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RESUME ABSTRACT

RESUME

Francisella tularensisest I'agent étiologique de la tularémie, zoonas@dmissible a
’'Homme par des animaux infectés. Cette bactérigdment pathogéne est classée parmi les
agents du risque biologique provoqué en raisoradeagsmission par voie respiratoire, de sa
faible dose infectieuse, d'un fort taux de l|étal@e de I'absence de vaccin homologué.
Actuellement, peu de données sont connues surysiq@athologie de la tularémie et sur les
mécanismes de virulence #e tularensis La plupart des études a ce sujet ont été menées
chezF. novicidg peu pathogéne pour ’'Homme. Par ailleurs, I'étddd-. tularensisa été
ralentie par le manque doutils moléculaires spgeds. Dans ce travail, nous avons
caractérisé chekg. philomiragiadeux nouveaux plasmides naturels et développéta ga
ceux-ci des vecteurs navettes, utilisables poaolaplémentation de mutants et pour le suivi
de l'infection in vitro et in vivo. D’'autre part, nous avons développé une méthode de
mutagenese dirigée de. tularensis qui nous a permis d’obtenir un mutant déficient e
phosphatase acide A. L’AcpA, enzyme inhibitrice dfress oxydant des cellules
phagocytaires, a été reconnue comme un des faaleuxsrulence dd-. novicida et, par
extrapolation, dé-. tularensis Pour tester cette hypothése, nous avons dévelappéodele
d’infection par voie respiratoire chez la souri@ud avons ainsi confirmé la faible DL50 de
F. tularensiset montré que I’AcpA n’est pas impliquée dansisalence. L’extrapolation des
conclusions dé&. novicidaaF. tularensisn’est donc pas justifiée, il s’avere indispensatse
disposer de modéles d’études basés-stularensis

Mots clés :Tularémie Francisella tularensisphosphatase acide, vecteurs navettes.
Laboratoire de rattachement : Laboratoire de Bactériologie, Département de Bjeales
Agents Transmissibles, Centre de Recherches duicBede Santé des Armées « Emile

Pardé », 24 Avenue des maquis du Grésivaudan, 38 T2onche cedex.



RESUME ABSTRACT

ABSTRACT

Role of the acid phosphatase AcpA iRrancisella tularensisvirulence

Francisella tularensiss the causative agent of tularemia, zoonoticadisdransmitted to
humans by contact with infected animals. This higtéthogenic bacterium is listed among
potential biowarfare agents because of its trar@onsby the respiratory route, its low
infectious dose, a high rate of lethality and theklof licensed vaccine. Today, few data are
available about the pathophysiology of tularemia about the virulence mechanisms of
F. tularensis Most of the studies have been conducted Wwithovicidg a weak pathogen in
humans. Moreoverti-. tularensisstudy has been hampered by the lack of specifietgen
tools. In this work, we characterised i philomiragiatwo new cryptic plasmids and we
developed from them several shuttle vectors udefumutant complementation and for
vitro andin vivo infection studies. Then, we developed a directedagenesis method of
F. tularensis allowing us to obtain an acid phosphatase A-defeatiutant. The respiratory
burst-inhibiting AcpA was recognized as a virulerfeetor in F. novicidg data further
extended td-. tularensis To check this hypothesis, we developed a mousiehad infection
by the respiratory route. We thus confirmed the FavtularensisLD50 and we showed that
AcpA is not involved inF. tularensis virulence. Extension of conclusions obtained in

F. novicidato F. tularensisis not valuableF-. tularensisbased models appears mandatory.

Key words : Tularemia,Francisella tularensisacid phosphatase, shuttle vectors.
Laboratory : Laboratoire de Bactériologie, Département de Rjlo des Agents
Transmissibles du Centre de Recherches du Sereicgadté des Armées Emile Pardé, 24

Avenue des maquis du Grésivaudan, 38700 La Tronche.
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Aa

ACP
AcpA
ADN
AFSSAPS

AlkP
Amp
ARN
ATCC
ATP
BD
BET
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C

CDC
Ceph
CHA
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CI
Clo”
Cm
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Da
DAG
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dso
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Electro.
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Adénosine
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FDA
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G

g

Agence Francaise de Sécurité Sanitaire desGC

Produits de Santé
Phosphatase alcaline
Ampicilline

Acide ribonucléique
American Type Culture Collection
Adénosine triphosphate
Becton Dickinson
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lon hypochlorite
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igl
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Cryotransformation

Délétion
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Diacylglycérol

Département de Biologie des Agents
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Dose létale 50%

double—strand origin

Acide Ethyléne Diamine Tétra-acétique
Electroporation

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Agence européenne du médicament
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Food and Drug Administration
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INTRODUCTION

Francisella tularensisest I'agent étiologique de la tularémie. Cetteada atteint les
petits mammiferes terrestres et aquatiques teldegumngeurs, les liévres et les castors. Elle
peut se transmettre accidentellement a ’'Hommedams contact avec des animaux infectés.
L’incidence de la tularémie sur la santé publiggefaible et est rencontrée notamment chez
les chasseurs, chez les agriculteurs et chez tdegy#orestiers qui sont susceptibles d’étre en
contact avec I'agent infectieux.

Francisella tularensisest une bactérie transmissible par voie respieatdiinhalation
d’'une dizaine de bactéries suffit a provoquer uaadie sévere chez 'Homme, pour laquelle
aucun vaccin homologué n’est disponible. Ce patentifectieux important a encouragé
certains pays a développer, au cours di™Xiécle, des applications offensives basées sur
I'utilisation de cette bactérie. Ainskrancisella tularensisest aujourd’hui classée parmi les
agents du risque biologique agressif de hauteif@j@u méme titre que les agents pathogénes

responsables de la variole, de la peste, du chatdm botulismé.

Le laboratoire de bactériologie du départementididiie des agents transmissibles du
Centre de Recherches du Service de Santé des ArEgsle Pardé » a pour objectif
d’étudier Francisella tularensisd’identifier ses facteurs de virulence, de mieoxmprendre
la physiopathologie de la tularémie et de propodes applications diagnostiques et
thérapeutiques. Les résultats présentés dans cesordrconstituent les premiers travaux de

recherche du laboratoire de bactériologie sur ¢ceématique

Aprés une revue bibliographique sur le risque lgigjoe, sur la tularémie, sur les

mécanismes de virulence #eancisella tularensiset sur les outils moléculaires développés
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pour la manipulation génétique de la bactérie réssiltats de ce travail seront présentés en
deux parties.

