les échantillons

traités par la canneberge, versus le groupe témoin (tableau 7).
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Tableau 7 : Nombre de geénes dont I’expression a été affectée de facon significative et force de

I’impact

Log2 fold change P value corrigée Nb de genes concernés
2a+2 0,01 74

-0,5a+0,5 0,01 288

2a+2 0,05 101

-0,5a+0,5 0,05 606

Expression en Log de variation, C102 a 1% pendant les 10 subcultures, par comparaison au témoin.

Les modifications d’expression sont quantifiées par la différence observée entre 1’expression
en logarithme du groupe canneberge et celle du témoin. Des valeurs négatives correspondent
a une répression sous canneberge, des valeurs positives a une promotion. Dans les tableaux
suivants, les chiffres entre parenthéses correspondent aux différents loci.

Le tableau 8 résume les essais réalisés, ainsi que les modifications de transcription

significatives (grandes fonctions).

Tableau 8. Protocole et principaux résultats de 1’essai ARNm par puce Affymetrix

Type d’essai Matériel Technique Particularités Résultats Commentaires
Séquencage UTI89 sur | quadriplicates | X10 subcultures | Sur 10659 4 groupes de
ARN milieu TS témoin et | avec et sans | génes testés, geénes varient
C102 a 1% C102 C102 1% 1069 ont des | aprés exposition
Puce a ADN variations au C102:
Agilent significatives | -  adhésines
en fonction de | - transporteurs
, L de fer
Pexpositiona | cpamotactisme
C102 - flagelles

Les modifications d’expression significatives (réduction) détectées sont décrites dans les

chapitres suivants pour les 3 grandes fonctions impactées que nous avons retenues.

4.1.5.1 Modifications induites par C102 sur la transcription des genes impliqués dans les

fimbriae

Plusieurs protéines fimbriales sont sous-exprimées, aprés 10 subcultures sur C102 a 1% (P/V)

versus le témoin (10 subcultures sans C102).
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Le tableau 9 présente les genes du systeme fimbrial intervenant dans la structure et

I’assemblage des pili et la régulation de 1’adhésion, dont I’expression est réduite de facon

statistiquement significative apres 10 subcultures en présence de C102 1% (P/V). Nous

remarquons qu’il s’agit de: fim I, fim H, fim G, fim C, fim F, fim D, fim A, sta B, foc F, foc D,

sta D, mais pas de papG

Tableau 9. Répression du transcriptome correspondant aux fimbriae

Géne Description Log2 Fold P value
change ajustée BH
fiml fimbrial protein (b4315) -3,20 0,00003
fimF fimbrial morphology (b4318) -2,84 0,00022
fimF FimF protein precursor (c_5397) -2,71 0,00022
fimD outer membrane protein -2,83 0,00029
fimG fimbrial morphology (b4319) -3,14 0,00041
fimA major type 1 subunit fimbrin (25912) -4,17 0,00054
staB putative F1C and S fimbrial switch Regulatory (c-1238) -2,42 0,00194
focF F1C minor fimbrial subunit F precursor (c_1243) -2,25 0,00556
focD F1C fimbrial usher (c_1242) -1,33 0,00700
fimA type-1 fimbrial protein, A chain precursor (c_5393) -1,01 0,02762
fimH minor fimbrial subunit, D-mannose specific adhesin (b4320) -2,26 0,00072
fimA major type 1 subunit fimbrin (h4314) -4,01 0,00073
staD putative minor F1C fimbrial subunit precursor (c_1240) -1,43 0,00118
fimC periplasmic chaperone, required for type 1 fimbriae (b4316) -3,95 0,00118
4.1.5.2 Modifications induites par C102 sur la transcription des génes impliqués dans la

chaine moléculaire du chémotactisme.

Les geénes dont I’expression est modifiée de fagon significative par C102 sont ceux

correspondant a différentes protéines intervenant dans le chémotactisme ainsi qu’a des

récepteurs transmembranaires. Deux représentations en sont données, par Vulcanoplot qui

permet de visualiser la variation, négative en 1’espéce et I’intensité de la variation (Figure 12),

et par diagramme de KEGG qui cible, en les faisant fugurer en vert, les protéines impactées

(Figure 13) par I'exposition & C102 1% (P/V) au cours des 10 subcultures.

Le tableau 10 précise I’ampleur de la modification avec de degré de confiance qui peut lui

étre affecté.
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ajusted p value

Volcanoplot: Cann_vs_Temoin - Log2 fold change <=-0.5 or >=0.5
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Figure 12. Représentation par volcanoplot du transcriptome correspondant a la chaine de chémotactisme dont

I’expression est diminuée par I’exposition a C102 (cadran supérieur gauche).

I BACTERIAL CHEMOTAZXIS

(c) Flanehisa Laboratories
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Figure 13. Diagramme de KEGG explicitant, en vert, les modifications portant sur la cascade de chémotaxie.
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Tableau 10. Répression par C102 1% (P/V) du transcriptome correspondant aux protéines du

chémotactisme.

Géne Description Log2 Fold P value
change ajustée BH
cheB response regulator for chemotawis (b1883) -1,83 0,00042
cheA sensory transducer kinase between chemo-signal receptors and CheB and -1,23 0,00046
Chey (b1888)
cheY chemotaxis regulator transmits chemoreceptor signals to flagellar motor -2,23 0,00047
components (b1882)
cheW positive regulator of CheA protein activity (b1887) -2,71 0,00068
ECs 2591 CheY protein phosphatase (ECs2591) -1,43 0,00077
cheR response regulator for chemotawis -1,58 0,00140
tar methyl-accepting chemotaxis protein II, aspartate sensor receptor (b1886) -1,25 0,00155
cheZ chemotactic response CheY protein phophatase -1,25 0,00371
cheZ chemotaxis protein cheZ (c_2296) -1,31 0,00423
tap methyl-accepting chemotaxis protein IV, peptide sensor receptor (b1885) -1,02 0,00695
tsr methyl-accepting chemotaxis protein (¢_5430) -1,30 0,00803
tsr methyl-accepting chemotaxis protein I, serine sensor receptor (b4355) -1,03 0,01820

101




4.1.5.3 Modifications induites par C102 sur la transcription des genes impliqués dans la

construction et la mobilité des flagelles

Les génes dont la transcription est modifiée interviennent dans la synthese de la protéine
flagellaire (fliO, flgB, flhB, fliM), I’empilement des unités de flagelline (fliC, fliE, fliA et

fliG) permettant la construction de la portion externe du flagelle, ainsi que de I’anneau

constituant la base du rotor flagellaire, incluant des protéines impliquées dans le

fonctionnement méme du moteur et la rotation du flagelle.

Le tableau 11 décrit les principaux geénes du flagelle dont I’expression est réprimée et

I’intensité de la modification, illustrés dans les figures 14 (vulcanoplot) et 15 (diagramme de

KEGG indiquant en vert les transcriptions impactées).

Volcanoplot: Cann_vs_Temoin - Log2 fold change <=-0.5 or >=0.5

L2FCh=0.5
4 — o o
@
@p - %
3 @
(0] 0] . a
2 . ofiF@ )
< . .
> 0O - 0 -
Q
S .
% 2 — quval =0.01 .
2
]
.. "..Adpva\u_e:.o 05
1 —
0 —
I I I I
-4 -2 0 2

log2FC

Figure 14. Représentation par vulcanoplot du transcriptome correspondant a la structure et a la fonction du

flagelle dont I’expression est diminuée par exposition a C102.
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Tableau 11. Répression par C102 1% (P/V) du transcriptome correspondant au flagelle.

Gene Description Log2 Fold P value
change ajustée BH
ECs2662 |flagellin (Ecs2662) -4,52 0,00029
ECs2686 |flagellar protein FliO (ECs2686) -0,56 0,00187
flgA flagellar biosynthesis -1,00 0,01640
flgB flagellar biosynthesis, cell proximal portion of basal-body rod (b1073) -1,43 0,00371
flgC flagellar biosynthesis, cell proximal portion of basal-body rod (b1074) -1,35 0,00170
flgD flagellar biosynthesis, initiation of hook assembly (b1075) -1,56 0,00109
flgE flagellar biosynthesis, hook protein (h1076) -1,69 0,00028
flgF flagellar biosynthesis, cell proximal portion of basal-body rod (h1077) -1,51 0,00109
flgG flagellar biosynthesis, cell-distal portion of basal-body rod (b1078) -2,68 0,00016
flgH flagellar biosynthesis, basal-body outer-membrane L (b1079) -1,19 0,00046
flgl Homolog of Salmonella P-ring of flagella basal body (b1080) -0,68 0,01048
flgd flagellar biosynthesis (b1081) -1,23 0,00827
flgK flagellar biosynthesis, hook-filament junction protein (bh1082) -2,10 0,00050
flgL flagellar biosynthesis -1,94 0,00067
flhA flagellar biosynthesis -0,56 0,02563
flhB Putative part of export apparatus for flagellar proteins (b1880) -1,63 0,00028
flhD Regulator of flagellar biosynthesis, acting on class 2 operons 0,72 0,01794
fliC flagellar biosynthesis flagellin, filament structural protein (Z3013) -4,57 0,00029
fliD flagellar biosynthesis -2,05 0,00056
fliF flagellar biosynthesis -1,00 0,00113
fliH flagellar biosynthesis -0,71 0,00995
flil Flagellum —specific ATP synthase (c_2358) -0,77 0,00445
fliL flagellar biosynthesis (b1944) -0,98 0,00307
fliM flagellar biosynthesis, component of motor switch and energizing, -2,14 0,00016
enabling rotation and determining its direction (b1945)
fliN flagellar biosynthesis, component of motor switch and energizing, -1,25 0,00029
enabling rotation and determining its direction (b1946)
flio flagellar biosynthesis (b1947) -0,71 0,00128
flio Flagellar protein fliO (c2364) -0,67 0,00140
flio flagellar biosynthesis (Z3037) -0,61 0,00202
fliP Flagellar biosynthetic protein flip precursor (c _2365) -1,09 0,00023
fliQ flagellar biosynthetic (h1949) -0,96 0,00118
fliS flagellar biosynthesis -1,20 0,00623
fliT flagellar biosynthesis -1,44 0,02254
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Figure 15. Diagramme de KEGG représentant les éléments composant le flagelle, avec en vert ceux qui sont

modifiés par I’exposition a C102.

De la méme maniére que dans le chapitre précédent concernant la chémotaxie, le diagramme
de KEGG (figure 15) concernant 1’assemblage du flagelle souligne bien la répression de
I’expression de tous les génes impliqués dans la synthése, I’assemblage et le fonctionnement

du flagelle.

L’action du composé C102 s’exerce donc a plusieurs niveaux ; du fait de I’importance de
I’impact sur le flagelle, nous avons choisi d’explorer son expression fonctionnelle par la

mobilité.
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Surface (Moyenne & DS, cm?)

4.1.6 Etude fonctionnelle de la mobilité bactérienne

Les premiers essais de mobilité fonctionnelle d’E. coli UTI89 ont été réalisés en ensemencant
les géloses molles, adaptées a chacun des trois types de mobilité, « twitching », « swimming »
et « swarming », avec les bactéries obtenues aprés 10 subcultures en présence ou non de C102
1%.

Les résultats sont présentés ci-dessous (Figure 16): nous constatons qu’il existe une différence
de diffusion significative entre les bactéries pre-incubées ou non en présence de C102, 48
heures apres le dépbt sur la gélose sur les milieux «twitching » (mouvements a type de
reptations, en lien avec les pili de type IV) et « swarming ». Le swarming repose sur des
rotations trés rapides du flagelle, de plusieurs cellules bactériennnes en "rafts" a la surface
d’un milieu solide vers un objectif. La mobilité de type swimming, également liée au flagelle,
concerne la bactérie individuellement et en milieu planctonique ; elle n’est pas impactée de

fagon significative.
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Figure 16. Surfaces des culture bactérienne en cm? aprés 10 subcultures en présence de C102 & 1% (P/V) (en
rouge) et en I’absence (en bleu) mesurées a 48h sur gélose molle de composition adaptée a I’étude de chacun des
types de mobilité « twitchning », « swimming » et « swarming », (moyenne = DS; n=27, test de rang de Mann &
Whitney).

Afin de conforter les résultats du transcriptome par I’impact sur la fonction, nous avons choisi

d’approfondir 1’étude du « swarming », en mesurant les aires de colonies observées 8 heures,

24 heures et 48 heures aprés ensemencement de géloses « swarming » contenant ou non C102
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a 1% ou 0,1% (P/V) avec des E.coli UTI89 obtenus apres 10 subcultures en présence ou non
de C102 a 1% (P/V) (5 géloses par condition) (Figure 17).
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Figure 17. Surfaces des colonies, en mm? observées a 8h (A), 24h (B) et 48h (C), selon six conditions
d’exposition ou non a C102: a) subcultures et gélose sans C102 b) subcultures sans C102, gélose avec C102
0,1% (P/V)c) subcultures sans C102 gélose avec C102 1% (P/V) d) subcultures C102 1% (P/V) et gélose sans
C102 e) subcultures C102 1% (P/V) et gélose avec C102 0,1% (P/V) f) subcultures C102 1% (P/V) et gélose
avec C102 1% (P/V) (moyenne * DS; n=5).

Dans chaque graphique de la figure 17, les différences observées pour la méme condition de
culture (bouillon) selon différentes condition de gélose (0%; 0,1%, 1% de C102 P/V) sont
statistiquement significatives (p=0,008, test de rang de Mann & Whitney). La pré-incubation
avec C102 se traduit par une moindre surface de la culture dans tous les cas ou la culture se
fait elle-méme en présence de C102. Cet effet est dose-dépendant puisque nous constatons
une limitation de la diffusion de la colonie quand la gélose comporte de la canneberge, avec
une moindre inhibition pour la gélose & 0,1% par rapport & celle a 1% C102 (P/V). En
revanche, lorsque UTI89 a été pré-incubé en présence de C102, mais que la culture est faite
sur une gélose ne contenant pas de C102 nous observons un "exces" de surface, en faveur d'un
effet ""rebond".

Ces observations ont été confirmées lors d’une seconde série d’essais réalisée avec UTI89
ayant subi 10 subcultures en absence ou presence de C102 a 1% P/V et ensemencement sur
gélose « swarming » contenant ou non du C102 a 1% P/V. Pour cet essai, 15 réplicats ont été

réalisés avec prise d’images.
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Les images (figure 18) présentent une série de géloses "swarming" prises au hasard parmi les
15 séries de 4 boites numérotées. Les 4 boites correspondent a 4 conditions différentes, selon
que les subcultures ont été faites ou non en présence de C102 1% (P/V) et que les geloses
ensemencées contenaient ou non du C102 1% (P/V). Les images des 14 autres séries de boites
sont superposables.

Figure 18. Swarming : Condition 1 : subcultures témoin & gélose témoin. Condition 2 : subcultures témoin &

gélose avec C102 (1%). Condition 3 : subcultures en présence de C102 (1%) & gélose témoin. Condition 4 :
subcultures en présence de C102 (1%) & gélose avec C102 (1%). Lecture a: T8h, T24h et T48h.
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Figure 19. Surfaces des cultures d’UTI89 (mm?) mesurées a A : 8 heures, B : 24 heures et C : 48 heures, sur les
boites de gélose « swarming », selon les différentes conditions d’exposition ou non de C102 (1%). a) subcultures
témoin & gélose témoin. b) subcultures témoin & gélose avec C102 1% (P/V). ¢) subcultures en présence de
C102 1% (P/V) & gélose témoin. d) subcultures en présence de C102 1% (P/V) & gélose avec C102 1% (P/V),
(moyenne £ SD ; n=15, p<0,0001, test de rang de Mann&WHhitney).
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Les surfaces de recouvrement des colonies ont été mesurées aux 3 temps, 8, 24 et 48 heures
pour les 15 boites de culture correspondant a chacune des 4 conditions. (Figure 19). Dans
chaque graphique les différences observées pour la méme condition de culture (bouillon)
selon différentes condition de gélose (0% et 1% de C102 P/V) sont trés hautement
significatives (p<0,0001, test de rang de Mann & Whitney).

Ainsi, sur gélose comportant du C102 (sans notion de subcultures en présence de C102)
(figures 17 et 19 en bleu; figure 18, conditions 2 et 4), on note une inhibition de la diffusion
des bactéries a partir du spot d’inoculation.

Dans le cas ou 10 subcultures sur C102 ont eté réalisées avant dép6t sur gélose avec C102, la
présence de C102 dans la gélose maintient 1’effet inhibiteur du phénoméne de swarming
(figure 18: condition 4).

En revanche, dans le cas ou 10 subcultures sur C102 ont été réalisées avant dépdt sur gélose
sans C102 (figure 17: en rouge; figure 18: condition 3), on observe un développement
important de la colonie, développement fonction de la durée d’incubation. Ces résultats
démontrent I’effet réversible déja observé (tests d’adhésion aux cellules T24), mais au-dela de
cette observation, les bactéries diffusent rapidement sur les géloses sans C102 avec a houveau

un avantage apparent pour celles préalablement cultivées en présence de canneberge.

Au total

Les essais réalisés avec subcultures des bactéries en présence ou non de C102 et sur géloses
molles sans C102 ne montrent pas de réduction significative de la mobilité quelle qu’elle soit.
En revanche, la présence de C102 dans le milieu gélosé test se traduit par une réduction
significative des diametres de croissance et donc des surfaces colonisées. Ce phénomeéne est

observé que les bactéries aient été ou non prélablement incubées en présence de C102.

L’effet inhibiteur du swarming nécessite donc un contact permanent avec C102, il s’épuise
lorsque la bactérie n’est plus en contact avec C102 (multiplication bactérienne en absence de
C102). L’absence d’effet observé sur gélose sans C102, malgre les 10 subcultures en présence
de C102 pourrait étre lié au nombre important de générations lors de la réalisation du test
permettant la réversibilité des effets (adhésion aux cellules T24) et des modifications

d’expression géniques observeées.
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4.1.7

Microscopie a champs large

Cette méthode nous a permis d’étudier la mobilité de E. coli UTI89 en fin de série de 10

subcultures en présence ou non de C102, directement dans le milieu de culture utilisé ; ceci

limitant le biais éventuel noté lors des essais de mobilité sur gélose.

Six parametres ont pu étre mesurés (figure 20):

a.

La proportion de bactéries ayant des déplacements > 5 microns, correspondant a des
mouvements non browniens, et présidant a la définition des cing paramétres suivants
la distance absolue de déplacement étant définie comme la distance (en microns)
séparant la bactérie au premier point d’acquisition et au dernier point d’acquisition
durées totales de déplacement, en secondes, correspondant a la somme des temps de
déplacement de la bactérie entre la premiére et la derniere acquisition

longueur totale du déplacement, en microns, correspondant a la somme des
mouvements effectués par la bactérie sur la durée totale de déplacement

vitesse de déplacement de la bactérie pendant le suivi (en microns par seconde),
défini comme la longueur totale rapportée a la durée totale du déplacement

la linéarité de déplacement, ou rectitude du déplacement de la bactérie, définie

comme le rapport entre la distance absolue et la longueur totale des déplacements

et comparés entre les deux groupes d’E.coli UTI89, exposés et non exposés a C102 1%

pendant les 10 subcultures.

Les moyennes des valeurs mesurées sur 4 observations dans chacun des deux groupes d’E.coli

UTI89 (subcultures en présence et en absence de C102 1%) figurent dans le tableau 12, sur la

premiere ligne la moyenne des proportions de bactéries suivies ayant des déplacements >5

microns, puis les moyennes des mesures effectuées pour les 5 paramétres de mobilité retenus.
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Tableau 12. Observations des mouvements d’UTI89 en microscopie a champ large.

parameétres

10 Subcultures UT189

p

En présence de C102

moyenne DS

En I’absence de C102

moyenne DS

T Student non apparié,

variances non égales

% déplacements >5 p 5,98+2,8 58,6+20,5 <0,05
Distance absolue (p) 7,9+1,0 20,9+7,8 <0,05
Durée totale (secondes) 65,2+12,5 22,5+7,2 <0,01
Longueur totale (p) 74,6£9,9 40,2£15,1 <0,05
Vitesse (u /seconde) 1,3+/-0,3 5,2+/-2,7 0,0586
rectitude 0,15+0,05 0,58+0,04 <0,001

Proportion moyenne (moy+DS) de bactéries ayant des déplacements >5u (en grisé), et parmi elles, moyenne

(myexDS) de mesures effectuées pour les cing autres paramétres de mobilité retenus (distance absolue (p), durée

totale (s), longueur totale (), vitesse (us™) et rectitude) (moyenne = SD ; n=4, T de Student non apparié).

Ainsi, en présence de pré-incubation avec C102 :

un plus petit nombre de bactéries a des déplacements > a5 microns

leur distance absolue de déplacement est plus faible

- leur durée totale de déplacement est plus élevée

- lalongueur totale est plus élevee

- la vitesse de déplacement est plus lente, mais la différence est a la limite de la

significativité

- larectitude (ou linéarité) est moindre

alors qu’en I’absence de pré-incubation avec C102, les bactéries sont plus nombreuses a

parcourir

rectilignes et orientées, et finalement plus « efficaces » (Figure 18).

des distances de plus de 5 um, plus rapidement, selon des trajectoires plus

Les bactéries exposées a C102 ont perdu pratiguement toute possibilité de déplacement

rapide.

Nous disposons en outre de films dans lesquels les bactéries non exposées se déplacent

essentiellement de facon lineaire, extrémement rapide et orientée, alors que les bactéries

exposées a C102 ont plutét des mouvements de tres faible amplitude, peu efficaces, de type

brownien.
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Figure 20: Evaluation des déplacements de E. coli UTI89 (moyenne + SD) aprés 10 subcultures en absence de
C102 (Témoin, en bleu) et en présence de C102 a 1% (P/V) (C102, en rouge). A: Proportion de bactéries
parcourant plus de 5um, B: distance absolue moyenne de déplacement en micron, C: durée totale moyenne de
déplacement en secondes, D: longueur totale moyenne de déplacement en micron, E: vitesse moyenne de

déplacement rn micron/seconde, F: linéarité moyenne des déplacements
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Pour chaque variable mesurée n=4. Différence significative entre témoin (bleu) et C102 (rouge), p= 0.028 test
de rang de Mann&Whittney).

4.1.8 Microscopie électronique a transmission

Les modifications d’expression génique détectées, ainsi que la perte de mobilité observée en
champ large lorsqu’UTI89 a été incubée sur 10 subcultures en présence de C102 1% (P/V),
nous ont amen¢é a visualiser la bactérie traitée ou non par C102 afin de confirmer I’impact sur
le constitution/présence des flagelles.

Aprés 10 subcultures en présence de C102, nous avons observe (Figure 21)

Controle Test Réversibilité

(10 subcultures sans C102) (10 subcultures avec C102) (10 subcultures avec C102
puis 10 subcultures sans C102

: gl ;
e 2

v Vs gmicron

»

500 nm- ¢ 500 ‘ 500 nm

Figure 21. Modifications des structures de surface (fimbrie et flagelles) et de la taille d’E.coli UTI89 apres
exposition a C102 1% (P/V) pendant 10 subcultures (test) et pendant 10 subcultures suivies de 10 subcultures en

I'absencr d'exposition & C102 (réversibilité).

a. une élongation des bactéries : trés denses, plus longues, avec des altérations de la paroi,

sans qu’il y ait pour autant éclatement de la bactérie
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Longueur (Moyenne et DS, micron)

b. une disparition compléte des éléments filamenteux, fimbriae et flagelles
c. une réversibilité du phénoméne lorsque les bactéries sont a nouveau cultivees en absence
de C102

Les observations en microscopie électronique a transmission nous ont également permis de
mesurer des différences de longueur, largeur et surface entre les bactéries témoin et celles pré-
incubées avec C102 a 1% (P/V) (Figure 22).
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Figure 22. Modifications de longueur (A, W), largeur (B, p) et surface (C, p?) d’E.coli UTI89 aprés 10
subcultures en présence de C102 (1% , P/V) ou 10 subcultures en présence de C102 (1%, P/V, point rouge, n=5)
suivies de 10 subcultures sans C102 (cercle rouge, n=7) ou subcultures en bouillon TS sans C102. (cercle bleu,
n=11) (Moyenne + DS), test de rang de Mann&Whitney.

La figure 22 montre qu’apres 10 subcultures en présence de C102, la bactérie est deux fois et
demie plus longue, les surfaces mesurées reflétant cet allongement (figures 22 A et 22 C),
sans qu’il y ait d’élargissement (figure 22 B).

Aprés arrét de 1’exposition, le phénomeéne est réversible, la longueur des bactéries exposées a

C102 n’est pas différente de celle des bactéries non exposées.
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En résumé :

L ’exposition de E.coli UTI189 au composé C102 se traduit in vitro par :

une diminution de I’adhésion aux cellules urothéliales humaines T24

une diminution des transcriptomes portant sur certains élements des fimbriae, sur la
quasi totalité de la chaine du chémotactisme, ainsi que sur la structure et la fonction
des flagelles

un arrét quasi total de la mobilité swarming, a condition que le composé C102 soit
incorporé a la gélose molle, c’est a dire correspondant a une exposition maintenue
durant la croissance bactérienne

des altérations trés marquées, en microscopie champ large, portant tant sur la vitesse
que les distances parcourues et leur linéarité, les bactéries exposées a C102 ne
présentant plus qu’un mouvement de type brownien

des modifications phénotypiques marquées, se traduisant par une longueur plus
importante des cellules bactériennes et une quasi disparition des organites extra-

cellulaires (pili et flagelles).
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4.2 Expériences in vivo chez la souris

La flow chart ci-dessous présente la succession des essais faits chez 1’animal.

[ Eeie ] [ Soumscs7BL6 ]
é
S | 4.2.1.1 Cmétiques d’excrétion urinaire |
=
=
o &
lj % 4212 Cinéhiques persistance paror vésicale
@ B + Histologie
22
= 8
A 42.1.3 Tmpact de I'moculum sur I'adhésion |
:

| SounsC57BL/6 |

UTI 89 pré incubée avec C102 1%
pendant 10 subcultures

| 4221 Colonisation 3 J3 |

[ 4227 Adhésionexvivo |

[ 4223 Adhésion i 4 heures |

4.2.2 Application au modéle murin d’étude de
C 102

4.2.1 Définition des conditions expérimentales: Inoculation de différentes souches

d’E.coli en ’absence de pré-incubation avec C102

4.2.1.1 Cinétiques de I’excrétion urinaire et persistance tissulaire

Les résultats sont presentés sous forme de cinétiques microbiennes dans urines et dans les
broyats de vessies.
Le tableau 13 correspond a une cotation interprétative des différentes cinétiques observées

dans les urines et les vessies aux différents temps d’observation (J1, J3, J7 et J14), pour
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chacune des 5 souches d’E.coli (ABU83973, UTI89, MG1655, GGB1561 et CFTO073),

inoculées. Un contrble de stérilité des urines a été fait a JO avant inoculation de chacun des

cing groupes.

Tableau 13. Dénombrement de E.coli dans les urines et les broyats de vessies de souris

J1 J3 J7 J14
E.coli Vv U \% U \% U \Y U
UTI89 +++ +++ +++ ++ ++ 0 + 0
ABUS83972 | 0 0 0 0 0 0 0 0
CFTO73 +a++ ++ +++ ++ 0 0 0 0
MG1655 +a++ + + 0 0 0 0 0
GGB1561 | +a++ + + + +- 0 + 0

J1,J3, J7 et J14 apres inoculation (V=vessie broyée ; U=urines), n=3 souris pour chaque souche d'E.coli et pour

chaque temps. Zéro: <2 log. (+): entre 2 et 3 log. (++): entre 3 et 4 log. (+++): > 4 log.

La figure 23A représente le pourcentage d’adhésion d’E.coli UTI89 4 heures apres

inoculation de ’animal. La figure 23B représente le nombre de bactéries récupérées dans les

vessies des souris sacrifiées au cours des 14 jours suivant I’inoculation d’UTI89.

1001

logarithme du Pourcentage (Moyenne et DS) de linoculum instillé (107 UFC UTI89)
=]

1000000 4

logarithme des UFC/vessie (Moyenne et DS)

100000 -
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Figure 23. Dénombrements bactériens (UTI89) dans la paroi vésicale. A: pourcentage d’adhésion de I’inoculum

4h aprés ’instillation (moyenne+DS, n=16). B: nombre d’UFC récupérées dans les broyats de vessies a J1 (n=5),
J3 (n=4), J7 (n=3) et J14 (n=2) apres Iinstillation initiale (Moyenne+DS)
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Sur la base de ces résultats, des essais complémentaires ont été réalisés sur la phase initiale
d’adhésion d’E.coli a la paroi vésicale.

Par ailleurs, cliniquement :

- aJ1, les animaux sont tous vifs, en bonne santé.

- & J3, une souris est morte parmi celles inoculées avec UTI 89 ; tous les animaux inoculés
avec les souches «virulentes » sont moins vifs que ceux inoculés avec la souche témoin
ABUB83972. Macroscopiquement, les vessies inoculées avec CFT073 et dans une moindre
mesure par GGB1561 sont plus rouges et richement vascularisées que les vessies inoculées
avec les autres souches.

- a J7, les souris restantes sont toutes surexcitees et pollakiuriques, la surface urinée horaire
(buvards) a triplé entre J1 et J7, alors que les souris témoins ont des volumes urinaires
comparables a ceux des autres souris avant inoculation.

- aJ14, les animaux ont tous un comportement redevenu normal

Le contrble des urines des 5 groupes a JO, fait avant inoculation, retrouve des urines stériles,

pour ’ensemble des échantillons, résultat en faveur d’une technique de sondage maitrisée.

4.2.1.2 Histologie

Les observations histologiques ont été réalisées sur les mémes séries d’expériences.

Les caractéristiques histologiques d’une vessie de souris normale, instillée avec le milieu de
culture stérile sont reconnaissables sur la figure 24. Nous y indiquons la zone retenue pour
procéder aux mesures de 1’épaisseur des parois vésicales (fig 24 A). Cette vessie présente coté
lumiere vésicale des cellules en ombrelle, tapissées par un glycocalyx en fine brosse, le
nombre de couches cellulaires sous-jacentes est au plus de 4 a 6, il n’existe pas d’infiltrat

cellulaire ni d’hyper-vascularisation (fig 24 B et C).

117



1.25X

Figure 24 : aspect histologique normal

de vessie de souris

- Présence de glycocalyx

- Cellules en ombrelle, matures, en
surface

- Nombre de couches cellulaires sous-
jacentes <4,

- Vaisseaux peu nombreux dans la
musculeuse, sans signes
d’inflammation (dilatation ou afflux
de polynucléaires)

40X

Nous avons constaté chez 1’animal inoculé avec E.coli UTI189 :

les modifications histologiques des vessies inoculées avec UTI89 « native », non pré-
incubée. De nombreux signes d’inflammation de la muqueuse vésicale sont visibles, la
muqueuse est oedématiée, épaissie, le nombre de couches cellulaires de 1’épithélium est
augmenté. Nous n’avons pas observé de zones de nécrose, mais par endroits perte du
glycocalyx et surtout un infiltrat cellulaire diffus avec une hypervascularisation, soit des
grades 1 et 2, selon la gradation histo-pathologique proposée par Hopkins(175),
correspondant bien au mode de réponse déja décrit pour la souche murine C57BL/6, se
caractérisant par :

une résolution progressive de I’IU induite, de fagon linéaire, (CFU/mg de vessie)

une réponse inflammatoire vésicale initiale modeérée, de grade 1 a 2, décroissant avec le
temps et parallelement a la diminution des CFU, la réponse inflammatoire la plus intense
3éme

intervient entre le 1% et le 3°™ jour aprés I’inoculation.

118



4.2.1.3 Impact de la taille de I’inoculum d’UTI89 sur 1’adhésionvésicale a T4 heures

Afin de finaliser le choix des conditions expérimentales, nous avons également évalué

I’impact de la taille de I’inoculum sur la phase d’adhésion (numération des UFC d’E.coli

UTI89 au niveau de la vessie, 4 heures apres inoculation).

Tableau 14.Impact de I’inoculum initial sur la colonisation a 4 heures

Inoculum initial
(UFC) 10* 10° 10° 10’

Moy Log UFC + DS 3,07 +/- 0,96 4,13+/-1,41 4,49 +/- 0,50

dans les vessies

Moyennes des log du nombre de bactéries récupérées (UFC/ml) pour chaque groupe de 9 souris (moy+ DS), en

fonction de I’inoculum initial (UFC/mI).

Le tableau 14 présente les logarithmes des UFC obtenues en fonction de I’inoculum initial. En

faisant varier 1’inoculum bactérien de 10* & 10° UFC/ml nous constatons que ’adhésion

d’E.coli UTI89 a la mugueuse vésicale est proportionnelle a I’inoculum initial, avec:

une absence de bactéries détectables & 4h pour des inoculi inférieurs ou égaux a 10*
UFC/ml

une détection d’E.coli chez toutes les souris dés 10° UFC/m

un taux d’adhésion croissant pour atteindre plus de 4 log en moyenne a partir de 10°
UFC/ml

une colonisation relativement homogéne sur I’ensemble des animaux pour un inoculum a

10’ UFC

Les observations conduisent a conclure que:

UTI 89 est la souche qui persiste le plus longtemps, sa sélection pour évaluer effet du
composé d’intérét est ainsi confortée ;

la poursuite de temps de contact au-dela de J3 semble inutile, les bactéries ne
s’installent pas et la guérison (non détection de E. coli et disparition de la réponse
inflammatoire) est obtenue spontanément entre J7 et J14 sur ce modele murin

lurine n’est pas le meilleur reflet de ’inoculum colonisant, les dénombrements d’UFC
/ml d’urines sont abandonnés au bénéfice des UFC sur vessie, plus sensibles.

sur la base de la littérature(173) et de notre observation sur /’impact de l'inoculum sur la
colonisation, les conditions d’inoculation choisies pour les essais ultérieurs sont 50l de

suspension bactérienne & 2.10® UFC/mL, soit un inoculum de 10’
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4.2.2 Effet de la pré-incubation avec C102 de la bactérie inoculée chez la souris
En partant de :

- 10 subcultures d’UTI 89 en présence ou en absence de C102 1% (P/V)

- essai fait sans adjonction de C102 a TO de I’essai (inoculation de la vessie),

- absence d’administration ad libitum de C102 chez la souris, donc pas d’excrétion urinaire,

Dans les conditions expérimentales definies ci-dessus, plusieurs essais ont été conduits chez
I’animal, notre objectif étant de conforter le modéle, en confirmant 1’effet in vitro par

I’observation d’une efficacité in vivo. Les essais sont résumés dans le tableau 18.

4.2.2.1 Effetsur lacolonisation aJ3

> Données générales sur les animaux (poids, épaisseur de la paroi vésicale)

Les figures 25 A et B indiquent respectivement les variations de poids et d’épaisseur de vessie
entre JO et J3, des souris témoins (inoculées avec du bouillon TS stérile), des souris inoculées
avec UTI89 non pré-incubée et des souris inoculées avec UTI89 pré-incubée pendant 10 jours
avec C102 1%.

L’inoculation d’E.coli UTI89 native se traduit par une discréte élévation du poids des souris
entre JO et J3 (p=0,045 Test de rang de Mann&Whitney). Dans tous les autres cas, les
variations de poids entre JO et J3 (groupe témoin et groupe inoculé avec les bactéries pré-
incubées avec C102 1% (P/V)) et entre les JO et les J3 des trois groupes entre eux ne sont pas

significatives.