La premiére partie porte sur I'évaluation du r@ephosphatase acide AcpA dans la
virulence de la sous-espece la plus pathogene lpdamme, Francisella tularensissubsp.
tularensis

La deuxieme partie porte sur l'identification et daractérisation de deux nouveaux
plasmides naturels d&ancisella qui nous ont servi pour la construction de deéxégations

de vecteurs navettes réplicatifs cliezoli et chezZ=rancisella
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CHAPITRE |

Le risque biologique provoqué

| — Contexte historique et politique

Au cours de I'histoire, les stratéges de guerretias tot discerné la vulnérabilité d’'un
ennemi affaibli par la maladie. Aussi, les armasdgiques ont-elles été utilisées bien avant
de connaitre I'existence méme des microbes : des300 avant J.C., les Grecs polluaient les
puits et les sources d’eau potable de leurs ennaveis des cadavres d’animaux. Par la suite,
les Romains et les Perses ont utilisé la mémeqgtaetiEn 1155, au cours de la bataille de
Tortona, Barberousse infecta les puits avec desveesl de soldats. Au XRFesiecle, lors du
siege de Caffa, les catapultes permirent aux Tatarprojeter des cadavres pestiferés a
l'intérieur de la cité.

Le développement de la bactériologie au cours et au début du XX siecle
permettra, d’élargir considérablement le specteeatgnts utilisables dans le monde, incluant
entre autres, ceux provoquant le cholera, la pkstaprve et le charbon.

Bien que considérées comme contraire a I’honneas,pratiques ont toujours existé.
Les premiers textes codifiant la prohibition degoisons » au cours de la guerre moderne
sont édités au XIX"™ siécle avec ld.ieber Code suivi de la Déclaration de Bruxelles en
1874. En 1925, apres la Premiere Guerre mondalgptiété Des Nations (SDN) entame des
négociations qui aboutissent au « Protocole de &enaatifié par quarante pays, dont la
France. Les pays signataires s’engagent alors emoedit a ne plus utiliser d’armes chimiques
et biologiques, chacun émettant toutefois des vésequant a un possible droit de riposte
avec le méme type d’armes que celles qui pourragentr a les attaquer. La Convention de
1972, ratifiee par 130 pays, se focalise sur lesearbiologiques, interdisant leur mise au

point, leur fabrication et leur stockage a des fim$itaires, mais autorisant néanmoins des
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études sur les agents biologiques a des fins paesi Ce dernier texte n'imposant aucun
contrOle du respect de lI'application des termeseatte convention, certaines transgressions
ont émergé : en avril et mai 1979, une épidémiabithelle de charbon pulmonaire survint a
Sverdlovsk en URSS aprés I'explosion d’'un batimeniitaire. L'origine exacte de cette
épidémie, longtemps niée par les autorités soviéiga été reconnue en 1992 par le Président
Eltsine. Par ailleurs, selon un rapport du Dépagtgnale la Défense américaine, les Irakiens
ont également avoué la fabrication de 90 000 littestoxine botulinique, 8 300 litres de

charbon et de quantités significatives d'aflatoXine

Les armes biologiques du fait de leur faible cagipcbduction sont aisément accessibles
par de nombreux pays. D’autre part, certains greugéologistes motivés par des actions
bioterroristes peuvent également y avoir accesgue préoccupe les pouvoirs publics.
L’histoire témoigne de quelques actes bioterrosistes le début des années 1980.
L'utilisation de Salmonella typhimuriunpar la secte Rajneeshee en 1984 dans la ville
d’Oregon aux Etats-Unis provoquera 751 cas d'iidest Au cours de 'année 1990, la secte
Aum, ayant effectué des travaux dBacillus anthracis aurait quant a elle perpétré trois
tentatives d’attentats biologiques, sans résu#at,coeur de la ville de Tokyo. Quelques
semaines apres les attentats du 11 septembre @®tas de charbons pulmonaire et cutané,
causant la mort de cing victimes, sont apparus Eiats-Unis par le biais de courriers
contaminés par des sporesBieillus anthracisEn France, durant cette méme période, 4 000

alertes au colis piégé au charbon ont été signadéesine d’entre elles n'a été avérée

Aux Etats-Unis, les événements de 2001 ont paidi@rhent marqué les esprits et ont
conduit la communauté internationale a mettre extepldes mesures pour faire face a la
menace terroriste. En France, un plan gouverneindhitaervention face aux menaces et
actes de terrorisme de type nucléaire, radiologidpi@ogique ou chimique a été mis en
place : il s’agit du plan Biotox — Piratox. Ce demdéclenché par le Premier Ministre et le
Secrétariat Général de la Défense Nationale (SGé&xtl)le fruit d’'une action coordonnée
interministérielle impliquant les Ministéres deDafense, de I'Intérieur et de la Sante.

Parmi les acteurs du Ministére de la Défence ieteamt dans le plan Biotox — Piratox
figure le Service de Santé des Armées (SSA) guenmdnt a plusieurs niveaux : ses
laboratoires, dont le Centre de Recherches du @ede Santé des Armées « Emile Pardé »

(CRSSA), sont spécialisés dans la prise en changgalyse des colis suspects ; les hopitaux
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militaires interviennent dans le diagnostic et dém®rise en charge des patients civils et
militaires.

L’activité d’expertise des laboratoires du SSA impe la réalisation de recherches
fondamentales et appliguées sur les agents du eridgalogique provoque, dont la
manipulation nécessite des infrastructures adaptélssque des laboratoires de niveau de
sécurité biologique 3 (NSB3). Ces recherches assitt d’'une part, au développement de
méthodes d’identification des agents biologiquessda mesure du possible applicables sur le

terrain, et d’autre part, a la proposition d’acigréventives et thérapeutiques.

Il — Classification des agents du risque biologiquprovoqué

En 1999, les agents biologiques critiques pouralatés publique ont été classés selon
trois catégories, A, B et CTébleau ) °, par un comité d’experts des « Centers for Disease
Control and Prevention » (CDC). Cet ensemble dereerd’études, dont le siege réside a
Atlanta, forme aux Etats-Unis I'agence gouvernemenprincipale en matiére de protection
de la santé et de la sécurité publique. Ces cenéreaillent en partenariat avec les autres pays
et surveillent 'émergence de maladies infectieudent celles associées au bioterrorisme.

Francisella tularensisa été classé dans la catégorie A. Les agentsgmaibke de cette
catégorie sont de haute priorité. Leur utilisatgmmait un impact majeur sur la santé publique
et provoquerait une désorganisation des structresomiques et sociales. lls sont faciles a
produire et a disséminer. lls présentent une tétatiportante et sont transmissibles par voie
respiratoire.

L'utilisation des agents de catégorie B aurait mnpact moins important sur la santé
publique. lls sont faciles a disséminer, présenieetmorbidité modérée et une faible létalité.
lls nécessitent la mise en ceuvre de procéduresagaastic et d'un systeme de surveillance
approprié.

La catégorie C regroupe tous les agents qui nepigst pas de hauts risques, mais qui
pourraient étre modifiés pour favoriser une diss@non de masse. lIs sont donc disponibles,

faciles a produire et I'utilisation de ce type cags pourrait engendrer une mortalité élevee.