Par rapport au groupe témoin, une augmentation significative de 1’épaisseur de la paroi
vésicale est observée tant pour le groupe inoculé avec E. coli natif que pour celui inoculé avec
E.coli pré-incubé avec C102 1% (P/V), témoignant du développement d’un processus
inflammatoire. En revanche, la différence n'est pas significative entre les 2 groupes inoculés
avec UTI89 que celui-ci ait été pré-incubé ou non avec C102 1% (P/V), traduisant une

absence d'effet sur ce parameétre de C102.
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Poids de I'animal (Moyenne et DS, g)
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Figure 25. Variations: A: du poids des animaux, en grammes B: de I’épaisseur de la paroi vésicale, en microns,
entre JO et J3 aprés I’instillation de bouillon stérile (ttémoin en bleu, n=11), inoculation d’E.coli UTI 89 natif (en
rouge, n=21) et d’E.coli UTI 89 pré-incubé avec C102 (en vert, n=21) (moyennexDS; test de rang de
Mann&Whitney).

> Analyse histologique de la série E. coli UTI189 pré-incubée avec C102:
La figure 24 présente les résultats de 1’analyse histologique réalisée sur vessie de souris

inoculées par E. coli pré-traité par C102 1% (P/V).

L’analyse histologique (figures 26 A et B) ne permet pas d’observer une minoration ou une
absence de signes inflammatoires dans les vessies observées : apres inoculation de la souche
UTI89 pré-incubee avec C102 1% (P/V), les images sont celles d’un grade 2 d’Hopkins, tout
a fait superposables a celles des vessies inoculées avec les souches d’E.coli UTI89 non pre-

incubées avec C102.
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Figure 26 A: aspect général d’une
vessie (1,25X): paroi épaissie de
facon diffuse.

Figure 26 B (10X): disparition du
glycocalix, présence d'un nombre
de couches cellulaires > 6, d’un
infiltrat diffus de globules blancs et

de plusieurs vaisseaux dilatés
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» Deénombrements des UFC (log UFC/vessie)
Les valeurs observées sont indiquées dans le tableau 15.

Tableau 15. Dénombrements des UFC dans les broyats de vessies

Souris | Témoin UTI189 non pré-incubée avec C102 UTI189 pré-incubée avec C102
8 souris 16 souris 16 souris
toutes variant de 7,5.103 variant de 1,3.103
<100 43,8.10° 46,6.10°
Moyenne <2 5,73+1,48 6,14 + 1,33
(log) £DS

Animaux inoculés avec UTI89 pré-incubée ou non avec C102 1% (P/V) (moyennexDS, n=16)

A nouveau, la différence des log d’UFC dénombrées dans les broyats de vessie entre le
groupe de souris témoin et les deux groupes de souris inoculées par E. coli UTI89 est
hautement significative (p < 0.001, test de Student non apparié). En revanche, la différence
des log d’UFC dénombrées entre le groupe de souris inoculées par E. coli non pré-incubé
avec C102 et le groupe inoculé par E. coli pré-incubé C102 a 1% (P/V) n’est pas significative

(p = 0.209, test de Student non apparieé).

Ceci est corroboré par les résultats histologiques, les signes d’inflammation sont
nombreux chez les souris inoculées par E.coli UTI89: cedéme, vascularisation, épaisseur
augmentée de la paroi vésicale, par rapport au groupe témoin, alors qu’aucune différence
significative n’est notée entre le groupe inoculé avec E. coli non pré-incubé et le groupe

inoculé avec E. coli incubé par C102.

4.2.2.2 Controle de I’adhésion de la souche d’UTI89 obtenue ex vivo

L’essai d'adhésion in vitro aux cellules T24, a été réalisé dans deux conditions :

- sur la suspension bactérienne obtenue aprés 10 subcultures en présence de C102, avant
inoculation a la souris afin de controler I’efficacité des 10 subcultures.

- sur suspension bactérienne réalisée directement a partir des boites de dénombrement
issues des broyats des vessies de souris, sans repiquage supplémentaire afin de vérifier la
persistance ou non de ’effet aprés passage in vivo.

Les suspensions ont été ajustées a 2.10° cellules/ml.

Les pourcentages d’inhibition d’adhésion sont présentés dans le tableau 16.
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Tableau 16. Inhibition de 1’adhésion ex vivo aux cellules T24 de la souche UTI89 pré-incubée

avec C102 et inoculée a I’animal.

Souche preé-incubée in vitro

Témoin (+ hénol
avec C102 1% P/V (+) (phénol)

Avant I’inoculation -70% -82%

Aprés test in vivo -51% - 78%

Nous observons :

- une inhibition d’adhésion aux cellules T24 conforme aprés les 10 jours de subculture de E.
coli UTI89 en présence du produit-essai C102 (-70%) ;

- une réduction partielle de I’effet observé sur les isolats récupérés aprés la phase d’essai in

vivo (-51%), en faveur d'une perte partielle de 1’efficacité du produit.

4.2.2.3 Effet sur I’adhésion a la muqueuse vésicale a T 4 heures apres inoculation

Apres I’inoculation des souris, le taux d’adhésion a été controlé par dénombrement des UFC

sur les broyats de vessies, 4 heures apres inoculation de 50 L de suspension :

- d’E.coli UTI89 non pré-incubée, sur 20 souris (Témoin comptage: TC, UTI89 native:
2,50. 10® UFC/mI)

- d’E.coli UTI89, pré-incubée (10 subcultures en présence de C102), sur 20 souris, (TC
UTI89 avec C102 1% (P/V): 1,38. 108 UFC/ml).

Les groupes étaient constitués de 16 souris pour la série témoin et 17 souris pour la série essali

(histologie éventuelle) (tableau 17). Les résultats des dénombrements (log UFC/vessie) sont

présentés dans le

Tableau 17. Dénombrement des UFC /vessie 4 heures apreés inoculation

T4h UTI189 non pré-incubée UTI189 pré-incubée avec C102 1% P/V
UFC/vessie Log UFC/vessie Log
16 souris . 17 souris .
) . 4,90 26,45 ) . 3,98a731
min.: 8,0.10 min.: 4,8.10
max.: 2,81.10° max.: 2,0.10’
Log UFC 5,65 5,51
(moyenne + DS) +0,57 +1,10

Dénombrements (Log UFC/vessie), 2 groupes de souris : UTI 89 native (n=16), pré-incubée C102 1% (P/V)
(n=17) (moyennexDS).
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Nous observons :

une adhésion chez 1’ensemble des souris

une adhésion conforme aux résultats observés lors de 1’essai antérieur, pour les souris

inoculées avec la souche d’E.coli UTI89 non pre-incubée avec C102

une adhésion de niveau comparable pour les souris inoculées par la souche d’E.coli UTI89
pré-incubée par C102.

une homogéneité et une reproductibilité des résultats sur les valeurs minimum et

maximum dans chaque groupe

une absence de différence entre les 2 groupes : les 10 subcultures en présence ou non de

C102 n’ont pas d’effet sur I’adhésion initiale, dans les conditions de 1’essai.

Au total, in vivo,
- la colonisation de la vessie des souris est transitoire quelle que soit la souche d’E.coli
considérée,

- une cure « naturelle » est également observée 7 & 14 jours aprés inoculation.

En ce qui concerne la pré-incubation d’E.coli UTI89 par C102, il n’est pas observé de
différence significative (histologie et dénombrement des UFC) entre les souris inoculées avec
les bactéries pré-incubées avec C102 1% (P/V) et les souris inoculées avec les bactéries non

pré-incubées ni sur la phase de colonisation (J3), ni sur la phase d’adhésion (T4h).
Le tableau 18 synthétise les essais réalisés chez 1'animal (souris C57BL/6) et leurs résultats,

ayant eu pour objectif, d'une part de définir les conditions expérimentales, d'autre part,

d”évaluer les effets de la canneberge.
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Tableau 18. Principales expériences menées chez la souris et principaux résultats.

Type d’essai Matériel Technique Particularités Résultats Commentaires
Souris C57BL/6 Inoculation | Numérations Cinétiques de | Pas d’infection :
par UFC dans les colonisation colonisation et
5 souches d’E.coli | cathétérisme | urines et les souche- inflammation
ABUB83973 vesical de broyats de dépendante transitoires.
Cinétiques MG1655 50 pl de vessies
-de I’excrétion | CFT073 suspension a Pic de UTI89 persiste
urinaire d’E.coli | UTI189 2.10°8 Limite de colonisationa | sensiblement plus
-persistance GGB1561 UFC/ml détection J3 longtemps
dans la paroi 10UFC/mlI
vésicale urine et 100 Guérison Remise en
-pollakiurie UFC/vessie spontanée a question du
J14 modeéle souris.
Histologie (bactériurie et | Lignée
inflammation) | souris plus
Estimation de la | Pas pertinente que
pollakiurie a d’arguments celle utilisée ?
partir des taches | pour un
d’urine sur réservoir Broyat de vessie
buvard tissulaire plus pertinent que
chronique la bactériurie
Histologie Milieu de culture | Aprés Vessie saine
(témaoin) Inoculation
Suspensions 50 pl Vessies
bactériennes inflammatoires
Formol 5%)
Etude de Souris C57BL/6 Adhésion a Numeération Phase Choix UT189 en
I’impact de E.coli UTI89 T4h UFC/ml urines | inoculum- exces
’inoculum sur | 2.10%ml, et histologie dépendante (2.10 8/ml de
1’adhésion 2.10°/ml, 2.10%ml Limite suspension)
et 2.10°%/ml détection 100
UFC/ml
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Effet de C102 & | Souris C57-BL6 | Inoculation Numération UFC souris
1% sur la 8 semaines d’E.coli UFC/vessie témoins (non
colonisation a obtenu aprés | broyée en phase | traitées) vs
J3 E.coli UTI89a 10 de colonisation | souris traitées :
10 ¥/mIC102 & 1% | subcultures J3 p< 0,001
avec C102
& UFC souris
10 inoculées avec
subcultures E.coli pré-
sans C102 traitée vs non
Souris T non pré-traitée NS
inoculées
Histologie idem
Inhibition de E.coli UTI189a E.coli obtenues | Perte partielle | Validation de
I’adhésion ex 10 ¥/ml a partir des de I’activité de | I’importance des
vivo des broyats des C102 10 subcultures
bactéries C102 a4 1% vessies (réponse
obtenues des Cellules T24 inoculées (essai adaptative)
broyats de réalisé a partir
vessies des boites de
dénombrement)
Effet de C102 a | 40 souris C57- Inoculation Numeération Pas de Pas de
1% (P/V) sur BL6 d’E.coli UFC/vessie différence visualisation
I’adhésion a 8 semaines obtenu aprés | broyée entre souris d’effet
T4 heures 10 traitées et non | canneberge
E.coli UT189a subcultures en phase traitées (réponse
10 8/mll avec C102 d’adhésion a adaptative) sur la
vs 10 T4h capacité
C102 a 1% (P/V) | subcultures d’adhésion in

sans C102

Vivo
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Le modele souris (ou du moins la souche choisie C57BL/6), ne semble pas pertinent pour
démontrer I’activité des produits issus de la canneberge, aux temps précoces de I’infection
urinaire.

Les différences de réponses observées entre la lignée cellulaire humaine de carcinome vésical
T24 et la lignée de cellules rénales de souris NUC1 montrent que les facteurs héte sont
déterminants en termes de physiopathologie et secondairement dans 1’évaluation de 1’effet

que peut avoir un produit sur la pathologie considérée.

Au terme de I’étude chez I’animal, I’impact de C102 peut se résumer ainsi :
> au travers des essais réalisés in vitro :

- une inhibition d’adhésion conforme aprés les 10 jours de subcultures d’E.coli UTI189 en

présence du produit (-70%) (suspension d’instillation)

- une réduction de effet observé sur les isolats récupérés aprés la phase d’essai (-51%)

» au travers des essais in vivo:

- une colonisation conforme aux résultats observés lors de ’essai antérieur pour les
souris inoculées avec la souche d’E.coli non pré-incubée avec C102,

- une colonisation (4h et 3j) de niveau similaire pour les souris inoculées par la souche
d’E.coli pré-incubée avec C102.

- Une absence d’effet inhibiteur d’adhésion du C102, in vitro, aux cellules d’origine
murine,

- nous conduisant a abandonner le modéle murin C57BL/6

Nous avons ainsi mis au point un mode¢le d’étude de I’effet de médicaments reposant sur
I’adhésion in vitro par marquage radioactif d’E.coli souche UTI189, pré-incubée ou non
avec les produits-essai pendant 10 subcultures, sur lignée cellulaire de tumeur humaine
de vessie T24.
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5 Discussion

5.1 Des modéles d’études

Dans les années 90 et 2000 la littérature insistait sur (cf partie Etat de 1’Art) le rdle des pili de
type 1 et de leur adhésine FimH dans 1’adhésion des Escherichia coli uropathogénes (UPEC)
a la surface des cellules urothéliales, et sur I’effet d’inhibition des composés de la canneberge
sur de I’adhésion bactérienne. Cet effet était principalement attribué (11-13) aux

proanthocyanidines de type A (PCA) plus que de type B (PCB) (186).

Malgreé quelques voix discordantes (21, 168) I’intérét a 1’égard de la canneberge s’est ensuite
maintenu alors que notre compréhension des mécanismes d’adhésion évoluait. L’ implication
des fimbriae P et leur inhibition par les PAC A ont été démontrées (13, 15, 65, 83, 130, 132,
139), avec une action principale portant sur leur configuration (127, 148, 201). De plus, des
composés exempts de PAC gardaient une efficacité anti-adhésion, suggérant que d’autres
composantes de la canneberge puissent exercer une action.

Puis I’effet inhibiteur étant toujours constaté y compris sur des souches dépourvues de pili de
type 1 et P, d’autres mécanismes ont été mis en avant et nous verrons comment, a coté des
phénomeénes d’adhésion, les extraits de canneberge peuvent agir sur le flagelle et donc la
mobilité comme cela avait été suggéré par 1’observation d’une modification de I’expression
de la flagelline, brique structurelle du flagelle (196) et finalement modifier I’ensemble de la
physiologie bactérienne.

11 apparait ainsi qu’a mesure que les connaissances progressaient sur la physiopathologie des
UTTI et 'implication des UTEC, notamment dans les domaines de 1’adhésion et de la mobilite,
¢léments essentiels dans 1’invasion bactérienne, apparaissaient de nouvelles cibles et
approches thérapeutiques tels les pili par action du ec240 (67), ou plus spécifiquement FimH

par interaction avec le biarylmannoside (117), ou encore la capsule (202).

Compte tenu de la multiplicité des voies de recherche, tant dans les cibles moléculaires que
les structures et les fonctions, il devenait essentiel de mettre au point un systéme robuste
d’évaluation de candidats médicaments issus de la canneberge, d’autres composés naturels ou

de synthése. Nous avons souhaité développer un modele permettant de sélectionner des
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médicaments d’intérét potentiel dérivés de la canneberge. Pour ce faire, trois approches

étaient possibles :
- les essais en clinique humaine,
- les études sur modéle animal,

- les études sur modeéle de cellules eucaryotes

5.1.1 Lesessais en clinique humaine

De nombreux essais cliniques ont été rapportés, le premier par Papas en 1966, (17, 122, 123,
126, 131, 177, 186, 203), démontrant pour la plupart d’entre eux ’efficacité de la canneberge
au long cours dans la prévention des récidives d’infections urinaires du bas appareil, dans
différents contextes, chez la femme sexuellement active (204) et chez des population
féminines ageées, institutionnalisées (169), ou aprés chirurgie gynécologique élective avec
sondage vésical (205). Ces essais ont également conduit a définir les limites de ’efficacité de
la canneberge dans d’autres types de populations (enfants, vessies neurologiques chez les
traumatisés medullaires ou les scléroses en plagues, femmes enceintes) (139).

Ces derniéres années, des conclusions contradictoires (21, 168, 180), liées probablement a la
variabilité du produit soumis a essai, des doses de PAC et des populations étudiées, ont remis
en question I’intérét de la canneberge, relancant de débat sur la nécessité d’une meilleure
compréhension des mécanismes d’action de la canneberge et de I’identification précise des
composés actifs et de leurs dosages dans les produits commercialiseés.

L’éthique interdit de tester d’emblée chez ’homme des xénobiotiques, d’autant plus s’il
s’agit de produits complexes, de composition mal définie. Cette approche, longue et colteuse,
doit étre considérée comme une validation finale de 1’objectivation d’un candidat
médicament, mais ne peut en aucun cas étre utilisée directement si 1’on considére notre
objectif premier de «screening» de fractions ou composés actifs et secondaire de

caractérisation des mécanismes d’action

5.1.2 Des essais sur modéle animal.

Ceux-ci peuvent se concevoir en clinique vétérinaire ou en expérimentation animale. En
clinique veétérinaire, deux études ont été publiées chez le chien (206, 207). Ces auteurs ont

montré que les chiens ayant consommé des extraits de canneberge font moins souvent d’TU et
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que leurs urines présentent une adhésion d’E.coli aux cellules MDCK fortement diminuée
apres 30 et 60 jours de consommation.

En expérimentation animale, différents modeles ont été utilisés (208), comme le ver
Caenorhabditis elegans (16, 176), le rat femelle (18, 145), le singe (113), mais le modele
murin est le plus souvent utilisé. Dans les modeles murins, les fimbriae de type 1 des UPEC
s’expriment intensément dans la vessie, ils sont particulierement importants dans les
premieres 24 heures lors de colonisations expérimentales de vessies (87); ils permettent
I’adhésion aux cellules urothéliales, stimulent la réponse inflammatoire, déclenchent
I’invasion et conduisent a la formation de communautés bactériennes intra-cellulaires ou IBC
considéré comme un biofilm intracellulaire (6, 39, 72-74). Les modéles murins sont
fréquemment utilisés pour évaluer des médicaments potentiels contre l’infection urinaire

(117).

Parallelement aux essais in vitro, nous avons conduit des essais in vivo, selon un protocole

expérimental éprouve (173, 209).

Dans un premier temps, dans les essais de colonisation de souris C57BL/6, nous avons
observé une réponse de grades 1 et 2, correspondant au mode de réponse déja décrit (175)
pour cette souche murine et qui se caractérise par :

- une résolution progressive de la colonisation urinaire induite, de facon linéaire, (CFU/mg de
vessie)

- une réponse inflammatoire vésicale initiale modérée, de grade 1 a 2, décroissant avec le
temps, parallélement & la diminution des CFU,

Comme Hopkins (175), nous avons observé que la réponse inflammatoire la plus intense
intervient entre le 1" et le 3°™ jour aprés ’inoculation. La guérison spontanée intervient avant
le 14°™ jour aprés inoculation. Sur ce point la littérature est divergente. Goneau (210) a
récemment observé que vessies, urines mais surtout reins sont positifs jusqu’a J14, sur un
modéle utilisant la méme souche de souris. Notre modéle visant a juger de ’effet de la
canneberge dans les infections du bas appareil, nous ne nous sommes pas intéresses a la
cinétique dans le parenchyme rénal et, dans nos conditions expérimentales, en accord avec
Hung (173), la cure naturelle et systématique observee représente certainement une limite du
modele murin dans I’étude des infections urinaires chroniques et de leur prévention.

Selon Hopkins, les facteurs génétiques de 1’hote jouent un role important dans la susceptibilité

et la défense vis a vis de I’infection(175).
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Deux questions se posent donc : validité du modeéle murin pour les UTI et variabilité de la
réponse/choix de la lignée de souris. Ainsi, la souche de souris utilisée n’est pas neutre,
pouvant avoir un impact sur la clearance bactérienne (173, 175); par exemple, la souche
C3H/HelJ est génétiqguement susceptible au reflux vésico-uréthéral, la colonisation rénale se
produit précocement dans les IU expérimentales, indépendamment de la colonisation vésicale
(117); elle montre un haut niveau de colonisation (>10* UFC/vessie), deux semaines aprés
I’infection et peut développer une cystite chronique, dont I’incidence est hote-dépendante et
dose infectante-dépendante. Elle est alors précédée par des marqueurs locaux et systémiques
trés intenses a 24 heures : pyurie, inflammation veésicale avec Iésions de la muqueuse et des
niveaux trés élevés de certaines cytokines (38). Elle est trés utilisée pour 1’étude des
infections urinaires associées au cathéterisme vésical, car tolérante a I’implantation des
cathéters (211).

La souche murine C57BL/56 que nous avons utilisée, est le modele expérimental type pour
les cystites (117, 212). La souris est susceptible de fagon intermédiaire a I’infection aigué,
avec une réponse inflammatoire et une exfoliation vésicale plus importante, la bactériurie est
progressivement résolutive en 14 jours, avec cependant la persistance de communautés
bactériennes intracellulaires. Elle manifeste une sensibilité  particuliere  aux
« superinfections » avec des inoculi élevés (> 10’ UFC). La souche C57BL/6 peut enfin faire
des pyélonéphrites de fagon sporadique et a faible niveau. Elle est résistante a I’infection
chronique, et elle présente de faibles niveaux de colonisation urinaire (10* CFU/vessie) (209),
en faveur de la persistance de bactéries intracellulaires quiescentes, alors que les urines sont

redevenues stériles.

Le milieu joue également un réle dans la capacité de colonisation par E. coli: I’urine de souris
étant tres concentrée et pauvre en nutriments, il est possible que cela affecte 1’expression,
énergivore, des pili de type 1 au profit d’un métabolisme de survie. Staerk et al. (213) ont
récemment montré, en utilisant la souche UTI89, que deux sous-populations microbiennes
pouvaient étre distinguées : les bactéries planctoniques dans lesquelles les pili de type 1 ne
s‘expriment pas ou peu, et les aggrégats bactériens sessiles, tant sur des surfaces inertes que
urothéliales, qui expriment alors les pili de type 1. Les bactéries planctoniques sont plus
facilement éliminées par le flot urinaire, les urines redevenant stériles alors que I’urothélium

ne I’est pas.
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Enfin, le choix de la souche UPEC est important. Toutes les souches ne se comportent pas de
la méme fagon, par exemple, la survie au sein de macrophages murins est meilleure pour
UTI89 que pour CFTO073 et ABUB83972, ce qui n’est pas vérifi¢ chez les macrophages
humains, suggerant a nouveau que les différences existantes entre les espéces hotes peuvent
affecter la physiopathologie des 1U dans sa composante macrophagique (209). CFT073 est
une souche hautement toxinique qui peut produire des 1ésions séveres de 1’urothélium, mais
qui peut aussi envahir I’urothélium et former des communautés bactériennes intra-cellulaires.
UTI89 est plus invasive : en formant des communautés intra-cellulaires elle survit a ’intérieur
de la cellule, ce qui rend le broyat de vessie pertinent pour la quantifier ; elle peut aussi
exprimer plusieurs toxines et provoquer des lésions urothéliales (76). La formation des
communautés intracellulaires par UTI89 a été démontrée chez plusieurs souches murines dont
C57BL/6.

La chronologie des évenements a été décrite par Justice et al. (96): I’invasion du cytoplasme
des cellules en ombrelle dans un modéle murin C3H-E.coli UTI89 se produit entre la 1% et la
3™ heure aprés I’inoculation. La phase 1 (cf. Etat de ’art) se déroule dans les 8 heures
suivantes avec des temps moyens de doublement de 30 a 35mn dans des CBI dispersées dans
le cytoplasme, et dans les 6 a 8 heures, les CBI sont établies sur un mode de biofilm (phase 2),
avec probablement une communication inter-bactérienne de type « quorum sensing ». Pendant
les 10 & 14 heures suivantes se déroule la phase 3 avec un temps de division ralenti et le
passage a une forme coccoide, un aspect dense et globulaires des CBI. Au-dela de la 12°™
heure, les bactéries se dissocient des CBI, redeviennent trés mobiles et se retrouvent entre les
cellules en ombrelle ainsi que dans la lumiere vésicale, le tout facilité par I’entrée en apoptose
de la cellule infectée. Ceci se traduit par une bactériurie, ainsi que par une dissémination et la
colonisation d’autres cellules en ombrelle saines ou des couches cellulaires sous-jacentes,
alors que la bactérie entre dans une phase de filamentation. La 2°™ génération de CBI
présente des temps de doublement de 60 mn.

L’exfoliation des cellules urothéliales se produit dans les 36 a 48 heures apres 1’inoculation.
Le processus se poursuit dans les 12 jours suivants avec I’établissement de bactéries
quiescentes.

Les mécanismes de défense de I’hote se mettent en place dés 1a 6™ heure, avec un afflux de
polynucléaires neutrophiles jusqu’a la 32°™ heure dirigé de facon trés discriminée sur les
cellules infectées. Cependant, les PNN ne sont pas efficaces dés lors que les bactéries sont

soit intracellulaires, soit extracellulaires et filamentées.
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Dans notre cas, la mise au point du modele murin avec I’établissement des cinétiques de
colonisation, ne permet pas de démontrer de différences entre les souches de E. coli testées,
UPEC, non UPEC exprimant FimH ou non, en termes de persistance de la colonisation, voire
de passage a I’infection. Ces observations sont cohérentes avec les résultats de 1’adhésion in
vitro sur la lignée cellulaire humaine T24. Toutes les numérations effectuées sur paroi
vésicale démontrent une non détection finale de E. coli. Ceci pourrait indiquer soit une
élimination complete, sans prolifération intracellulaire, soit la formation de CBI a un niveau
non détectable par numération (bactéries non ou peu cultivables, niveau inférieur a la limite

de détection.

Les conditions expérimentales pourraient également expliquer certaines divergences
bibliographiques. Nos choix expérimentaux ont essentiellement porté sur: a) la dose
infectante < 10" CFU définie comme permettant d’éviter la super-infection et I’évolution vers
la cystite chronique et la bactériurie avec une absence d’effet dose au-dela, chez la souche de
souris C57BL/6. La dose infectante est par ailleurs liee a une plus forte expression des pili de
type 1 et au rble joué par ceux-ci dans 1’adhésion aux uroplakines ; b) le volume (50uL)
inoculé lentement afin d’éviter un reflux vésico-urétéral sous pression favorisant plutdt un
modéle de pyélonéphrite, ¢) I’inoculation manuelle, intra-vésicale par voie transuréthrale en
maitrisant I’espace mort de I’embase du cathéter, en butée douce pour ne pas blesser la vessie.
Ce mode d’inoculation ne reproduit pas fidélement la physio-pathologie de 1’infection
urinaire par voie ascendante, majorant potentiellement I’adhésion et donc la charge

bactérienne récupérée ultérieurement, mais reste le plus approprié et le moins traumatique.

Le couple C57BL/6 —UTI89, a une dose de 107CFU, avec un volume d’inoculation de 50ulL a
été utilisé au moins dans quatre publications depuis 2008 visant a explorer certains
mécanismes physiopathologiques de I’'TU (209) et dans trois approches thérapeutiques avec
des doses inoculées variables(209).

Outre qu’elle a été isolée de cystite humaine, chez un patient ayant des cystites récurrentes,
nous avons retenu UTI89 par cohérence avec les autres essais publiés et sur la base de nos
premiers résultats d’adhésion aux cellules T24 in vitro et la souche de souris C57BL/6 du fait
de son adaptation a 1’étude des cystites et de leur prévention sur la base de la littérature.

L’infection urinaire y est autolimitée, I’inflammation et la bactériurie étant spontanément
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résolutive, la bactérie formant rapidement des réservoirs quiescents dans le tissu veésical et
pouvant de temps a autres ré-initier une infection aigué (211).

Les modéles murins ont largement contribué a la connaissance de la physiopathologie de
I’infection urinaire. Notons cependant, qu’ils peuvent ne pas rendre compte exactement de la
physiopathologie de I’infection urinaire humaine, ainsi I’analyse de transcriptomes d’E.coli
isolés dans des urines de femmes infectées et de souris montrent des différences entre
I’infection murine et I’infection humaine (214). Les genes codant par exemple pour les
fimbriae P, F1C, Auf sont hautement exprimés chez la souris, mais ne s’expriment pas dans
les urines humaines. Chez la souris, la souche d'E.coli mutante pst , dont I’expression des pili
de type 1 est moindre, est associée a une aptitude moindre a provoquer des 1U (70). les pili 1
sont nécessaires a ’infection murine (Stimulation de 1’inflammation, invasion, biofilm) et
inconstamment présents dans 1’infection humaine, (214), dans laquelle leur fonction est mal
précisee (par exemple, liaison a la protéine de Tamm-Horsfall qui agirait comme un récepteur
soluble).

Ainsi, si dans les modeles animaux, les pili de type 1 sont des facteurs de virulence majeurs
(71), leur réle en pathologie humaine est moins clair. lls sont présents a la fois chez les
souches pathogenes et les souches commensales et la prévalence du gene fim ne varie pas de
facon significative selon le degré de virulence des souches d’UPEC (62, 214). Les pili P
joueraient un réle important dans 1’IU ascendante et les pyélonéphrites humaines, par une

adheésion via PapG (62).

Les essais in vivo réalisés en inoculant UTI89 pré-incubée avec C102 (effet inhibiteur

d’adhésion démontré sur lignée T24) ne nous ont pas permis de documenter clairement ni

I’inhibition de 1’adhésion quatre heures aprés I’inoculation, ni ’inhibition de la colonisation a

trois jours, contrairement a certaines publications explorant, il est vrai, d’autres voies et

d’autres produits que les dérivés de la canneberge (57, 119, 202).

Ces travaux ont été réalisés suite aux essais sur lignée T24, afin de « valider » les résultats

obtenus et doivent étre considérés uniquement par rapport a cet objectif. En effet, la

réalisation de ces essais in vivo présente plusieurs écueils :

- colonisation et réponse inflammatoire transitoire suite a 1’inoculation intra-vesicale. Ce
point fait déja I’objet d’une controverse si I’on analyse la littérature avec des résultats trés
variables que ce soit en termes de réelle infection et/ou de récidives. La persistance et/ou

la recolonisation vésicale pourrait étre une nouvelle approche;
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- traitement de la souche bactérienne et non des animaux sous expérimentation. Ce choix
avait été fait sur la base de nos résultats in vitro et surtout afin d’assurer une homogénéité
du contact avec le produit. Le traitement des animaux par 1’eau de boisson ad libidum peut
en effet conduire & des variations importantes de prise ; a contrario, les conditions

choisies induisent une absence de produit et/ou métabolites au niveau vésical;

- de la méme maniére, ’adaptation de la souche au C102 a été réalisée préalablement a
I’inoculation et I’absence de produit et/ou métabolites au niveau vésical pourrait conduire

a une perte de I’effet, au moins dans le cas des essais sur plusieurs jours;

- enfin, I’effet canneberge pourrait ne pas étre univoque.

L’ensemble de ces éléments nous a donc conduit a privilégier a ce stade le modéle sur cellule

eucaryote et les essais et contact in vitro afin de valider un type d’effet noté.

5.1.3 Moyens d'étude de I'adhésion bactérienne sur lignées de cellules eucaryotes

Deux grands types de méthodes sont décrits; 1’étude ex vivo de I’activité anti-adhésion d’urine
d’individus ou animaux ayant consommé des dérivés de la canneberge (17, 18, 140, 145, 203)
et I’étude de I’inhibition de 1’adhésion d’UPEC aux cellules eucaryotes selon différentes
modalités de contact avec la canneberge (15, 19, 83, 148, 202). La réglementation actuelle,
portant sur les essais cliniques chez I’homme ou sur I’expérimentation animale, rend difficile
de mise en ceuvre, a des fins de screening, la premiére approche.

C’est donc la deuxiéme voie qui a été choisie, nous amenant a conduire en paralléle aux essais

in vivo une approche in vitro.

Au vu de la littérature disponible a I’initiation de ce travail, nous nous sommes centrés sur
I’adhésion bactérienne (13, 15, 19, 127, 128, 148, 215) et avons montré que celle-ci était
inhibée par une phytothérapie disponible dans le commerce (Urisanol®). Cette inhibition était
dose dépendante et demandait un temps de contact prolongé avec les bactéries, nous amenant
a préciser des conditions robustes d’analyse de 1’effet (10 subcultures, concentration de 1%).
De plus, en accord avec la littérature, cette inhibition était réversible, en faveur d’un
mécanisme indépendant d’une modification du génome, élément important chez une bactérie

dont on connait le taux élevé de mutation.
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L’adhésion bactérienne met en jeu des mecanismes considérés a la fois non spécifiques et
specifiques passant par les pili ou fimbriae et le flagelle. Une fois établi I’effet positif de la
canneberge dans la santé de I’arbre urinaire, de nombreuses publications se sont attachées
d’une part, a étudier la concentration en métabolites dérivés de la canneberge dans les urines
humaines aprés consommation de canneberge sous forme d’extraits ou de jus, et d’autre part a
¢valuer ensuite 1’activité de ces urines sur des souches d’UPEC et a en décrypter le
mecanisme.

L’action mise en avant pour la canneberge était plus particulierement une inhibition de
I’adhésion (11, 12, 127).

Alors qu’une grande majorité de souches d’UPEC posséde des pili de type 1 (90%), des
fimbriae P (40 a 60%), S (30 a 60%) et des adhésines afimbriales (0 a 12,5%), leur role dans
I’adhésion demeure sujet de controverse et la littérature récente avance d’autres mécanismes
d’adhésion des UPEC aux cellules vésicales, 1’adhésion FimH dépendante n’étant que 1’une
des composantes.

L’effet de la canneberge sur 1’adhésion associée aux pili 1 est attribué au fructose, cependant
dix fois moins puissant que le mannose (12); I’utilisation de mannosides chez la souris offre
une protection significative a 1’égard des infections associées au cathéterisme vésical
provoquée par des UPEC, en réduisant la formation de biofilm et de CBI, et en potentialisant
’activité du trimétoprime-sulfométhoxazole (119).

L’effet de la canneberge sur I’adhésion associée aux pili P est attribué a un composé non
dialysable (12), aujourd’hui assimilé aux proanthocyanidines, et qui a fait 1’objet de
nombreuses études (13, 15, 19, 83, 128, 148, 201, 216), A plus que B (186, 217).

Lors d’exposition prolongée, la canneberge agirait en inhibant la synthése des P-
fimbriae(203).

Lavigne et al. (203) ont montré que V.macrocarpon inhibait 1’adhésion de plusieurs souches
d’E.coli quelqu’en soient les capacités d’adhésion (présence ou non de de fimbriae de type 1
ou de pili P), mais que les pili P contribuaient pour 85% de 1’adhésion totale, 1’adhésion
« nette » des pili de type 1 était de 2.5, alors que pour les souches possédant les deux
adhésines I’adhésion était de 17,5. Cependant, selon ces mémes auteurs, les souches
dépourvues de ces deux adhésines adheérent a 1’uroépithélium, via d’autres adhésines,
qualifiées d’accessoires dont la syntgese ou 1’action est également sensible a 1’action des

PAC.
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L’adhésion bactérienne peut s’é¢tudier de maniére analytique en utilisant des modeles sans
rapport avec la physiopathologie mais qui impliquent une voie d’intérét, ou de maniére

intégrative en faisant interagir la bactérie et sa cible naturelle qui est la cellule urothéliale.

5.1.3.1 Approche analytique

Parmi les méthodes d’étude des propriétés adhérentes des UPEC, I’agglutination est tres
souvent utilisée, avec pour objet la verification in vitro de I’existence de fimbriae
fonctionnels.

L’amplification et la vérification de I’expression de FimH des pili 1 fait habituellement appel
a des essais (26, 65, 213) :

- d’agglutination sur levures (Saccharomyces cerevisiae) aprés 24 a 48 heures de culture en
bouillon de Luria a 37°C, et des suspensions de concentration décroissantes, le titre retenu
étant celui pour lequel la suspension la plus diluée donne une aggrégation (70, 117, 209)

- d’hémagglutination sur globules rouges humains ORh-, ou encore sur des hématies de
hamster (67, 210, 214, 218, 219); en présence de D-mannose, I’inhibition de
I’hémagglutination sur hématies de hamster est une caractéristique importante des pili de type
1 (95).