Les CDC demeurent les seuls a avoir hiérarchis&€atégories la liste des agents
présentant un risque biologique ; cette classificagst par conséquent souvent prise comme
référence. Toutefois, cette liste est égalemenuligig@ment mise a jour par d’autres

organismes nationaux, européens ou internationaux.
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Tableau 1. Catégories des agents biologiques critigs pour la santé publique

Agents biologiques Maladies
Catégorie A

Variola Variole
Bacillus anthracis Charbon
Yersinia pestis Peste
Clostridium botulinium Botulisme
Francisella tularensis Tularémie

Filovirus et Adenavirus (exvirus Ebola, virus Lassa)

Fievres hémorragiques

Catégorie B

Coxellia burnetii Fievre Q
Brucellaspp. Brucellose
Burkholderia mallei Morve
Burkholderia pseudomallei Mélioidose

Alphavirus
Rickettsia prowazekii

Toxines (ex : Ricine, Enterotixine B & aureu}p

Encéphalite
Typhus

Syndromes toxiques

Chlamydia psittaci Psittacose

Agents menacants pour la sécurité aliment&8eronellaspp.E. coli0157:H7) Syndromes digestifs
Agents transmissibles par I'eau (eXibrio cholerag Cryptosporidium parvuin Syndromes digestifs
Catégorie C

Agents émergents (ewirus Nipah hantavirus) Fievres hémorragiques

En France, la classification de 'Agence FrancaiseSécurité Sanitaire des Produits de
Santé (AFSSAPS), basée sur celle des CDC, est ét#mplpar les agents biologiques
présentant des spécificités épidémiologiques nalésn

Le mode privilégié de dispersion des agents biglogg en cas d'utilisation agressive
est la voie aérienne. Parmi I'ensemble des agemgsenm considération par 'AFSSAPS,
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certains présentent des caractéristiques communzeamment celle d’étre dispersés par
aérosols de particules inférieures a 5 um de dr@mBtemeurant en suspension dans l'air
pendant plusieurs heures, ces aérosols sont inkeal@enetrent alors jusqu’aux alvéoles

pulmonaires. La contamination par voie respiratpirésente certaines caractéristiques dont
une incubation tres bréve, un tableau cliniqueédiiit de la maladie naturelle avec une
prédominance de symptdomes pulmonaires non spéesfigtiune évolution rapide conduisant

a un taux de mortalité élevée. Ainsi, TAFSSAPS maetisposition sur son site Internet une

série de fiches « Biotox » renseignant les modali la prise en charge thérapeutique pour
un certain nombre d’agents biologiques. Ces fiadmspour objectif de fournir une réponse

médicale rapide associée a des traitements spéesfigdaptés a une transmission par voie
aérienné.

La « Health Protection Agency » (HPA) en Angleteatel’Agence Européenne du
médicament (EMEA) répertorient les agents du risduogique sur la base de la
classification des CDC et établissent des recomatams concernant les agents des
catégories A, B ou C.

Au niveau international, I'Organisation du Traité Atlantigue Nord (OTAN) fournit
egalement une liste d’agents du risque biologigsegciée aux informations cliniques pour le
diagnostic des maladies. A cette liste s’ajouteensemble de données opérationnelles dont,
les formes de dissémination, les possibilités @msimission interhumaine, les niveaux
infectieux, les temps d’incubation, la durée deféction, les niveaux de létalité et les
traitements disponiblée’s

Le groupe « Australia », réunissant une quarant@ieepays, met quant a lui a
disposition sur son site Internet une liste d’agehi risque biologique. Cette organisation a
pour objectif d’harmoniser les activités d’expadat entre les différents pays, d’éviter la
fabrication illicite d’armes chimiques et biologegiet de lutter contre 'usage des armes de

destructions massives.

lIl - Francisella tularensis: un agent du risque biologique provoqué

La tularémie et son agent étiologique ont été égieén Californie de 1911 a 1924. La
tularémie, d’abord décrite chez les lapins et Rgduils, a ensuite été reconnue comme une
maladie séveére, voire mortelle, chez ’'Homme. Laition en Europe et en Union Soviétique
de cas d'infection consécutive a l'ingestion d’ezantaminée, et aux Etats-Unis, de cas

associés a une épizootie, révéla le potentiel figfiex de la bactérie dans les années 1930 et
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1940.Francisella tularensigprésentant alors un risque pour la santé publide®,études ont
été entreprises pour prévenir la maladie, idemtg@n origine, ainsi que les réservoirs et les
vecteurs de la bactérie

Francisella tularensisest apparue tres t6t comme un agent potentiel islyue
biologique provoqué. Etudiée par les unités deemtte japonaises opérant en Mandchourie
entre 1932 et 1945 dans le but de développer dessabiologiques, cette bactérie a
également intéressé I'Union Soviétique. Dans unramge, Alibeck® impliqué dans le
développement d’armes biologiques, a suggéré gsedieaines de milliers de cas de
tularémie dénombrés parmi les soldats soviétigtiedlemands au front Est de I'Europe au
cours de la Seconde Guerre mondiale, seraientsidtaé d’'une utilisation intentionnelle de
son agent infectieux. Lui-méme infecté par la hé&etéors d’'un incident de laboratoire,
Alibeck s’administra rapidement un traitement aotibue et cet événement resta sans
conséquences. Les recherches sur la tularémie,wacadre militaire, se sont poursuivies
aprés la Seconde Guerre mondiale. Dans les anr®é#s et 1960, I'Armée américaine a
développé des munitions afin de dissémifetularensispar aérosolisation. Dans le cadre de
certaines expériences, des volontaires accepté&ténte infectés par des aérosold
Simultanément, des études sur la physiopatholagyia tularémie et sur le développement de
vaccins et de traitements antibiotiques ont étéées ' 2 A la fin des années 1960,
F. tularensisfaisait partie des nombreux agents du risque biglee militaire stockés par
I'’Armée américaine. Selon Alibek I'Union Soviétique continua ses recherches justpres
les années 1990 et développa des souchEBs tiéarensisrésistantes aux antibiotiques et aux
vaccins.

En 1969, un comité d'experts de I'Organisation Matal de la Santé estima que la
dispersion par aérosols de 50 kg d’une soucheeviteldd-. tularensisau-dessus d’'une ville
peuplée de cing millions d’habitants ferait 250 @@€times, dont 19 000 morts. La maladie
persisterait sur place pendant plusieurs semaires.individus vaccinés ne seraient que
partiellement protégés. Selon ce modele, les CDnésent que la prise en charge de

100 000 personnes infectées colterait 5,4 miltierdollars™.
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CHAPITRE I

La tularémie et son agent étiologique Francisella tularensis

Introduction

La tularémie est une zoonose rencontrée dans l|8pdrare Nord. Elle peut étre
transmise a I'Homme par diverses voies de contamimaSon agent étiologiqu€rancisella
tularensis est une bactérie trés virulente pouvant caussrégézooties. La maladie a été
caractérisée pour la premiere fois en 1912, dardolaté de Tulare en Californie. A cette
époque, Mac Coy, Chapin, Lamb, Francis, Parkempen&er isolerent la bactérie a partir de
petits mammiferes, des écureuils et des lapinseptant des signes de la peste. La maladie,
alors nommée « pseudopeste du rongeur », a eritéiteliée aux manifestations cliniques
humaines connues sous le nom de « fiévre de la meoda cerf, du daim, du bceuf », qui
deviendra par la suite la tularémfe®®

Au cours des vingt années qui ont suiviesancisella tularensisa été isolée en
Amérique du Nord, au Japon, en Russie, ainsi gi&erope. En France, la bactérie a été
isolée dans les années 1940 et depuis la maladiasigeste sporadiquement chez 'Homme
et chez I'animaf®.