Pour les fimbriae P, des billes de verre portant des récepteurs Gal-Gal ou hématies humaines
A Rh+ (12, 19) ou des hématies de mouton (15) sont utilisées aprés culture préférentielle sur

milieu trypticase soja pour favoriser I’expression des P fimbriae (145).

Les conditions de culture sont importantes a considérer, elles interviennent dans 1’expression

des pili de type 1:

- en pratique les bactéries cultivées sous forme planctonique expriment pas ou aussi peu de
pili de type 1 que des souches mutantes déficientes en géne fim (213) ;

- T’agitation ou non de la culture module également 1’expression des genes, y compris des
pili de type 1 (209); ce parametre va également impacter sur le contact entre cellules;

- Peffet du milieu de culture est aussi avancé, le milieu trypticase-soja serait plus favorables
a I’expression des pili P, le milieu de Luria-Bertani favorisant plutdt I’expression des pili
de type 1 (117).

Les essais d’agglutination que nous avons initialement menés pour présélectionner les

souches d’E.coli n’ont pas été contributifs. En utilisant systématiquement un bouillon TS pour
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toutes les subcultures, les conditions d’expression de FimH ont pu ne pas étre optimales, alors
que D’expression des pili P a pu, en revanche, étre préférentielle. Cependant, les titres
d’hémagglutination observés sont restés bas quelle que soit la souche testée. L’analyse de la
littérature démontre également des titres souvent bas (67) et surtout une inhibition du

phénomene généralement partielle.

On peut ainsi s’interroger sur la pertinence d’approches aussi focalisées pour analyser de
manicre robuste un éventuel effet thérapeutique d’extraits naturels comportant un grand
nombre de molécules. Comme nous le verrons maintenant, c’est I’approche intégrative qui a

permis de mettre en évidence d’autres mécanismes que ceux médies par les pili et fimbriae.

5.1.3.2 Approche intégrative

a)Vérification de la robustesse du modéle et choix de la souche bactérienne

La lignée de cellules humaines de carcinome de vessie T24 est classiqguement utilisée dans les
essais d’adhésion (18, 68, 83, 86, 117, 150-152) ; plus rarement d’autres lignées ont pu étre
utilisées (cellules ovariennes de hamster chinois (12), cellules humaines de carcinome de
vessie HTBY, cellules uréthrales humaines (148); cellules vaginales (15, 19); cellules de la
lignée urothéliale pDO7i viro-immortalisée (220); cellules de carcinome vésical HT1376
(221); cellules humaines de sédiments d’urines fraiches de femmes saines (146), les essais
que nous avons conduits sur cellules urothéliales d’origine murine (NUC1) ont été décevants,
confirmant comme d’autres (153, 155) qu’il existe une sélectivité des souches d’E.coli pour
certaines espéeces.

L’adhésion peut étre évaluée de différentes maniéres, par numération au microscope (153,
154), cytométrie en fluorescence (188, 220), plus rarement, par radiomarquage des bactéries
(uridine ou adénine tritiée), avec une trés bonne sensibilité et des coefficients de variation
intra et inter-essais inférieurs a 10 et 15% respectivement (156, 188). Nous avons choisi cette
derniere méthode peu colteuse, reproductible, dont le principal inconvénient est d’étre une

méthode chaude nécessitant un laboratoire équipé.
Avant de procéder aux tests d’adhésion, et afin de choisir les meilleures conditions d’essai,

nous avons Verifié un certain nombre de parameétres susceptibles d’interférer avec les essais

d’adhésion et leur interprétation.
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» Cytotoxicité des extraits

Dans un premier temps nous avons analyse la cytotoxicité des extraits mis a notre disposition,
ce qui nous a conduits a retenir le composé C102, a une concentration maximale de 1% (P/V).
Certains extraits peuvent agir comme des oxydants et provoquer des dommages directs sur les
cultures cellulaires (222), il était donc important de s’assurer que cela n’était pas le cas avec
le produit retenu.

Pour analyser la viabilité des cellules T24 exposées a différents produits, nous avons utilisé
une méthode colorimétrique utilisant un sel de tétrazolium, dont la transformation
enzymatique par la déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes, conduit a un produit
soluble orange, le formazan, dont la densité optique est proportionnelle au nombre de cellules
viables (190).

C102, correspondant a la spécialité Urisanol® (Naturactive, Pierre Fabre Médicament,
Castres, France) a été caractérisé par le fabricant, il s’agit d’un extrait concentré de
canneberge, composé de 90% de canneberge et de 10% d’hydroxyde de magnésium et de
triphosphate de calcium. Sa teneur en proanthocyanidines a été déterminée par méthode de
Porter (189) et est de 18.65 + 0.35 mg / g de poids sec.

Dans un article maintenant historique, Sobota (11) montrait I’absence d’effet bactéricide du
jus de canneberge. La littérature va principalement dans ce sens (83, 127, 196) méme si
certaines souches semblent voir leur croissance inhibée (83). Nous avons également observé
une variabilité d’activité antibactérienne des extraits de canneberge en fonction des souches,
les souches MG1655 et GGB1561 se révélant plus sensibles que les souchesUTI89 et
CFT073. En complément, Ermel montrait que la canneberge, a I’inverse, ne constitue pas un

nutriment susceptible de favoriser la croissance bactérienne(83).

Nous avons testé les effets reitérés de C102 sur la croissance bactérienne de 4 souches,
estimee par la densité optique de la culture en bouillon immédiatement avant repiquage sur 10
subcultures successives et avons pu nous assurer que C102 n’avait pas d’effet antibactérien
direct significatif sur UTI89. Cependant, la densité optique dépend de la masse des bactéries
(nombre et/ou taille), et il est possible qu’a DO égale le nombre de bactéries soit plus faible
lorsque celles-ci sont plus volumineuses. Nous avons observe, en effet, que 1’exposition
chronique de la souche UTI89 amene a une augmentation de la longueur, de la surface et par

conséquent du volume des bactéries.
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» Cytotoxicité des bacteéries et des surnageants de culture
Dans la littérature portant sur les effets de la canneberge sur 1’adhésion cellulaire, il est rare
que soit vérifiée I’absence d’effet cytotoxique des bactéries sur les cellules épithéliales bien

qu’un grand nombre de toxines ait été rapporté chez E.coli.

La souche CFTO073, dont le génome, entierement décrypté (200) et particulierement riche en
génes codant pour des adhésines fimbriales spécifiques (adhésines P, F1C, fimbriae de type
1), a été souvent utilisée pour étudier les phénoménes d’adhésion. Nous ’avons écartée du fait
de sa cytotoxicité sur les cellules T24. En effet, cette souche est connue pour produire de
nombreuses toxines (8), comme la toxine vacuolisante/vat et la toxine sécrétée auto-
transporteuse/sat. Elle sécréte en particulier 1’alpha-hémolysine (HLyA) sous la gouvernance
du géne hly,HLyA, laquelle est produite par 50% environ des souches d’E.coli uropathogenes
et est associée a des infections urinaires de séverité clinique accrue. Contrairement a la souche
CIP 108106 qui en est pourtant tres proche, CFT073 n’exprime pas le facteur nécrosant
cytotoxique/CNF1 qui dans les mod¢les murins, peut promouvoir 1’apoptose et 1’exfoliation
des cellules urothéliales et favoriser la dissémination et la persistance des UPEC dans le
tractus urinaire.

La souche ABUB83972, peut produire la toxine CNF1 et une alpha-hémolysine mais qui ne
sont pas fonctionnelles chez cette souche non cytotoxique (8).

Les autres souches testées n’étaient pas cytotoxiques de fagon significative, bien que la
production de 1’alpha-hémolysine et de VAT soit connue chez UTI89 et MG1655, UTI89
exprimant de plus CNF1 (8).

Nous avons donc sélectionné la souche UTI89 sur la base de :

- sa faible cytotoxicité sur les cellules urothéliales,

- sur son niveau d’adhésion (21%) compatible avec la recherche d’un effet inhibiteur.

- son origine : cette souche a été isolée dans un contexte d’infection urinaire basse,
correspondant aux indications d’usage du jus de canneberge.

- son utilisation fréquente dans la littérature portant sur les infections urinaires et/ou 1’effet
canneberge

UTI89 contient un plasmide (pUTI89, de 114230 paires de bases, et 4 grands il6ts de
pathogénicite dans son genome (de 5065741 paires de bases), ainsi que 10 opérons pili
putatifs (76), ainsi que des genes codant pour 2 entérotoxines, CNF et hémolysine. La

catégorisation fonctionnelle de son protéome a été faite et la reconstruction métabolique selon
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KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) est disponible (www.genome.jp/kegg-

bin/show_organism?org=eci).

b) Application a [’étude des propriétés d’un extrait commercial de canneberge
» L’exposition préalable

Par les essais préliminaires, nous avons constaté que 1’effet inhibiteur de 1’adhésion par C102

est dépendant du nombre de subcultures d’UTI89 en présence de C102 avant mise en contact

avec les cellules.

Ahuja et al. (127) constataient un effet immédiat de la canneberge sur 1’agglutination alors

que I’inhibition de 1’adhésion nécessitait une exposition plus prolongée, de 2 a 4 subcultures

selon les souches bactériennes.

De leur c6té, lors d’essais conduits sur milieu LB, Ermel et al. (83) ont également constaté

que:

- sans pré-incubation avec les extraits de canneberge préalablement a 1’essai, la réduction
de I’adhésion aux cellules T24 approchait de 75% ; lorsque les bactéries étaient pré-
incubées (pendant 30 minutes) la réduction de I’adhésion dépassait les 90%

- D’inhibition était cinq fois plus importante lorsque les bactéries étaient en phase
exponentielle de croissance, rendant plus facile la mise en évidence de I’effet anti-
adhésion, ce qui serait expliqué par des régulations croisées entre les différents opérons
codant pour des adhésines, confortant le choix de notre technique en phase exponentielle

de croissance (marquage radioactif avec incorporation d’adénine tritiée par des bactéries)

- cet effet s’exergait spécifiquement a I’encontre de bactéries ayant des pili P.

Les auteurs notaient de plus que I’action dite non spécifique, décrite par Pinzon-Arango et al.
(148), et attribuée a un effet portant sur le lipolysaccharide était de moindre ampleur (148,
223).

Un effet d’inhibition de I’adhésion était également observeé, mais avec un impact moindre et
indépendamment de la dose, lorsque les cellules T24 étaient exposées aux extraits
préalablement a 1’essai sans en tirer de conclusions spécifiques. Nous n’avons pas pu

confirmer cet effet.

Cette observation conduit a s'interroger sur le site d’action des principes actifs de la

canneberge et de leurs métabolites. Il peut en effet s’agir a) d’un effet direct des composés
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ingérés ou de leurs métabolites sur le réservoir fécal b) d’un effet direct, sur des bactéries en
voie de colonisation, des composés ou de leurs métabolites sécrétés dans les urines, ¢) d’un
effet portant sur les cellules urothéliale, ou d) d'une combinaison de 1’une ou I’autre de ces

hypotheéses, pour 1’'un ou 1’autre des composés actifs.

La plupart des études portant sur les effets de la canneberge s’intéressaient a de courtes
expositions (15, 132). Les patients sujets aux récidives d’IU étant encouragés a consommer de
la canneberge (extraits, jus) pendant de longues périodes, nous avons choisi de mimer une
exposition « chronique » de la souche d’E.coli pendant 10 subcultures.

Ce facteur a été pris en compte pour la premiére fois par Pinzon-Arango qui s’est intéressé:

- & I’intensité des forces d’adhésion, en microscopie a force atomique, de deux souches
d’UPEC, I’une non fimbriée (HB101), I’autre mutante exprimant les fimbriae P
(HB101pDC1), a des lames de verre recouvertes d’aminosilane, ainsi que 1’adhésion, par
comptage en microscopie a contraste de phase, de la souche exprimant des fimbriae P a des
cellules uroépithéliales (CRL 9520 VA)(148).

- sous I’effet de la canneberge (cocktail commercial de canneberge a 10% ou de PAC
128ug/mL) a des concentrations variables et a laquelle les bactéries étaient exposées pendant
1, 4, 8 et 12 subcultures (mais pas pendant 1’essai proprement dit) versus témoins sans
canneberge, en bouillon TS ; effet inhibiteur croissait a partir de la 4°™ subculture pour les
supports inertes et des la premiere subculture pour les cellules uroépithéliales, en cohérence
avec nos propres observations d’un effet moidre pour 2 subcultures par rapport a 10
subcultures.

L’auteur en conclut qu’il existe bien un effet de la canneberge (jus ou PAC) avec une
réduction de 1’adhésion a) des 2 souches d’E.coli aux supports inertes, par conséquent 1’effet
ne s’exerce pas qu’au travers des fimbriae P, et le role du LPS est avancé b) aux cellules
urothéliales pour la souche exprimant les pili P. Ces phénomeénes sont nombre de subcultures-
dépendants, concentration-dépendants et réversibles, en cohérence avec nos observations.

En outre, I’effet de la canneberge ne s’exercerait pas sur I’expression des fimbriae P, mais
plutét sur des changements de configuration, avec un raccourcissement du polymere qui les
constituent (148). Enfin, les auteurs concluent qu’une exposition continue d’E.coli au jus de
canneberge se traduirait par une incapacité de la bacterie a adhérer aux cellules
uroépithéliales, les bactéries croissant dans un environnement riche en canneberge et/ou

métabolites.
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> Le temps de réaction

Nous devons ici considérer deux niveaux de temps de réaction : un temps court lié au contact
bactéries/cellules et un temps long lié au contact bactéries/produit. Nous montrons que le
contact avec le C102 inhibe de fagon significative 1’adhésion aux cellules T24 dans le cas
d’une exposition préalable de la bactérie.

Ainsi, les essais avec présence du produit lors du contact bactérie/cellules correspondent a un
effet direct et immédiat comme dans le cas des tests d’hémagglutination (30-60 min) (145)
analysant principalement les fimbriae de type P (19), ou d’adhésion aux cellules urothéliales,
les temps variant de 1 h (Mathison suggere que 1 heure de temps de contact d’urines issues de
consommateurs de canneberge en co-incubation avec E.coli et cellules urothéliales est
suffisant (156)) a 3 h (145, 221).

Par opposition, tout essai dont le temps de réaction est long au vu du temps de division de la
bactérie (20 min en phase exponentielle) conduit a des résultats dépendant de plusieurs
phénomenes immédiats ou secondaires, et relevant de mécanismes et de cibles

potentiellement différents.

Dans notre étude, le temps de contact des essais d’adhésion était de 2 heures, en accord avec
la littérature, couplé a une «adaptation » préalable de la bactérie par 10 subcultures
successives en présence de C102. Quelles que soient les conditions d’essai (in vitro et in
Vivo), les modifications significatives en termes d’adhésion et de mobilité n’ont été observées
que dans le cas d’un maintien de la présence de C102 durant la croissance bactérienne. Seules

ces conditions seront discutées par la suite.

> L’effet dose

La dose d’extrait de canneberge est déterminante dans 1’effet anti-adhésion : C102 a 1% est
plus efficace qu‘a 0,1%, ce que d’autres auteurs ont constaté in vitro (15-17, 19, 68, 83, 148).
Gupta détecte une activité anti-adhésion de 1’ordre de 70%, pour des concentrations de 10 a
50 ug de proanthocyanidines/ml de suspension finale, dose-dépendante, tant en
hémagglutination de GR humains que sur les cellules, et ce tant sur souches d’E.coli sensibles
que résistantes aux antibiotiques(15). Plus les doses en proanthocyanidines sont élevées plus
le temps de contact nécessaire pour inhiber 1’adhésion est court (148). De facon intéressante,
Pinzon-Arango signale que la préparation commerciale présentait un avantage sur la PAC

isolée dans I’effet observé, soit que d’autres composés interagissent avec les PAC soit qu’ils
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aient eux-mémes une activité propre, ou encore que les PAC soient dénaturées lors du
processus d’extraction(148).

Alors que la dose est un paramétre important de 1’efficacité anti-adhésion, 1’absence de
méthode standardisée et normeée pour appreécier la teneur en principes actifs des préparations
commerciales explique probablement les disparités d’activité des produits commerciaux et
représente un eccueil important pour juger de I’efficacité en clinique humaine et établir des

recommandations solides.

> Lareversibilité

L’arrét des subcultures d’E.coli UTI89 en présence de C102, suivi de 10 subcultures sans
C102, se traduit par une perte de 1’effet anti-adhésion.

Si Ahuja et al. (127) avancaient que le jus de canneberge inhibait de fagon irréversible
I’expression des pili P, des études plus récentes sont, comme la notre, en faveur de la
réversibilité de cet effet (148).

La réversibilité était déja suggérée par des observations cliniques anciennes rapportant que la
suppression du jus de canneberge dans 1’alimentation de patients en ayant consommé¢ pendant
21 jours se traduisait par des infections urinaires récurrentes dans les 6 semaines suivant
I’arrét chez plus de 60% de ces patients(148).

Enfin, ’effet inhibiteur s’exerce autant sur des souches fimbriées qu’afimbriées, suggérant
d’autres voies d’adhésion que les pili et fimbriae, notamment le lipopolysaccharide de la paroi
est avancé comme piste d’intérét (148).

Ainsi, des souches de E. coli exprimant 1’adhésine PapG et les fimbriae de type 1 sont décrites
comme plus adhérentes aux cellules T24 que les souches qui ne les produisent pas mais
¢galement que celles ne produisant que les fimbriae de type 1 (16). Cependant, 1’observation
la plus importante est certainement que les souches n’exprimant aucune de ces deux adhésines
sont toujours capables d’adhérer aux cellules T24 et que cette capacité d’adhésion est inhibée
par de I'urine contenant des métabolites de la canneberge. Ces résultats corroborent 1’'idée de
I’intervention d’autres fimbriae/adhésines, dans le rdle potentiel de la canneberge en termes
de prévention des UTI (16), voire d’éléments non fimbraux.