La position taxonomique d€rancisella tularensisest longtemps restée incertaine.
L’étude des caracteres phénotypiques et génotypidada bactérie conduiront finalement a
la création de la famille ddsrancisellaceagdans laquelle sont regroupées aujourd’hui les
especes du genFgancisella

Actuellement, face a la morbidité importante dette bactérie, une surveillance
mondiale de la tularémie est assurée chez les arimauvages et chez 'Homme, afin de

déceler I'émergence de foyers infectieux. Les ptaogs de diagnostic de la maladie et de
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prise en charge thérapeutique des patients somtietefpar les autorités nationales et les
organisations internationales. Elles font égalenlfijet d’études visant a proposer de

nouvelles méthodes de diagnostic, de nouvelles\vbi&Erapeutiques et de nouveaux vaccins.

Dans ce chapitre seront présentés les caractéastiqu genrérancisella ainsi que
I'épidémiologie, les manifestations cliniques de nmladie chez 'Homme et enfin les

méthodes de diagnostic et le traitement de laduoia.

PARTIE | —LE GENRE FRANCISELLA

| - Taxonomie

La désignation du genre bactérieRrancisella» fait honneur a Edward Francis qui a
été I'un des premiers microbiologistes a avoir &udd tularémie dans les années 1920 et
1930. Le nom de l'especetwarensis» et le nom de la maladie sont lies au Comté de

Tulare, localité ou la maladie a été décrite paysremiere fois.

Le Tableau Zi-dessous résume la position taxonomique de€bestappartenant au

genreFrancisella

Tableau 2. Position taxonomique des especes du geRrancisella

Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Thiotrichales
Famille Francisellaceae
Genre Francisella
tularensis
Especes no?/icid-a _
philomiragia
piscicida

tularensis(type A, biovartularensig
Sous-espéces detularensis  holarctica(type B, biovapalaearcticg

mediasiatica
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La position taxonomique du genferancisella est longtemps restée incertaine.
Francisella tularensisa d'abord été nomméBacterium tularensigpar Edward Francis.
Dans les années 1920, des études sérologiquegmnisde classer cette bactérie parmi le
genre Pasteurella puis elle a temporairement été classée parmieteregBrucella *°.
Cependant, en 1966 des études d’hybridation ADN-AIDNindiqué que ce nouveau genre
bactérien n’était lié ni aux genréasteurellaet Yersinig ni aux entérobactérie€. Ces
résultats ont été confirmés en 1994 par I'analyssétjuence de I’ADN ribosomal 16S, qui
n'a révélé aucun lien entre le gefimncisellaet les autres genres bactériens déja dé€rits
La proposition de former le genferancisella avec comme seule espeEeancisella
tularensisa été formulée en 1947 par Dorofe’gv

Francisella est le seul genre de la famille dé&sancisellaceae Au sein des
Gammaproteobacterjala famille la plus proche deg&rancisellaceaeest celle des
Piscirickettsiceae qui comprend la bactérie intracellulairBiscirickettsia salmonis
responsable de septicémies chez le poié&dres organismes les plus proches d’'un point
de vue phylogénétique sont des bactéries intrdaets obligatoires, telles qu&\Volbachia
persicag isolée de la tiquérgas persicuet deux endosymbiotes de tiques qui n‘ont pas

encore été nommés

Apres les années 1950, la taxonomie des différestes-espéces derancisella
tularensisa évolué avec la classification de la maladieaction du tableau clinique, de
I'épidémiologie ou de la source d’infection. Leavaux d’Olsufiev et collaborateurs ont
permis de mettre en évidence en 1959 deux agentegiues présentant une virulence
différente chez les ligvreS. Les isolats retrouvés uniquement en Amérique drdNtrés
pathogenes et provoquant des formes séveres dealadin chez 'Homme, ont été
regroupés sous l'appellation « biovadarensis» ou «type A », par la suite nommeée
Francisella tularensissubsp.tularensis®. Les isolats retrouvés en Europe, en Asie et en
Amérigue du Nord et présentant une virulence moimzortante, ont été regroupés sous
'appellation « biovarpalaearctica» ou «type B » par la suite nomméérancisella
tularensissubspholarctica®. D’aprés certains caractéres phénotypiques, @osersibilité
a I'érythromycine, la sous-espéelarcticaa ensuite été divisée en trois biotype<Enfin,
les isolats retrouvés en Asie Centrale et en RusHi€té regroupés parmi la sous-espece

Francisella tularensisubspmediasiatica
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La position taxonomique de l'espéé&eancisella novicidaest encore discutée. La
souche type a été isolée en 1951 a partir d’'unnédtioa d’eau dans I'Etat de I'Utah aux
Etats-Unis. Elle a d’abord été rattachée au gPasteurella, puis transférée dans le genre
Francisella en 19592% sous I'appellationFrancisella novicida En 1989, suite a des
expériences d’hybridation ADN-ADN et d’apres lesazderes biochimiques dgancisella
novicida Hollis et collaborateurs suggérent de reclassdte chactérie parmi les sous-
espéces d€rancisella tularensis®. Cette proposition a été soutenue par une analgse
’ADN ribosomal 16S dd-rancisella novicidaqui s’est révélée étre identique a celui de
Francisella tularensis®.