En revanche, nous n’avons pas trouvé trace dans la littérature de 1’effet « rebond » que nous

avons observé a ’arrét des suncultures en présence de C102.
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5.2 La complexité des voies intervenant dans I’effet de la canneberge sur I’adhésion

microbienne

A la lumicre de nos résultats, qui montrent un effet puissant de la canneberge sous la
condition d’une exposition prolongée de la bactérie, et de la multiplicité des voies participant
a I’adhésion, nous avons voulu analyser de maniére holistique les mécanismes impliqués en
¢tudiant les modifications de I’expression du génome d’UTI89 exposé de maniére prolongé au
C102 1% (P/V).

En effet, comme tout composé naturel, le C102 comporte un grand nombre de molécules et on
pouvait envisager que soient impliquées plusieurs voies fonctionnelles dans son action. Cette
hypothese a été validée, tant par les résultats du transcriptome bactérien que par la vérification
par microscopie €lectronique et en champ large, de 1’effet sur le flagelle et la mobilité de

I’extrait étudié.

5.2.1 Complexité de la composition et des mécanismes d’action de la canneberge

Selon la littérature, la canneberge a deux types différents de molécules inhibant 1’adhésion :
des molécules de bas poids moléculaire dits dialysables (fructose, acides quinique, citrique et
malique, vitamine C) qui inhibent les fimbriae de type 1, mannose-sensibles et des molécules
de fort poids moléculaire, les proanthocyanidines, en particulier de type A, composes
phénoliques qui inhibent les fimbriae P, mannose-résistants par le biais de récepteurs Gal-Gal
(19). Cependant I’activité anti-adhésion était antérieurement décrite comme portant a la fois
sur les pili 1 et P (12), ce qui correspond bien a nos essais dont les conditions de culture n’ont
pas cherché a privilégier une voie plutdot qu’une autre et dont les extraits atomisés de
canneberge comprennent les composés naturellement présents dans la baie.

Pour Miyazaki et al. (86) d’autres mécanismes d’adhésion que les pili de type 1, P et S ou les
adhésines afimbriales existent. Il s’agit des adhésines auto-transporteuses telles que 1’antigéne
43, les pili conjugatifs ou le contact direct avec I’enveloppe cellulaire, qui pourraient étre
suffisants pour initier les premiers temps de la colonisation. Pinzon-Arango et al. (148)
suggérent de plus que le lipopolysaccharide (LPS) de la paroi des BGN participe a 1’effet

observé, les PAC pouvant se lier aux LPS bactériens.

Récemment encore Hotchkiss et al. (68) ont avancé dans la compréhension de 1’action de la
canneberge en montrant que des oligosaccharides de type arabino-xyloglucane ayant une forte

affinité pour les pili de type 1, étaient capables d’inhiber 1’adhésion d’E.coli UTI89 aux
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cellules de carcinome urothélial humain T24, au méme niveau que le D-mannose pris comme
témoin. De la méme maniére, ces composés inhibaient les fimbriae P chez CFT073,
permettant de conclure a I’activité de 1’arabinoglucane en plus des pro-anthocyanidines, et
confirmant ainsi la diversité des ingrédients bioactifs et potentiellement, celle des cibles des
extraits de canneberge.

Parallelement, Rafsanjany et al. (65) montrent que des extraits de canneberge appauvris en
proanthocyanidines conservent une activité inhibitrice, dose-dépendante, de 1’adhésion aux
cellules T24, alors que d'autre part, 1’adhésion médiée par les fimbriae P n’est pas influencée
par les extraits de canneberge.

D’autres composés, tels que certains polyphénols métabolites des PAC sous 1’action du
microbiote intestinal ont été identifiés comme ayant des propriétés antiadhésives a 1’égard des
souches uropathogenes d’E.coli (187). La myricétine a également été décrite comme ayant ces
mémes propriétés (188).

Les résultats relativement contradictoires de la littérature pourraient étre en partie liés a la
difficulté de réalisation des essais en présence de composés purifiés ou de fractions enrichies.
En effet, le caractére hydrosoluble ou non des composés et les voies d’obtention des fractions
(extraction éthanolique,...) conduisent a la présence de solvants pouvant largement modifier
les résultats de tests tres sensibles.

Dans une étude récente Rafsanjany (65) défend une vision dynamique de 1’effet de la
canneberge ou I’action directe d’inhibition de la protéine FimH par les PAC et d’autres
composes de la canneberge initie un rétrocontréle positif amenant a ’augmentation de
I’expression des génes fimH, papGll, papGlll et focG. Dans cette hypothese, 1’effet final,
bénéfique ou négatif, dépend de 1’état d’équilibre entre ces différents mécanismes.

Ceci pourrait expliquer en partic I’effet rebond que nous avons observé a l’arrét de

I’incubation en présence de C102 et qui nécessite d’étre confirmé et exploré.

5.2.2 Effet post -transcriptionnel des composés du jus de canneberge

L'étude par RT-gPCR du transcriptome de CFTO073 a été utilisée par Snyder et al. (224) pour
quantifier les genes exprimés in vivo, chez la souris, par les bactéries isolées des urines au
décours du processus infectieux.

Bien qu’une action de la canneberge, directement dans la bactérie, sur I’expression des génes

codant pour les adhésines ait pu étre avancée(143), cet effet est a notre connaissance, pour la
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premiére fois abordé ici de maniere exhaustive par analyse Affymetrix, ce qui en montre la
puissance et le caractére multidimensionnel déja reconnu (216).

L’analyse du transcriptome est de plus en plus utilisée pour décrypter les mécanismes de
virulence des bactéries et comparer sans a priori différentes conditions de culture ou de
présentations cliniques (225).

Les profils transcriptionnels et la mutagénese par transposons sont couramment utilisés pour
analyser 1’expression des geénes en genéral et des génes nécessaires a la croissance et a la
survie en particulier.

L’abondance relative d’un transcript particulier est utilisée pour déterminer les genes
surexprimés ou réprimés sous une condition spécifique. Il est également possible de
déterminer la quantité absolue d’un transcript particulier en utilisant des batteries spécialisées
que sont les puces ADN (Affymetrix), technique que nous avons utilisée.

Le sequengage ARN est en plein essor, selon Subashchandrabose (225) il présente I’avantage
de pouvoir analyser, sous différentes conditions, 1’expression génomique tant absolue que
différentielle, de facon globale et non biaisée ; il est de plus en plus utilisé dans les modéles
d’UPEC. La puce que nous avons utilisée combine I’expression de geénes correspondant a
différentes souches de E. coli. Ceci permet notamment de démontrer un impact étendu de la

canneberge.

5.2.2.1 Affymetrix, pili et canneberge.

Les résultats obtenus indiquent que Il'extrait de canneberge affecte l'expression des
génes impliqués dans la synthése, la régulation de certains des pili impliqués dans 1’adhésion.
Rappelons que les 10 subcultures en présence de C102 1% (P/V) répriment de manicre
significative I'expression des genes suivants:

Pour les pili de type 1

fim A sub-unité majeure de fimbrine de typel

fimC Chaperone péri-plasmique nécessaire pour les pili de type 1

fimD Protéine de membrane externe OMP intervenant dans I’export et I’assemblage
des pili 1

fimF Précurseur proteine FimF et morphologie fimbriale

fimG morphologie fimbriale

fimH Sub-unité mineure fimbriale correspondant a 1’adhésine D-mannose sensible

fim1 Protéine fimbriale
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L’opéron fim code pour les 9 genes nécessaires a la synthese, I'assemblage et la regulation
des pili de type 1. (61, 95). Nous observons que la culture en présence de C102 1% (P/V) est
associée a une moindre expession de I’ensemble des génes de structure des pili :

- fim A géne de structure de la piline ;

- fim I codant pour une protéine fimbriale dont la fonction demeure inconnue ;

- fim H dont dépend I’adhésine terminale des pili 1; il ne s’exprimerait pas chez les
bactéries planctoniques; parallelement, Staerk et al. (213) indiquent que l'expression est

limitée lorsque les bactéries (UTI89) proviennent de populations sessiles;

- fimF et fim G codent pour des protéines associées a 1’adhésine Fim H formant la structure

filamenteuse qui ancre le pili et détermine sa longueur,

- deux génes impliqués dans le transport et I’assemblage, fim C et fim D ; Fim C est une
protéine chaperone périplasmique qui lie et plie les sous-unités fimbriales, et participe au
transport des protéines fimbriales jusqu’a la protéine extramembranaire Fim D qui ouvre
un pore par lequel les sous-unités sont exportées et assemblées en filament. Au moment
d'entrer dans le périplasme, les sous-unités dépliées de piline, dont la configuration est de
type immunoglobuline, interagissent instantanément avec la chaperone correspondante qui
est FImC. Ces sous-unités vont étre complétées par le G1 béta-stand "donné™ par FimC,
stabilisant le tout. Les sub-unités qui n'interagissent pas avec FimC sont incapables de se
plier correctement et sont dégradées. La chaperone transmet ensuite la sous-unité a FimD
qui lui permet de franchir la membrane, pour étre alors assemblée en pili mature(2). Il est
donc possible que C102 a 1% (P/V), en réduisant I'expression de Fim C et D, conduise a
une plus grande proportion de sous-unités de piline dégradées, agissant selon un
mécanisme de type pilicide plus que mannosidique. Enfin, ceci serait aussi en cohérence
avec l'apparente disparition des fimbriae observée en microscopie électronique.

Notons que I’expression des génes associés a la régulation et aux inversions de phase (fim B,

E) n’est pas modifiée de fagon significative (différence des logarithmes : respectivement 0,03

et -0,14, non significatif).

Nos résultats sont en accord avec les données de la littérature. En effet, I'effet anti-adhésion

de la canneberge ne passe pas par des modifications du génome lui-méme mais plutdt par une

altération de I’expression des geénes. Dans nos conditions d'essai, I'effet canneberge ne se
limite pas a une adhésion mediée par FimH. Les essais ave mannose, considéré comme
inhibiteur spécifique de FimH, tels que I'hélagglutination sont des essais par contact direct, ne

laissant pas de place aux mécanismes adaptatifs. Les 10 subcultures successives sur C102
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induisent une modification d'expression génomique touchant beaucoup plus largement les pili

de type 1 que ce soit au niveau constitutif ou fonctionnel.

Les pili de type 1 peuvent étre présents et inopérants, car ils sont I'objet de variations de phase
selon un mécanisme ON/OFF. Les bactéries peuvent rapidement moduler, selon
I’environnement, leur choix en adhésines de surface, grace aux variations de phase, a la fois
stratégie d’évasion et réponse adaptative a un changement d’environnement, leur permettant
de choisir 1’adhésine la plus appropriée au tissu cible (226). Différents signaux
environnementaux affectent les changements de phase du géne promoteur fimS, comme par
exemple ’osmolarité et 1’acidification du milieu: les bactéries qui remontent 1’arbre urinaire
trouvent dans la vessie une urine dont le pH est acide et 1’osmolarité modérée. Une protéine
induite par le systéme de tolérance a 1’acidité commencerait alors a mettre 1’opéron fim sur
OFF (95). Le nombre de pili 1 est sous controle de 1’opéron fim qui ne dépend pas seulement
de ce mécanisme de variation de phase, mais est aussi modulé par régulation
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (227), ce que nous observons ici.

Enfin, sur des surfaces inertes, I’adhésion médiée par les pili de type 1 détermine des
modifications dans la composition des protéines membranaires (Omp) (outer membrane
proteins) (228), OmpA, Omp X, Slp et TolC. Cet aspect pourrait étre exploré ultérieurement

afin de d'établir un lien ou non avec les modifications pariétales observées.

Fimbriae P

En revanche, concernant les fimbriae P, aucun des opérons de type pap ou foc ne voit son
expression modifiée de facon significative par la C102 1% (P/V), en désaccord avec la
littérature rapportant un effet de la canneberge sur les fimbriae P (15, 83, 127, 144, 217), plus
précisement sur PapGlI tel que décrit par Lavigne et al. (15) et Ermel et al. (16, 83).
Cependant, I'effet sur les fimbriae P pourrait étre lié non pas a une odification de I'expression
des protéines mais plutdt a une modification configurationnelle, post-transcriptionnelle. Cet
effet est illustré par la modification de la configuration des macromolécules (127, 201), avec
un raccourcissement par compression, et un tassement des pili P dont la longueur passe de
148 a 48 nm, alors gu'antérieurement cette inhibition était décrite comme relevant d'une
competition avec les adhésines des pili 1 et P. Nos résultats sont ainsi en accord avec les
conclusions des travaux de Pinzon-Arango et al. (148), réalisés dans des conditions similaires
(10-12 subcultures en miliue TS) et le sont pas discordants avec nos résultats en MET

(fimbriae non visibles aprés subcultures).
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Si I’implication des pili de type P dans I’action de la canneberge semble bien établie dans la

littérature, les mécanismes restent malgré tout incertains.

Les autres systémes piliés

C102 modifie I'expression des pili de type F1C et de type S

sfa B Protéine régulatrice putative de conversion des fimbriae F1C et S
sfaD Subunité mineure précurseur putative des fimbriae F1C

foc D F1C fimbrial usher

foc F Subunité précurseur des fimbriae F1C

Outre les pili de type 1 et P, d'autres fimbriae jouent un réle important, comme les fimbriae S
et F1C (opérons pap, sfa et foc); certaines adhésines non fimbriales participent aussi a
I'adhésion. Par ailleurs, Lavigne et al. (16) constatent que I’activité anti-adhésion est présente
aussi pour des souches ne présentant ni pili 1 ni fimbriae P, suggérant soit d’autres adhésines
soit d’autres mécanismes. Lors de nos essais, nous notons des réductions singificatives
d’expression de génes impliqués dans la synthése et/ou la régulation des fimbriae F1C.
Miyazaki et al. (86) montrent parmi des UPEC issues d’urines de cystites, toutes adhérentes
aux cellules T24, que la moiti¢ d’entre elles ne présente pas d’adhésines identifiées, et que
parmi celles-ci un tiers est pourtant invasive. Ils concluent que les pili de type 1, les fimbriae
P et S, et ’adhésine afimbriale I ne sont pas essentiels a 1’adhésion et a 1’invasion et ils font
I'nypothése que I’adhésion n’est peut-étre pas indispensable pour les bactéries a temps de

doublement court (86).

Les genes codés au sein des clusters de genes correspondant aux fimbriae P (papB), S (sfaB)
et F1C (focB) expriment des produits qui répriment la transcription et donc I’expression des
pili de type 1 chez CFT073 (88). Lorsque la souche CFT073 n’exprime ni pili de type 1 ni
fimbriae P, les auteurs notent une expression des fimbriae F1C. Ainsi, des protéines
régulatrices d’autres systémes pili€és peuvent aussi réguler I’opéron fim par communication
croiseée : PapB affecte les variations de phase de 1’opéron pap et inhibe le passage de la phase
OFF vers la phase ON de fim S.

Rafsanjani (65) constate par RTg-PCR que selon les souches (E. coli 2980, NU14) et les
conditions de culture, en présence ou en l'absence de cellules urothéliales (T24), les PAC
peuvent augmenter ou diminuer I’expression de génes clés comme papGll, papGlll, focG et

fimH. Il conclut que lorsque les essais sont faits avec des souches d’UPEC possédant des
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adhesines multifonctionnelles, le blocage d’une adhésine est compensé par d’autres adhésines,
la bactérie adhérant quelle qu’en soit I’effecteur. De maniére surprenante, 1’addition d’extraits
de canneberge, complets ou appauvris en PAC, entraine une augmentation de I’expression de
fimH que ’auteur attribue a une sorte de rétrocontrdle positif de 1’effet d’inhibition directe des
extraits sur la protéine.

L’expression des pili de type 1 modifie d’autres CUPs, conduisant a une diminution de
I’expression de pap et de la motilité (87, 88). Ainsi, les souches d’UPEC ont un systéme
complexe d’expression des CUP pili et des flagelles. La littérature indique un rétro-contréle
entre l'expression des fimbriae et des flagelles, considérés comme impliqués dans des
fonctions opposées (adhésion/mobilité). Simms &Mobley (229) indiquent ainsi que la
surexpression de focX (régulation des fimbriae F1C) par CFTO73 est associée a une
répression de la mobilité et de la production de flagelline. Cependant les travaux de
Greene(67) sur I'action du pilicide ec240 sur UTI89 indiquent des effets comparables sur les
deux fonctions en paralléle. Ces aspects concernent le rétrocontrole entre expression/fonction
des adhésines et du flagelle et seront développés dans le chapitre suivant.

Alors qu'antérieurement I'effet inhibiteur de la canneberge était décrit comme reposant sur
une compeétition avec les adhésines des pili 1 et P (12), les mécanismes aujourd’hui paraissent

plus subtils.

Pour conclure, la contribution de chaque pili a la virulence des souches UPEC n’étant pas
totalement établie (8), nous devons considérer que 1’adhésion est permise par des éléments
bactériens tres divers, que sont non seulement les adhésines mais aussi d’autres structures de
surfaces comme les flagelles, ainsi que le LPS (224), et que la part relative de chacun de ces

éléments varie dans le temps au cours du processus infectieux (50)

5.2.2.2 Affymetrix, chémotaxie, flagelle et canneberge.

Les gradients chimiques sont « percus » par la bactérie grace a de multiples récepteurs
transmembranaires (MCPs, methyl-accepting chemotaxis proteins, dont I'expression est
diminuée par C102). Ces récepteurs se lient aux produits « attractifs » ou « répulsifs », soit
directement, soit en faisant intervenir d’autres protéines périplasmiques ; les signaux sont
transmis aux protéines Che qui altérent la fréquence des alternations des mouvements du
flagelle. Les protéines CheW et CheA se lient au récepteur, I’activation du récepteur est sous

la dépendance des régulateurs CheB et CheY. CheY induit le mouvement en interagissant
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avec FliM (flagellar switch protein), le flagelle passe d’un sens rotatoire anti-horaire a horaire
et se déplace alors de facon linéaire. CheB, par une systtmme de méthylation, régule la
«mémoire » que la bactérie a des concentrations chimiques immédiatement antérieures.
D’autres protéines Che interviennent encore dans le réseau de transduction des signaux :
CheR (méthyltransférases et déméthylases), CheZ qui a un effet sur la concentration en
CheY(89).