Sur la base de ces deux études, I'existence deukrespeceaovicidaa été acceptée
par la communauté scientifique et a également ejpéise par Sjostedt dans la derniere

édition du manuel de microbiologie Bergey's Manwdl Microbiology ?* Pourtant,

I'existence de cette sous-espéce n'a jamais éidéeapar les trois journaux internationaux
officiels suivants : le Bulletin International dex INomenclature et de la Taxonomie

Bactérienne (International Bulletin of Bacterial iNenclature and Taxonomy — IBB)\Te

Journal International de Systématique Bactérieringerfational Journal of Systematic

Bacteriology — IJSB et le Journal International de Systématique eEvdiution

Microbienne (International Journal of Systematid &volutionary Microbiology — IJSEM

21. 28 pinsi, aujourd’hui la dénomination exacte de tmslats estrancisella novicidaet

nonFrancisella tularensisubspnovicida

La troisieme espece du gerffeancisellaest assez peu décrite dans la littérature. Il
s’agit deFrancisella philomiragia dans un premier temps nomméersinia philomiragia
La premiére souche a été isolée d’un rat musquéborat dans le Nord de I'Etat de I'Utah
en 1959°°. En 1960, quatre autres isolats issus d'échansilifieau ont été caractérisés et
regroupés parmi le genikéersiniaselon des critéres de parenté de leur ADN al@sinia
pestis(24%)*’ et de ressemblance morphologique avec cette mantérke, dans les tissus
d’animaux infectés. Ce résultat n'a pas pu étréigét’ et la position taxonomique de ces
isolats est restée incertaine jusqu’en 1889D’aprés des analyses d’hybridation ADN-
ADN et d'aprés la composition en acides gras depé#aoi cellulaire deYersinia
philomiragia Hollis et collaborateurs ont alors proposé dedférer cette bactérie vers le
genreFrancisella®®. Cette proposition a été validée par ''lBBNT, IJ&8'1JSEM.
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En 2007, une nouvelle bactérie a été isolée en é@gmrva partir d'un cabillaud
d’élevage. Ses caractéristiques moléculaires aigiiigiques ont révélées son appartenance

a une nouvelle espéce du geRrancisella dénomméérancisella piscicida?

Il — Caractéres phénotypiques

La famille desFrancisellaceaeest constituée de courts bacilles ou cocco-baailtan-
sporulés, immobiles, a Gram négatif. Leur taillé eariable en fonction de I'espéce
considérée: de 0,2 a 0,7 um x 0,2 um pBrancisella tularensissubsp.tularensis
Francisella tularensisubspholarctica Francisella tularensisubspmediasiaticaet 0,7 x
1,7 um pourFrancisellanovicidg Francisella philomiragiaet Francisella piscicida A la

coloration de Gram, les bactéries apparaissentfadnt colorées.

Le Tableau 3et le Tableau 4présentent les caracteres phénotypiques diffé@tenti
entre les espéces et sous-espéces appartenamtraémgacisella®’ 3 32 ainsi qu'entre les

trois biotypes de la sous-espéasarctica

Cette famille de bactéries est exigeante. Ceci exoc particulierement les sous
espéecesularensis holarctica et mediasiaticadont la culture est plus fastidieuse que celle
des espéceawvicidaetphilomiragia

Les milieux de cultures utilisés contiennent duwusérou du sang complet et sont
souvent enrichis avec de la cystéine ou avec umngél nutritif, tel que I'lsoVitaleX”
(Becton Dickinson, France) ou le PolyVitBX (AES, France) permettant une meilleure
croissance de la bactéri€apleau %. Les especesovicidg philomiragia et piscicidasont
les seules ne nécessitant pas de complément éineypbur leur croissance. Les mélanges
nutritif, tel que I'lsoVitaleX™ ou le PolyVitaleX", initialement congus pour la culture des
especes tHaemophiluset de Neisseria,fournissent le facteur V (nicotinamide-adénine-
dinuclétotide, NAD), des vitamines, des acides @&siirdes coenzymes, du dextrose, des

ions ferriques et d’autres facteurs favorisanttassance des espéces exigeantes.
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Tableau 3. Caracteres phénotypiques de différenci@n entre les espéeces et les sous-especes appartena

au genreFrancisella " 3% %

F.t.subsp. F.t.subsp. F.t. subsp. F. F. F.

tularensis  holarctica mediasiatica novicida philomiragia piscicida

Taille <0,5um <0,5um <0,5 um <0,5 um <0,5 um <0,5 um
Mobilité - - - - - —
Capsule + + + - ND? ND
Coloration de Gram - - - - - -
CatalasB + + + ¥ ¥ +
Oxydase - - - _ + _
Indole - - - — + +
Uréase - - - - - -
Réduction des nitrates - - - - - -
Gélatinase - - - - + _
Température optimale de croissance, en °C 37 37 37 37 25 o0u 37 20
Croissance sur Mac ConKey - - - R R R
Aérobie, microaérophile + + + + + +
Besoins en cystéine + + + - - —
Production d’HS sur milieu supplémenté en cystéine + + + + + faible
B-lactamase + + - + + +
Fermentation des sucres :

Maltose + + - R + +
Lactose - — - - - -
Saccharose - - - + + +d
D-Glucose + + - + R +
Glycerol + - + R - -
Citrulline uréidase + - + + ND ND
Agglutination avec I'antiserum de tularensis + + + faible - -

#ND, non déterminé.

b Catalase faiblement positive.

Croissance sur gélose Mac Conkey retardée (R)Ipssiouches capables de pousser, nécessite 318 djimcubation.
dFermentation faible du saccharose Ppapiscicida.

Tableau 4. Caractéres phénotypiques de différenci@an entre les trois biotypes dd-rancisella tularensis

subsp holarctica®* 3

Biotype | Biotype Il Biotype Il ( biovar Japonicd

Erythromycine Sensible Résistant Sensible
Glucose + + +
Maltose + + +
Glycérol - - +
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Tableau 5. Milieux nutritifs décrits pour la cultur e du genreFrancisella

Milieux de culture décrits dans la littérature Références
Milieu de Francis 35, 36
Milieu de Mc Coy et Chapin 35, 36
Gélose BCYE (buffer charcoal yeast extract) 35, 36
Milieu de Tayer-Martin 35, 36
Milieu glucose-cystéine-peptone 35, 36
Gélose cystine-coeur-sang-1% d’hémoglobine (Cystetiblood agar) 37
Gélose infusion coeur-cervelle (Brain heart infusigar) 37
Gélose Mueller-Hinton - 2% IsoVitalex — 0,025% pyhosphate de fer (Mueller-Hinton agar) 38
Gélose glucose-cystéine-cceur-sang (Glucose cysteirt blood agar) 21
Gélose chocolat enrichie 39
Bouillon Mueller-Hinton modifié — 0,1% glucose- 2%oVitaleX™ — 0,025% pyrophosphate de fer 38
Gélose T-medium 40
Bouillon de Chamberlain 41
Mueller Hinton - 10% sang cuit - PolyVité¥ 42
Milieux de culture commerciaux Fournisseurs
Glucose cystein agar BBL
Cystein heart agar Difco
Gélose chocolat enrichie AES
Gélose chocolat PolyVite®! Biomerieux
Gélose chocolat IsoVitaleX! BD*
Gélose chocolat PVS Biorad

* Becton Dickinson

Les bactéries du genFgancisellasont aérobies strictes et leur croissance editéaci
par une incubation en atmosphére micro-aérophtfe & CQ). Les colonies apparaissent
apres 3 a 4 jours d’incubation a 37°C. Elles samvexes, opaques, lisses, brillantes et de
couleur blanche a creme en fonction de I'especsidérée. Leur taille varie de 1 a 3 mm.

Les colonies dérancisella philomiragiaont un aspect muqueux caractéristiceigire J

32



CHAPITREII La tularémie et son agent étiologigu€rancisella tularensis

Figure 1. Aspect des colonies dé&rancisella philomiragia (A), de Francisella novicida (B) et de
Francisella tularensissubsp.tularensis (C) a partir d’'un isolement sur gélose chocolat enricla (AES),

aprés 72 heures d'incubation a 37°C.

Les espéces du genFgancisella assimilent un nombre limité de sucres, avec une
lente production d’acide sans production de gautd®les sous-espéces Fletularensis
exceptée la sous-espenwdiasiatica produisent de l'acide a partir du D-glucose et du
maltose. L’assimilation du glycérol et la préserdm la citrulline uréidase sont deux
caractéres distinctifs entre les sous-espéaiesensis et holarctica *3. L’assimilation du
saccharose est spécifique des espaogrida philomiragia et piscicida F. philomiragia
est la seule espéce oxydase et gélatinase posiieroduction d’indole est caractéristique

des espéceshilomiragiaetpiscicida®.

Les formes virulentes derancisella tularensisont entourées d’'une capsule de 0,02 a
0,04 um d’épaisseur qui peut étre éliminée a I'aid@e solution hypertonique. La capsule
et la paroi des bactéries du genkeancisella ont une composition en lipides
inhabituellement élevées pour des bactéries a Gegatif : elles sont constituées d’acide
gras a longues chaines carbonéeg &G) saturées ou mono-insaturées et de deux types

d’acides gras hydroxylés (€ sonet Gis:0 300 2> *
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Il — Caractéres génotypiques

Le séquencage du génome des especes du lgemeisellaest récent. La séquence

génomique de la soucle@ancisella tularensisubsptularensisSCHU S4 a été déposeée en

2004*. Depuis, les séquences génomiques de nombreuses souches sont en cours de

détermination Tableau §.

Tableau 6. Génomes des espéces du geRrancisella séguencés ou en cours de séquencgage

Séquencage complet du génome

Souche Taille du génome (pb) Numéro Genbank AnnéeRéférence
F. tularensissubsptularensisSCHU S4 1892919 AJ749949 2004 45
F. tularensissubspholarcticalLVS 1895994 AM233362 2006 /
F. tularensissubspnovicidaU112 1910031 CP000439 2006 46
F. tularensissubsptularensisFSC198 1892 616 AM286280 2006 a7
F. tularensissubspholarcticaOSU18 1895 727 CP000437 2006 48
F. tularensissubspmediasiaticaFSC147 1 893 886 CP000915 2007 /
F. tularensissubspholarcticaFTNF002-00 1 890 909 CP000803 2007 /
F. tularensissubsptularensiswY96-3418 1898 476 CP000608 2007 49
F. philomiragiaATCC 25017 2045775 CP000937 2007 /
Séquencage incomplet du génome

Souche Taille du génome (pb) Numéro Genbank AnnéeRéférence
F. tularensissubspholarctica 257 1886 241 AAUDO00000000 2006 /
F. tularensissubspholarctica FSC200 1790 358 AASP00000000 2006 /
F. tularensissubspnovicidaGA99-3548 1845491 ABAHO00000000 2007 /
F. tularensissubspnovicidaGA99-3549 1897 440 AAYF00000000 2007 /
F. tularensissubspholarctica FSC022 1858 527 AAYD00000000 2007 /
F. tularensissubsptularensisFSC033 1844 205 AAYEO00000000 2007 /
F. tularensissubspnovicidaFTE 1888472 ABSS00000000 2008 /
F. tularensissubspnovicidaFTG 1843928 ABXZ00000000 2008 /
F. tularensissubsptularensisMA00-2987 1 868 750 ABRIO0000000 2008 /

2 Informations issues de la base de données GenBank

Les données issues du séquencage du génome deuckesssont importantes pour

I'étude du genrd-rancisella L'analyse des séquences a permis de mieux cougrde

lien phylogénétique entre les différentes sous-asged’identifier certains génes pouvant

étre impliqués dans la virulence ou dans le méisinel de la bactérie et de mettre en

évidence des différences dans la structure etldaganisation des génomes.
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En fonction des espéces, la taille des génomes il,5.10a 2,0.16 pb et le
pourcentage G+C varie de 33% a 36%_e faible pourcentage G+C est une caractéristique

du genreérrancisella

La premiere séquence génomique analysée a été della soucheFrancisella
tularensissubsptularensisSCHU S4, isolée a partir d’'un cas clinique hund@rtularémie
dans I'Etat de I'Ohio en 194%. Elle contient 1 804 régions codantes, dont 3@Zifipues
au genreFrancisella Plus de 10% des génes contiennent des mutatammgertion, par
délétion ou par substitution. lls correspondeninajorité a des protéines impliquées dans le
transport, dans le métabolisme de I'ADN ou dansylsthése d’acides aminés. Ainsi, 54%
des voies métaboliques de la bactérie sont intgrues) ce qui peut expliquer I'exigence
nutritionnelle de la bactérie. L'interruption d’'urveie d’assimilation du sulfate due a la
mutation d’'un gene codant pour I'adenylylsulfatedde expliquerait le besoin en cystéine

pour la croissance degancisella tularensis.

La deuxieme séquence génomique analysée a étédeelle souchd-. tularensis
subspholarcticaOSU18 isolée a partir d’un castor mort de la tutdeéen 1978 dans I'Etat
de I'Oklahoma. Elle contient 1 934 régions codargegprésente 99% d’identité avec la
séquence génomique de la souémancisella tularensissubsp.tularensisSCHU S4%.

Comme pour cette souche, plus de 10% des génemstés.

Malgré des compositions en acides nucléotidiqueshas, les séquences de ces deux
souches présentent des arrangements différentsaiigsr régions encadrées par des
séquences répétées ne sont pas disposées aux er@inass sur le génome. Ces régions
répétées constituent des séquences d’insertion (i)favorisent les phénoménes de
recombinaisons homologues et de réarrangementsnigme. Ces évenements semblent se
produire plus frequemment pour les souches deus-sspecéularensis dont les génomes
présentent un polymorphisme importaht® Ces variations caractérisées sur des isolats de
la sous-espéctilarensis provenant de zones géographiques différentes des-Bhis, se
traduisent par des inversions et des translocaterséquences. Leur analyse a conduit &
la création de deux sous populations : la souslptipn A.l, rencontrée dans le Centre-Sud
des Etats-Unis et la sous population A.ll, retr@udans les régions montagneuses de

I'Ouest®® 1 Ces deux sous populations auraient évoluéeséépat en fonction de leur
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distribution géographique caractérisée par desshétedes vecteurs appartenant a des
especes différentes.