Nous avons montré que C102 1% (P/V) affecte profondément l'expression du systeéme

flagellaire ainsi que la chaine de chémotactisme qui lui est intimement liée:

Chémotaxie

cheA Sensory transducer kinase between chemo-signals receptors and ChB et CheY
cheB Régulateur de réponse

cheR Glutamate méthyltransférase

chew Régulateur positif de I’activité de la protéine CheA

cheY Régulateur de la transmission des signaux des chémorécepteurs vers le moteur
flagellaire
chez Protéine antagoniste de la chémotaxie

Ecs2591 Phosphatase de la protéine CheY

tar Protéine méthy- acceptante, récepteur senseur aspartate
tap Protéine méthy- acceptante, récepteur senseur peptidique
tsr Protéine méthy- acceptante

Il existe donc un lien intime entre flagelles et chémotactisme (230), la chaine de transduction
du signal agirait comme un mécanisme de mémoire a court terme, permettant des
comparaisons séquentielles de la concentration de la substance attirante ou repoussante. Les
flagelles ont deux types de mouvements :

- antihoraire, grace auquel la bactérie « nage » de fagon linéaire
- horaire, au travers duquel la bactérie « tourne en rond »,

- la mobilité globale de la bactérie résultant de 1’alternance de ces 2 mouvements, les
mouvements horaires permettant une réorientation du déplacement (89).
Les genes qui expriment les différentes composantes du flagelle sont organisés selon un ordre

hiérarchique précis (89):
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- les genes de classe 1 comprennent le « master » opéron flhDC dont 1’expression est
requise pour la transcription des opérons de classe 2 et 3.

- laclasse 2 comprend 8 opérons qui déterminent les composants de la piéce basale

- la classe 3 comprend 6 opérons intervenant dans 1’assemblage du filament et le
fonctionnement du rotor.

En milieu riche (glucose par ex), chémotaxie et motilité apparaissent comme un luxe dont la

bactérie peut se dispenser.

Tableau 19. Opérons codant pour les protéines impliquées dans le chémotactisme.

Classe 1 Classe 2 Classe 3

flnDC flgAMN fliC
flygBCDEFGHIJKL motAB cheAW
fInBAE tar tap cheRBYZ
fiAZY aer
fliDST trg
fliE tsr
fiIFGHIJK
fliLMNOPQR

Selon H. Berg (89).

Nous constatons que C102 agit sur des opérons de classe 2 pour ce qui concerne le flagelle et
de classe 3 pour certains des éléments du chémotactisme (en gras dans le tableau 19), les

deux étant indissociables du point de vue fonctionnel.

Le tableau 20 répertorie les protéines impliquées dans la constitution du flagelle, ainsi que
dans sa fonctionnalité et l'opéron concerné(g9, 90, 231)). La derniére colonne précise la
variation significative observée chez UTI89 apreés 10 subcultures en présence de C102 1%
P/V.
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Tableau 20 Protéines impliquées dans 1’assemblage du flagelle et la fonction du moteu et dont

I'expression est modifiée par le contact avec C102 1% P/V durant 10 subcultures.

Protéine Fonction ou composant du moteur Classe Diminutions Log2 significatives
produite par opéron induites par C102 1% P/V

le gene (Affymetrix Agilent)
FIgA Assemblage de P-ring 2 -1
FlgB Chapeau proximal 2 -1,43
FlgC Chapeau proximal 2 -1,35
FlgD Assemblage du crochet 2 -1,56
FIgE Crochet 2 -1,69
FlgF Chapeau proximal 2 -1,51
FlgG Chapeau distal 2 -2,68
FIgH L-ring 2 -1,19
Flgl P-ring 2 -0,68
FlgJ Muramidase 2 -1,23
FlgK Jonction crochet filament, c6té crochet 3a -2,10
FlgL Jonction crochet filament, c6té filament 3a -1,94
FlgMm Facteur anti-sigma 3a ND
FIgN FlgK, L chaperone 3a ND
FIhA Protein export 2 -0,56
FIhB Contréle de la longueur du crochet 2 -1,63
FIhC Master regulateur opéron classe 2 1 ND
FIhD Master regulateur opéron classe 2 1 +0,72
FIhE ? 2 ND
FliA facteur sigma opéron classe 3 3b ND
Flic filament (flagelline) 3a -4,57
FIiD chapeau filament 2 -2,05
FIiE jonction tige MS-anneau 2 ND
FliF MS-anneau 2 -1,00
FliG Composant du moteur, portant MotA 2 ND
FliH Protéine export 2 0,71
Flil Protéine export ATPase 2 -0,77
FliJ Chaperone chapeau, crochet filament 2 ND
FIiK Contréle de la longueur du crochet 2 ND
FliL ? 2 -0,98
FliM switch composant, porte CheY-P 2 -2,14
FIiN rotation et switch 2 -1,25
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FliO protéine export 2 -0,67
FliP protéine export 2 -1,09
FliQ protéine export 2 -0,96
FliR protéine export 2 ND
FliS FIiC chaperone 3a -1,20
FIiT FIiD chaperone 3a -1,44
MotA Marche du moteur 3b ND
MotB Marche du moteur 3b ND

Adapté de Berg, Chevance, &Fitzgerald (89, 90, 231). ND: non déterminé.

Plus de 50 genes participent a la synthése du flagelle, déterminant un processus précis ou de
nombreuses protéines doivent s’associer, certaines ayant des propriétés d’auto-assemblage,
dans une chronologie précise d’exportation des sous-unités. 14 protéines sont nécessaires a
I’assemblage de la portion externe du flagelle :

- tige proximale : FliE, FIgBCF ;

- tige distale : FlgG ;

- chapeau de latige : Figl ;

- crochet : FIgE ;

- contr6le de la longueur du crochet : FIiK ;

- protéines de jonction crochet-filament : FIgKL ;

- filament : FliC ou FIjB ;

- chapeau du filament : FIiD et protéine régulatrice : FIgM.
La sécrétion du flagelle requiert au moins 11 composantes : les protéines de membrane
FIhAB, FIIFOPQR, et des protéines solubles FlilH et la chaperone de la sécrétion flagellaire
FliJ.

Méme si dans les modeles murins, flagelles, motilité et chémotaxie ne sont pas indispensables
a la colonisation vésicale et rénale (50), les flagelles sont considérés comme intervenant, et
indispensables, dans la progression ascendante des souches d’UPEC vers la vessie, (49, 51),
ainsi qu'a des étapes spécifiques de l'infection et a des sites spécifiques pour une colonisation
plus efficace de la vessie. Les flagelles sont exprimés sur de brefs laps de temps et
interviennent dans les étapes précoces de la colonisation (50). lls sont impliqués dans
I'interaction entre la bactérie et la cellule uroepithéliale, a la fois dans le contact de surface et

dans l'invasion. Les UPEC flagellées sont responsables de 70 a 90% de toutes les 1U (62),
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mais pendant le processus infectieux les genes flagellaires pourraient étre rapidement
réprimés (224), permettant d'éviter le déclenchement de la production d'interleukine-8 et de
I'inflammation par activation des récepteurs TLR-5 par le flagelle (50).

Parallelement, le flagelle n’a pas que sa fonction premicére de mobilité : les flagelles de
certaines espéces bactériennes, et pour E. coli de certaines souches, peuvent adhérer
directement aux cellules hotes ou & des surfaces abiotiques (232), favoriser 1’invasion et
intervenir dans la formation de biofilm (233).

Le facteur transcrit FIhDC est le master-régulateur de 1’ensemble, en activant la transcription
d’un ensemble de geénes, dont des genes flagellaires et le géne codant pour le facteur sigma,
particulierement bien décrits par Fitzgeral et al. (231).

Pour I’heure peu de publications concernent I’effet d’extraits de canneberge sur I'expression

génomique du flagelle.

Hidalgo et al. (196) ont constaté qu’une croissance de CFT073 en présence d’extraits de
canneberge ou de proanthocyanidines se traduit par une réduction de I’expression de fliC,
gene responsable de la synthése de la flagelline dont 1’expression était alors 2,4 fois moindre
que chez le témoin non exposé a la canneberge, ce que nous confirmons avec une diminution
majeure, la plus significative, de la protéine FIiC, lorsque la bactérie a été exposée a C102
1% P/V pendant 10 subcultures. L’auteur précise que la croissance en présence de canneberge
ou PAC n’est pas indispensable pour que 1’effet se produise : le contact « aigu » est suffisant.
Lors de nos essais, de nombreuses autres protéines sont sous-exprimées aprés 10 subcultures
en présence de C102. Cependant, nos observations lorsque la bactérie est déposée sur une

gélose molle contenant du C102 1% P/V confirment la possibilité d'un effet direct.

Johnson (216) retrouve une sous-expression des protéines correspondant a la piéce basale et
au rotor. Selon Chen (145), la canneberge peut modifier I’expression des génes gouvernant la
piéce basale du flagelle ainsi que les protéines du moteur.

Les modifications dans 1’expression des genes gouvernant d’autres grandes fonctions a été
peu étudiée. L’exposition in vitro a la canneberge conduit a une forte répression des génes
impliqués dans la biosynthese de la flagelline (fliO, flgB, flhB et fliM), I’assemblage des
sous-unités de flagelline (fliC, fliE, fliA et fliG) conduisant a la construction de la partie
externe du flagelle. En ce qui concerne le chémotactisme, la répression des génes impliqués

dans I’expression de certaines protéines, ainsi que de récepteurs membranaires a été observée,

157



alors que I’expression de certaines adhésines est également atteinte. Nos résultats sont a

comparer a ceux de Grenne (67) lors de I’utilisation du pilicide ec240 sur la souche UTIS9.

Le génome d’UTI89 comprend 10 opérons CUP pilus, dont les type 1, P et S(43). Nous avons
observé ne réduction dans I’expression des pili, incluant les types 1 et F1C, alors que Greene
observait une réduction de I’expression des pili 1 mais une expression accrue des pili P, en
lien avec la capacité qu’a le pilicide ec240 d’induire une variation de phase orientée OFF du
promoteur de fimS. Il a également observé une altération portant sur 1’expression et la
régulation flagellaire. Il y a ainsi une régulation intriquée controlant I’expression du flagelle,
dans laquelle le master régulateur FIhDC déclenche la transcription des geénes de classe 2 en
composants de structure et des geénes régulateurs FliA et FliM qui controlent les génes de
classe 3 déterminant également des composants de structure (234). Greene(67) a montré que
dans des conditions ou UTI89 exprime des pili de type 1, une interruption de I’expression de
fim stimule la motilité, indiquant ici encore que les pili de type 1 et les flagelles sont régulés
en sens inverse, mais que cette régulation croisée ¢était découplée par le pilicide ec240, qui
diminue I’expression des genes de classe 2 de structure, aussi bien de fim que du flagelle
(flgBCDEF, fliF) et de classe 3 (fliC). Apres exposition in vitro a la canneberge, les génes de
classe 2 et 3 sont également réprimés, en particulier fliC (-4,57). La répression de I’expression
de fliC par la canneberge avait déja été décrite par Hidalgo chez CFT073 (196), sur un mode
dose-dépendant (concentration nécessaire également de 1%), 1’expression de la mobilité
nécessitant une incubation pendant 12h, avec une traduction en swarming comparable a nos
résultats.

Des alcaloides végétaux (pipérine, réserpine) peuvent aussi inhiber I’expression de fliC, ainsi
que les geénes associés a la mobilité, motA et motB, ce qui s’accompagne d’une diminution du
swimming et du swarming. Inversement, dans ce modele, I’expression des génes fimA et papA
gouvernant des adhésines est augmentee (235).

Nous démontrons que la canneberge agit, non seulement sur f/iC, mais ¢également sur
I’expression de protéines intervenant dans I’assemblage du flagelle, de ’anneau et du rotor.
L’un des génes dont I’expression est la plus affectée dans nos résultats est fliL : la protéine
correspondante FliL est une protéine transmembranaire associée a la piéce basale du flagelle
qui permettrait a la bactérie de « percevoir » les contraintes de torsion du flagelle (92), sans
laguelle des fractures du flagelle se produiraient, comme cela a été observeé chez Proteus

mirabilis (236) et Salmonella enterica (237).
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Il existe des interactions entre deux phenomenes a priori opposés, 1’adhésion et la motilité.
L’expression des flagelles pourrait, de maniére coordonnee, éteindre 1’expression des pili 1, et
inversement la synthése des fimbriae P régule la synthése du flagelle pour réprimer la
mobilité, via PapX (82) en agissant sur flnDC. Pour certains auteurs, la bactérie maintient un
équilibre entre I’expression des fimbriae et des flagelles, considérés antagonistes. Chez la
souche E.coli CFT073 (82, 229) le role de PapX a été démontré dans la régulation de la
motilité en se liant au promoteur de flhD, qui détermine la répression de FIhD2C2,
intervenant majeur dans la régulation de la transcription du flagelle. Quand les fimbriae P sont
exprimés, PapX est synthétisé et se lie au promoteur fInDC, le master régulateur de la
synthese du flagelle, de la chémotaxie et de la motilité. Quand la transcription de fldDC est
réprimée, les génes de classe 2 et 3 sont en retour sous-exprimés, et la synthese du flagelle est
réprimée. Quand les variations de phase déterminent 1’absence de transcription de I’opéron
pap, PapX n’est pas transcrit et flhnD2C2 conduit a une expression normale des genes,
déterminant une motilité importante, 1’expression de PapX détermine le contrdle réciproque
entre adhésion et mobilité.

PapX est le produit du géne transcrit grace a I’alléle papG de 1’opéron pap associé a pheV. La
fréquence des variations de phase des deux opérons pap différe selon les conditions
environnementales (238) et pendant le développement en urines humaines, le premier opéron
pap (associé a PapX chez CT073) est exprimé a un taux plus élevé que le second, alors que
une répression de 1’expression du flagelle est observée (239).

S’agissant des fimbriae P, codés par 2 opérons, seul papl, contenant papX, interviendrait, la
protéine transcrite, PapX, se lie directement au gene promoteur flhDC, au niveau de la région
flnD, inhibant ainsi la transcription du gene régulateur de la synthese du flagelle, de la
motilité et du chimiotactisme (225).

Dans le cadre de nos travaux, nous observons une diminution concomitante portant sur
I’expression des geénes impliqués dans les flagelles, le chémotactisme et les fimbriae apres
exposition in vitro a la canneberge, alors que n’a pas été observée de variation significative de
I’expression de PapX. Aussi, les extraits de canneberge pourraient agir sur la liaison entre
PapX et le géne promoteur de I’opéron du master régulateur du flagelle flInD2C2. Il y a une
régulation croisée entre les opérons CUP coordonnant I’expression des CUP pili et flagelles.
Les UPEC ont des réseaux complexes de coordination de 1’expression des CUP pili et

flagelles.
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De plus, I’expression constitutive des pili 1 affecte la mobilité et les niveaux de flagelline, a
I’inverse, la surexpression des protéines flagellaires ou un phénotype hypermobile n’altere pas
I’expression des pili. Ainsi les pili 1 exercent un effet négatif sur la mobilité flagellaire (225).

La surexpression de focX (régulation des fimbriae F1C) chez CFT073 réprimerait la motilité
et la production de flagelline. La majorité des geénes régulés par I’expression de papX sont
associés avec le chémotactisme et la motilité flagellaire, les deux s’avérent altérés dans notre

travail.

Nos résultats montrent ainsi une action profonde de C102 sur le flagelle. Les interactions
entre expression des effecteurs impliqués dans la structure et la fonction du flagelle et ceux
impliqués dans le chémotactisme conduisent & rester prudents quant a la cible ou aux cibles
cellulaires, surtout si I’on considére également la complexité de la composition des produits
concernés (jus ou extrait de canneberge).

A ce stade, notre objectif a donc été de vérifier I’impact « flagelles » en étudiant la structure
et la mobilité d’E.coli UTI189.

5.2.3 Visualisation des effets

5.2.3.1 Effets de la canneberge en microscopie électronique

Les extraits de canneberge affectent les structures de surface (127, 148, 156, 196, 201, 216).

En microscopie électronique (MET) nous avons constaté que les bactéries inhibées n’avaient
aucun pili, plus de flagelles et étaient plus allongées et trés denses. Nous avons eu des
difficultés a avoir suffisamment de bactéries visibles, et observé parfois des flagelles cassés
ou tronqués, alors que nous avions adapté les conditions de préparation des échantillons,

notamment par centrifugation douce (2000 t/mn pendant 5 mn) (15mn a 190g, (201)).

Johnson et al. (216) ont montré que la morphologie d’E.coli et la structure de surface sont
modifiées aprés incubation dans du jus ou en présence d’extraits de canneberge, sans que la
coloration de Gram ne soit altérée. Les bactéries sont plus longues, certaines en cours de
division, la septation semblant plus difficile, ce qui expliquerait que la cellule grossisse (92);
il n’est pas exclu que la canneberge ait €¢galement un impact sur la septation.