Enfin, I'analyse de la séquence génomique de lahsol. novicidaU112 a montré
une identité de 97,8% avec la soucdhetularensissubsp.holarctica LVS (Live Vaccine
Strain) et de 98,1% avec la sou¢hdularensissubsptularensisSCHU S4%. Les génomes
des souches SCHU S4 et LVS contiennent plus deszdungliquées par rapport au génome
de la souche U112. Des séquences d’insertion énniges en évidence dans le génome de
la souche U112. Cependant, ce dernier a subi nd@ngarrangements chromosomiques et

seulement 1% de ses genes sont mutés.

Jusqu’a présent, ces analyses ont révélé un noeaonservation important entre les
génomes des différentes espéces-tancisella malgré leurs différences phénotypiques,
leurs différences de virulence et leur large distibn géographigue. Cette conservation
importante est probablement due au caractére @iluéaire des bactérie¥. Les génomes
des souches appartenant aux sous-espataensis et holarctica contiennent beaucoup
plus de genes mutés, ce qui provoque linterruptiennombreuses voies métaboliques,
comparativement au génome Be novicida faiblement pathogene pour I'Homme. Une
corrélation entre la perte de [linformation géneéq due aux réarrangements
chromosomiques et la présence de séquences damsartiéja été démontré chez certaines
bactéries pathogénes, commersinia pestis®®, Bordetella **, Burkholderia > et
Mycobacterium leprae®. Ces phénomeénes de recombinaison sont caracigestides
pathogenes virulents ou émergents lors de proceadaptation. L'interruption des voies
meétaboliques rend ces organismes peu résistants lGanvironnement, mais les rend
extrémement bien adaptés a leur héte dans lequteires fonctions métaboliques ne sont
pas indispensableszrancisella tularensissemble s’étre adaptée en perdant des génes
nécessaires a son métabolisme et en dupliquanpantie de ses génes de pathogénicité

nécessaires a I'expression de sa virulence et @@acsurvie chez I'héte.
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PARTIE Il —LA TULAREMIE

| - Epidémiologie

| - 1. La tularémie a travers le monde

Apres sa premiere description en 1911 chez lesetosglans le Comté de Tulare, la
maladie a été diagnostiquée dans d’autres régiwmsahde, ou de nombreuses études ont
tenté de déterminer le cycle épidémiologique dbdetérie. Une des caractéristiques de
Francisella tularensisréside dans sa capacité a infecter une grandété&aianimaux
terrestres et aquatiques, laquelle facilite saédmgsation dans I'environnement. La
maladie touche particulierement les lagomorphdesetongeurs sauvages. Les ruminants
et les carnivores ont également été identifiés cerhdtes de la bactérié *® Parmi les
arthropodes, certaines espéeces de tiguesiflag Dermacentoy, de taonsTabanidag et
de moustiquesAedes Culex Anopheles sont susceptibles d’étre infectées et de jouer le
réle de vecteur de la maladie. Seuls les rongeutesetiques sont considérés comme
réservoirs de la bactérie. Les lapins et les legant des vecteurs, mais ne constituent pas
un réservoir dans la mesure ou ils ne peuventgasgx seuls, maintenir une population de

e° Linfection chez I'Homme est accidentelle : la

bactéries et un cycle épidémiologici
contamination peut se produire essentiellementcpatact cutané (manipulation d’un
animal malade ou mort) ou par piqlre d’arthropoaesis également par inhalation de
poussieres ou débris végétaux et par ingestiorudtia fruits ou de légumes contaminés.
Cette maladie touche plus fréquemment les chasdearforestiers et les cultivateuts

60, 1 nhour lesquels elle constitue une maladie professit® Aucune transmission
interhumaine n’a été décrite.

Les cas humains de tularémie présentent une répartmondiale irréguliere
(Figure 3. La maladie a essentiellement été décrite ddmgsrniisphere Nord, un seul cas
d'infection ayant été constaté en Austrafie Les deux principales sous-espéces
responsables des infections sont la sous-espkrensis localisée en Amérique du Nord,
et la sous-espécholarctica rencontrée dans tout 'hémisphére Nord. La sepeee
mediasiaticaet F. novicidasont peu fréquemment associées a des infectiomsihas,
méme si des isolats déesigmassicidalike ont été identifiés comme agents étiologigdes

maladies sévere€' ° © Bien que I'espécehilomiragia ne soit pas considérée comme
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pathogéne pour I'Homme, quelques cas d’infectioppodunistes ont été constatés

essentiellement aux Etats-Urni& 547

Figure 2. Distribution mondiale des cas d'infectios causées par les sous-espetdarensiset

holarctica (M), holarctica (), mediasiatica(ll) et par F. novicida (H) *®

Aux Etats-Unis, les lapins de I'espéSylvilagus extrémement sensible a cette
bactérie ont souvent été associés a la transmidsitentularémie & ’'Homme, tout comme
les tiques et la mouche du ce@hfysops discalls vecteurs principaux de la sous-espéce
tularensis®’. Entre 1914 et 1945, 14 000 cas humains ont égnseés® avec un pic de
2 291 cas en 1939.

En Europe Centrale, le lievre constitue le vectprincipal de la sous-espéce
holarctica, mais la bactérie a également été retrouvée ciemréuil, le lapin et le
campagnol. Dans des régions traversées par deseauis des étangs, des lacs et des
rivieres, les infections dues a la sous-espgeatarcticaont eté associées aux moustiques
et aux mammiféres aquatiques, comme le rat musgeastor et le rat d’eau.

En Europe de I'Est, des cas cliniques ont régufierg été décrits en Russie, au
Kazakhstan et au Turkménistan. En Russie, les nesuehles moustiques, notamment la
mouche du cerf, jouent un réle important dansdagmission de la maladie.

En Europe de I'Ouest, la maladie se propage rareraefHomme. Une seule
épidémie, probablement consécutive a une impontatie lievres sauvages, a été

enregistrée en Espagne en 1990° En France, depuis 2003, une trentaine de cas sont
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décrits en moyenne chaque année. En Scandinaviealkdie est également préséhte
En effet, la Suede, particulierement affectée paularémie, enregistre depuis 1931, des
centaines de cas chaque anffédAinsi, plus de 300 cas annuels ont été enregisné
1953, en 1967, en 1970, en 1981, en 2000 et en &@03698 cas d'infectiord

La maladie est également présente dans le Nora @aihe’ et au Japor?.