L’élongation rendrait les E.coli incapables d’adhérer a la paroi vésicale (203).
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Les structures de surface telles que les fimbriae et les lipopolysaccharides sont modifiées par
la canneberge (78), avec une diminution de la taille et de la densité des Fimbriae P (127, 139,
201). La description des effets de la canneberge sur la morphologie des bactéries fait 1’objet
de variations dans la littérature :

1. En cultivant E.coli sur des geéloses riches en canneberge, Ahuja (127) constate
I’absence de fimbriae en MET.

2. Ultérieurement, Liu (201) constatera que plus les concentrations de canneberge sont
élevées plus les fimbriae apparaissent tassees pres de la paroi cellulaire, la région
correspondante devenant plus dense. La canneberge affecte directement les fimbriae
de souches fimbriées et ne modifie pas la surface de souches afimbriées. Cet effet est
immédiat, les hypotheses avancées par les auteurs sont non pas une disparition des
fimbriae, mais une altération de la configuration des P fimbriae (raccourcissement de
148 a 48nm) et un blocage de 1’adhésivit¢é des P fimbriae (diminution de
I’hydrophobicité des fimbriae, la surface se liant a des composés hydrophiles.
L’¢limination des P fimbriae de la cellule, les modifications génotypiques ou
phénotypiques des souches fimbriées empéchant I’expression des fimbriae, ne sont
cependant pas retenues par les auteurs pour expliquer le phénomene. Enfin,
I’exposition a la canneberge pendant un laps de temps court <3h, en dehors de toute
croissance bactérienne, produit des changements importants et réversibles des
propriétés de surface (201).

3. Wojnicz (146) retrouve des bactéries ayant une morphologie et des filaments
normaux, mais avec des modifications de leur hydrophobicité. Ceci pourrait expliquer
en partie la réduction de 1’adhésivit¢ en présence de canneberge, les bactéries
devenant plus hydrophiles pour des doses plus élevées, ce comportement étant
toutefois souche-dépendant. Par ailleurs, des modifications de forme (bacille vers
sphéres coccoides ou a I’inverse des formes quasi filamenteuses) et des lésions
morphologiques avec perte de 1’intégrité de la paroi, de la membrane et du cytoplasme
ont aussi été observées.

4. Hidalgo et al. (196) observent en microscopie électronique de nombreux flagelles chez
les bactéries cultivées dans le bouillon témoin, alors qu’en présence de canneberge, les
flagelles sont rares, voire absents, ce qui concorde avec nos observations.

5. Les observations de Johnson et al. (216) vont dans le méme sens puisqu’en
microscopie électronique les changements liés a la canneberge impactent le flagelle,

avec une réduction de I’expression des protéines liées a la piece basale et des protéines
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du moteur, tout en notant que pour des expositions prolongées, I’effet anti-adhésion lié

aux fimbriae P devient moins pertinent du fait de la raréfaction des fimbriae P.

En outre, il se produirait un changement des propriétés a la surface des bactéries se traduisant
par des modifications de la distribution des potenteils électriques(143). La canneberge
affecterait aussi les systéemes de signalisation de bactérie a bactérie chez certains Vibrio (240).
Comme vu précédemment, du fait des oscillations ON/OFF, il est possible que 2 sous-types
de populations bactériennes, fimbriées et non fimbriées soient présentes au moment ou elles

sont fixées pour étre ensuite colorées pour les observations en MET.

5.2.3.2 Effets de la canneberge sur la mobilité en gélose molle

La mobilité qui a le plus diminué a T48h sous C102 est le swarming, flagelle-dépendante.
Ceci est particuliérement intéressant car c’est probablement ce type de mobilité qui rend
compte de la physiopathologie de I’infection (92) : en effet, dans un organe tel que la vessie,
les bactéries ne se meuvent pas sous forme planctonique dans I’urine (elles auraient a faire
face au flot d’urine), mais probablement par swarming. Elles se déplacent en progressant par
rafts a la surface de ’urothélium, comme elles le feraient aussi sur une sonde vésicale, au sein
d’un biofilm (241). Ceci souléve d’ailleurs la question de I’intérét, pour 1I’heure controversé,
de la canneberge dans la prévention des infections urinaires associées aux sondes intra-
vesicales (215, 241, 242). Enfin, le swarming jouerait également un réle dans la protection

des bactéries a 1’égard de la phagocytose par le systéme histiomacrophagique de 1’hote.

Woijnicz et al. (146) ont retrouvé une diminution de la mobilité matérialisée par les diametres
moyens observés sur des géloses swimming.

Les flagelles étant essentiels pour les deux types de motilité, swimming et swarming, Hidalgo
a constaté que le swimming était bloqué a forte concentration de canneberge et atténué a de
plus faibles concentrations. L’inhibition du swarming sur milieu LB était plus prononcée
apparaissant a des concentrations inférieures de canneberge, ce qu’elle explique par le fait que
un seul flagelle peut encore permettre le swimming mais que plusieurs sont nécessaires pour

le swarming, ce qui est en accord avec ce gque nous avons observe.

Cependant, Nicolosi (221) n’a pas observé de réduction de motilité swarming chez E.coli sous

I’effet de la canneberge, alors qu’elle est observée chez P. mirabilis et chez P.aeruginosa
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(243-245), y compris sur des substrats en silicone(246). Le gene flhD serait surexprimé

pendant les phases de swarming, son expression étant réduite en présence de PAC.

Dans nos conditions d’essai, la motilité est réduite lorsque le composé C102 est présent dans
la gélose molle. Lors des essais sur gélose sans C102, aucune réduction significative du
diamétre de la colonie n’a été observée malgré les 10 subcultures préalables. Ceci pourrait
indiquer une réversibilité trés rapide de 1’effet canneberge au cours des doublements de
géneration. Cette réduction du diametre est également observée en absence de subcultures sur
C102, par simple addition de C102 a la gélose molle, ce qui pourrait indiquer soit un effet
direct, immédiat, soit une adaptation durant la croissance bactérienne, sur les nouvelles
générations qui deviennent donc non ou peu motiles. La nécessité d’un tel contact persistant
avec C102 pourrait étre explorée dans le domaine de la prévention des 1U sur matériel endo-
vesical, par exemple, en I’enduisant de canneberge.

Dusane a décrit d’autres produits, tels certains alcaloides, comme la pipérine contenue dans le
poivre noir ou encore la réserpine comme ayant un impact sur la mobilité (235), se traduisant
par une réduction du swarming et du swimming, la gRT-PCR traduisant une moindre

expression des génes fliC, motA et motB.

5.2.3.3 Effets de la canneberge sur la mobilité en microscopie a champ large
Les essais en champ large réalisés directement sur la 10°™ subculture en présence ou non de
C102 constituent la démonstration physiologique majeure des modifications observées
antérieurement.

En microscopie champ large, nous observons sur les séquences dynamiques que la mobilité
des bactéries cultivées en présence de C102 1%P/V se traduit par un ralentissement trés

important de la vitesse linéaire, les bactéries ne conservant plus qu’un mouvement brownien.

Les films réalisés nous permettent de conclure sur la perte significative de motilité orientée
(ou du moins rectiligne) en présence de C102, motilité liée aux flagelles. Seuls les
mouvements browniens persistent (considérés < 5um). Les parametres impactés sont alors la
distance de déplacement linéaire, la rectitude, et dans une moindre mesure, la vitesse. Ces
résultats sont corroborés par nos observations en MET avec perte visible de flagelles.

Les mécanismes mis en jeu lors d’un traitement par la canneberge sont encore difficiles a
expliquer dans leur ensemble. Cependant, ils pourraient étre en liaison avec des modifications

drastiques des caractéristiques de surface de E. coli: hydrophobicité/hydrophilie de la
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structure pariétale et donc de sa composition, voire de I’externalisation de flagelles et fimbriae
efficients. Liu et al. (201) ont ainsi suggéré que le jus de canneberge pouvait affecter les
polymeéres de surface de la bactérie et donc I’adhésion (observations en MFA) et plus
récemment qu’il était capable de rompre la liaison ligand-UC receptor (approche
thermodynamique) (128). Ces observations sont également en lien avec les changements de
morphologie notés chez E. coli aprés croissance en présence de jus ou d’extrait de
canneberge. Les auteurs notent dans le méme temps une répression de la transcription des
protéines du corps basal et du rotor du flagelle, ainsi qu’une réduction des fimbriae P par
simple observation (216). Ce point n’a pas été observé durant nos expérimentations ou du
moins est non confirmé par I'approche Affymetrix.

Nos observations indiquent clairement une réduction globale de 1’expression des composants
du flagelle ainsi que de certains fimbriae chez E. coli UTI89 apres 10 subcultures sur extrait
de V. macrocarpon et constituent la premic¢re démonstration de la modification des facteurs de
motilit¢ comme la vitesse ou la distance linéaire, confirmant ainsi qu’il s’agit d’une cible

majeure ou plutdt d’une résultante majeure de I’impact de la canneberge.
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6 Conclusion et perspectives

Les infections urinaires sont tres fréquentes, leur récurrence pose un veritable probleme de
santé. De nombreuses approches préventives ont été explorées, y compris d’administration de
faibles doses d’antibiotiques au long cours. Le développement inéluctable de résistances aux
antibiotiques rend toute autre approche préventive intéressante. La canneberge en fait partie,
elle a fait I’objet de nombreuses études ces 30 dernieres années, des études cliniques, avec des
méthodologies et des populations cibles diverses, et microbiologiques faisant appel a
différents modeles et explorant les voies des différents facteurs de virulence des UPEC.

Il y a un faisceau d’arguments, tant cliniques que biologiques en faveur de son activité.
Cependant, les extraits de canneberge sont des composés complexes, dont les principes actifs
et les mécanismes d’action demeurent insuffisamment compris. Parmi les composes, les
proanthocyanidines sont réputées supporter 1’action de la canneberge, mais probablement
d’autres molécules interviennent. L’action a été¢ longtemps décrite comme s’exercant au
travers de I’adhésion dépendant des fimbriae, tout particulierement les pili de type 1 et les
fimbriae P.

Les extraits de V.macrocarpon sont capables de réduire I’expression de différents facteurs de
virulence, nous montrons ici pour la premiere fois de maniére globale, la diversité et
I’intensité de 1’action de la canneberge sur I’ensemble du systeme flagellaire et de la fonction
associée qu’est la chémotaxie. L’activité de V. macrocarpon sur I’expression des flagelles est
a mettre en perspective avec la physio-pathologie des infections urinaires ascendantes et le
role que pourrait jouer le réservoir intestinal dans les infections urinaires récurrentes, pour

I’heure plutot attribuées a la persistance de colonies bactériennes dans les cellules vésicales.

Conformément a notre objectif initial, nous avons pu définir un modéle in vitro, classique et
robuste, d’évaluation de I’activité anti-adhésion de la canneberge a savoir la modification de
capacité d’adhésion aux cellules T24 apres une exposition longue (10 subcultures) au produit
soumis a essai, que nNous avons ensuite pu transposer a I’évaluation de fractions issues du jus
de canneberge. Nous avons pu ainsi démontrer des niveaux différents d’efficacité, sans
toutefois pouvoir relier les observations a la présence de certains composes. Cependant, ces
résultats en démontrent I’intérét potenticl dans la recherche et sélection de candidats

médicaments, présentant une composition précise, ainsi que dans une approche fondamentale
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cherchant a définir le ou les mécanismes cellulaires réellement impliqués dans I’effet
« canneberge ».

L’approche holistique que permet Affymetrix a conduit a identifier de fagon globale, un
nombre important de génes sur 1’expression desquels la canneberge a un impact ; ces essais
nous permettent de proposer une autre approche, faisant appel a la RT-qPCR, en ciblant
les genes les plus impactés au niveau flagelle et chémotaxie (par exemple, fliC, fliM, flgG,
cheY et cheW), mais également fimbriae (fim A, fim C, fimG, fiml pour les pili de type 1 et
staB et focF pour les pili F1C). Cette nouvelle approche permettrait de mieux cerner le role et
surtout les cibles de fractions enrichies en certains composés ou molécules et/ou de molécules
isolées, ainsi que les conditions d’essai permettant la mise en évidence de des effets (contact

direct et/ou subcultures simulant une phase d’adaptation).

Le modéle murin s’est avéré peu contributif, tant chez 1’animal qu’in vitro, sur cellules
murines. De nouveaux essais pourraient étre envisagés, en adaptant les conditions d’essai, en
explorant la pertinence du modele murin au regard a) des facteurs de susceptibilité « hote »
(essais sur d’autres lignées murines/animales) b) des conditions d’inoculation, qui ne
reproduisent pas la physiopathologie de I’IU chez la femme c) des modalités d’exposition a la
canneberge pour prévenir les IU et du site d’action de ses principes actifs : exposition de la
culture bactérienne avant inoculation ; inoculation aprés ingestion ad libitum de canneberge
dont I’action (ou celle de ses métabolites) pourrait alors s’exercer a 2 niveaux, soit
directement sur la flore fécale en modifiant les souches d’E.coli et en les rendant mois aptes a
la colonisation ascendante, soit lors de I’excrétion urinaire du ou de ses métabolites, en
altérant 1’aptitude a I’adhésion d’E.coli présentes dans 1’arbre urinaire ou encore en ayant un
effet sur les cellules uroéptithéliales.
D’autres aspects liés a la physiopathologie des IU méritent d’étre explorés plus avant :
- des temps plus précoces ou I’effet d’une exposition chronique ou aigué,
- plus finement, la notion d’adaptation et de réversibilité (nombres de subcultures, voire de
générations ; en condition de croissance ou non,),

- I’effet de la canneberge sur des souches issues du microbiote fécal.

L’objectif initial de validation d’un modéle robuste de sélection d’actifs in vitro nous a
conduits a une approche plus fondamentale. Les outils mis en ceuvre nous ont ainsi permis
de démontrer des effets canneberge significatifs au niveau de 1’expression génomique de

différents effecteurs et ainsi la complexité des mécanismes mis en jeu.
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La démonstration d’une sous-expression concomitante de protéines impliquées dans la
synthése, la régulation ou les fonctions liées a différentes adhésines, mais surtout au flagelle
et a la chémotaxie constitue un apport original a la littérature concernant les UPEC.

Ces premiers résultats introduisent différents développements potentiels:

a) exploration des mécanismes par I’intermédiaire de souches d’UPEC mutantes déficientes
en un ¢lément donné, afin de mieux cerner notamment 1’implication des systémes de rétro-
contr6le entre expression des adhésines et motilité

b) évaluation de I’impact de la canneberge en termes de modifications pariétales. Nos
observations en MET confirment la non détection de fimbriae et flagelle ; dans le méme
temps les observations en champ large apres marquage au Syto9® indiquent une perturbation
de la pénétration intracellulaire du marqueur sans modification de la viabilité/cultivabilité
cellulaire. Ceci pourrait correspondre a des modifications drastiques de la structure pariétale
de E. coli que nous pourrions explorer par mesure de 1’hydrophobicité de surface des souches
d’UPEC (avant/aprés contact avec la canneberge), du potentiel zéta (polarité), voir par
quantification et caractérisation du LPS des souches d’UPEC et quantification de la flagelline,
c) exploration des résultats concernant le twitching (réduction significative aprés 10
subcultures sur C102 1% P/V) chez les souches d’UPEC, ainsi que du phénomene de

« rebond » visualisé lors des essais de swarming.

Enfin, ’approche par puce Affymetrix indique une modification d’expression d’autres
effecteurs, notamment ceux concernant le systéme des sidérophores. Ceci confirme la
complexité de I’effet préventif canneberge sur les U, et parallelement incite a approfondir

’analyse afin de déterminer I’implication d’autres cibles potentielles.

L’auteur déclare ne pas avoir de conflits d’intérét.
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Title: Escherichia coli and cranberry : in vitro and animal activity assessment

Abstract

V.macrocarpon (cranberry) is traditionally associated with the prevention of urinary tract
infections although the mechanisms of action remaining poorly elucidated. Preincubation of
E.coli UTI89 strain with commercial extracts of V.macrocarpon inhibited adhesion to T24
human urothelial cell line in a dose-dependent and reversible manner. Transcriptomic assay
(E.coli Gene expression microarray, Agilent Technologies) highlighted a strong impact on
most genes related to adhesion, but P fimbriae, chemotactism and flagella. Electron
microscopy study confirmed V.macrocarpon-induced alterations on UTI89 size and surface
structures (fimbriae, flagella). In keeping, broad field microscopy (ImarisTrack) evidenced
alterations in E.coli motility (track displacement length, duration, speed & straightness).

In C57BL/6 mice, pre-incubation of UTI89 with V.macrocarpon extracts failed to impact
bladder colonization after intravesical instillations and adhesion to T24 cells of bacteria
recovered 3days after instillation.

A simple, in vitro model based on adhesion and swarming assays and broad field microscopy

is described to evaluate cranberry activity.

Key words: E.coli, cranberry, adhesion, motility, chemotactism, flagella, transcriptome
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Résumé :

V. macrocarpon (canneberge) est traditionnellement associé a la prévention des IU, les
mécanismes restant mal élucidés. L’effet d’une préparation .cdmmerciale de canneberge sur
I’adhésion d’E.coli UTI89 aux cellules urothéliales T24, a montré I'importance de pré-incuber
les bactéries avec le composé pour obtenir une inhibition dose-dépendante et réversible de
Padhésion. L’étude du transcriptome (E.coli Gene expression microarray,
AgilentTechnologies) montre un effet puissant portant sur de nombreux génes liés aux
adhésines (sauf les fimbriae P), au chémotactisme et au flagelle. L’étude en microscopie
électronique confirme un effet sur la taille et les structures de surface (adhésines, flagelles),
Iétude de la mobilité en microscopic & champ large montre de moindres capacités de
déplacement (distances, linéarité). _

Chez la souris C57BL/6, la pré-incubation n’a pas d*effet significatif sur la colonisation des
vessies, ni sur ’adhésion ex vive aux cellules T24, des bactéries récupérées dans les vessies.
Un modéle intégratif d'étude de ¥.macrocarpon, basé sur des tests simples in vitro (adhésion,

swarming, microscopie & champ large) est défini.
Mots clés : E.coli, canneberge, adhésion, mobilité, chémotactisme, flagelle, transcriptome
Discipline : Microbiologie
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