Le mode de contamination des insectes piqueurst ese jour pas connu.
L’hypothése retenue est une contamination a uredtadaire par de I'eau souillée par les
excréments des castors et des rats musqués inf&ttdsa bactérie libérée dans
I'environnement pourrait survivre trois mois daasbue ou dans I'ed. Ce phénoméne

est probablement lié & la capacité de la bactériteéter les amibeS" "

La grande diversité des hétes, I'étendue de lestrildution et I'irrégularité de leur
répartition en zones endémiques rend complexedétpidémiologique des différentes
sous-especes derancisella tularensisPar ailleurs, 'émergence et la persistance de la
maladie semblent dépendre des changements clireatiqui conditionnent I'évolution
des espéeces. L'émergence de la maladie varie égateen fonction de l'activité
humaine. L’exode rural engendrant I'essor des am@tations urbaines, ainsi que la
diminution des professions agricoles a certainernentribué a la diminution du nombre
de cas mondiaux de tularémie depuis les années. PaiOailleurs, l'importation de
produits dérivés d’animaux infectés est susceptitdagendrer I'émergence d'épidémies
comme cela a été le cas en Espagne dans les al8&sEnfin, les périodes de guerre
sont propices a I'émergence de la maladie : en geungendant la Seconde Guerre
Mondiale ou plus récemment, au Kosovo, la dégradaties conditions d’hygiene a
entrainé I'augmentation de la population des rorgjetia ainsi permis la propagation de
la bactérie’®.

| - 2. Surveillance de la tularémie humaine en Frace

En France, la tularémie est inscrite sur la ligte chaladies a déclaration obligatoire
depuis octobre 2002, afin de surveiller I'émergedeezones endémiques ou I'apparition
d’une nouvelle souche éventuellement liée a urisatibpn malveillante®®. Les cas sont
recensés a partir des fiches de déclaration obligatdressées a I'Institut de Veille

Sanitaire (InVS) et a partir des diagnostics réalipar le Centre National de Référence
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(CNR) de la tularémie. Pour chaque signalement, udgrmations cliniques et
biologiques sont recueillies par la Direction Déparentale des Affaires Sanitaires et
Sociales ou par I'InVS.

En France, entre 2002 et 2007, le nombre de caslat&mie n’excédait pas 50 par
an. Au cours du premier semestre 2008, 72 castértéelarésTableau J. Au cours des
six derniéres années, la zone géographique laqlehée a été le Grand Oudsig(re 3
avec plus de dix cas recensés dans les Deux-Sévlésdre-et-Loire et jusqu’a dix cas
recensés en Vendée, dans la Vienne et dans le Mtin@re. Pendant cette méme
période, moins de dix cas ont également été déctaré\lsace, dans la Meuse, en Isére et

dans le Tarn.

Tableau 7. Cas de tularémie humaine enregistrés enétropole francaise de 2002 a 2008 (d’'apres les

données de I'InVS)®
Années Nombres de cas enregistrés
2002-2003 25
2004 21
2005 23
2006 24
2007 a7
1° semestre 2008 72

Légende
Nombre de cas notifiés dans le département ]

Aucun cas I
1as5
6a10
>10

0 75 150 300 Kilometres |

Figure 3. Répartition géographique des cas sporadigs de tularémie humaine en métropole frangaise

par département de domicile -Octobre 2002 & mai 2008 (d'aprés les données m¢3) *°
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Il — La tularémie en clinique humaine

II-1. Manifestations cliniques

Chez 'Homme, la période d’incubation de la tulai@shure de trois a huit jours. La
maladie se manifeste par une fievre ondulante,frieons, une asthénie, des douleurs
articulaires, des céphalées et des vomissememtsstk différentes formes cliniques de la
maladie qui dépendent de la voie d’entrée de l#ébacdans I'organismeT@bleau $ *°.
La sous-espectularensisprovoque des formes sévéres avec un taux de éét#its a
15% en l'absence de traitement. La sous-espetarctica provoque des formes moins
séveéres avec un taux de létalité d’environ 1% aosince de traitemehnt

Tableau 8. Les différentes formes cliniques de lalkarémie *

Forme clinique Description

Forme la plus fréquente (80% des cas).
§ ) ) Transmission consécutive a un contact avec desaaminmfectés ou a une piqlre
Ulcéro-ganglionnaire ) o ) ) ) o i )
d’insecte. Ulcération au point d’inoculation degémt, associée a une adénopathie du

ganglion drainant.

Ganglionnaire Adénopathie régionale sans ulcére.

Forme rare (moins de 5% des cas).

Transmission consécutive a un contact de matécefgaminés avec la conjonctive
Oculo-ganglionnaire (éclaboussures, frottement avec des mains contas)inEésion unilatérale touchant la

paupiére inférieure. Conjonctivite purulente parfaiscompagnée d'un cedeme péri-

orbital et d’'une adénopathie satellite.

Forme peu fréquente.
} Transmission consécutive a lingestion d’alimentsntaminés (animaux malades,
Oro-pharyngée i . o ) ) 3
légumes souillés par des déjections d’animaux nealadAngine accompagnée d'une

adénopathie cervicale. Possibilité d’évolution varne forme digestive.

Forme rare.

o ) Consécutive a l'ingestion d'aliments ou d’'eau cornitei®. Gastro-entérite et toxémie.

igestive - . . . s . .

Lésions ulcéreuses du tube digestif accompagnéekénites cervicales, pharyngées et
mésentériques.

Typhoidique Forme septicémique trés peu fréqueat®ig consécutive a la forme digestive.

) Méningites, endocardites, péricardites, pleurésiésitonites, insuffisances rénales et

Atypiques L
hépatites.
Forme trés peu fréquente naturellement.

) Serait prépondérante dans le cas d'une utilisatagressive et intentionnelle.
Pulmonaire

Transmission consécutive a I'inhalation d’aérosBiseumonie avec toux seéche, dyspnée

et douleurs thoraciques. Pleurésie accompagnéémbadthies péri-hilaires.
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Il —2. Diagnostic de laboratoire

Dans le cadre d’examens bactériologiques, la méatipn directe des micro-
organismes présente un risque pour le personm&oeissite des équipements adaptés, tel
gu’'un laboratoire de niveau de sécurité biologicigNSB3) pour la sous-espece
tularensis(Arrété du 18/07/94)Pour ces raisons, le diagnostic sérologique esti¢mié

en routine.

Il — 2. 1. Diagnostic sérologique

Le diagnostic indirect de la maladie, basé suetderche d’anticorps spécifiques
dirigés contreFrancisella tularensis présente I'avantage d’étre moins risqué pour le
manipulateur car il évite la mise en culture desrmbrganismes. Il est réalisé en
premiére intention et permet de diagnostiquer lpria des cas en France (70 a 90%).
L’antigene est constitué d’'une suspensionFdencisella tularensisstabilisée avec du
phénol ou du formol (Becton Dickinson, Difco USAioReta ; Rép. Tcheque). Il peut
étre utilisé soit pour la réalisation d'un test dépistage sur lame ou pour la
détermination du titre d’anticorps en tube. Leslaygnes (IgM) apparaissent 10 jours
apres l'infection et atteignent leur titre maxinzal bout de deux mois. L'analyse est
réalisée sur deux échantillons de sérum: le pmenaie début de l'infection et le
deuxieme, trois semaines plus tard. Une augmentdtiditre d’'un facteur 4 confirme le
diagnostic®. Le diagnostic sérologique de&ancisellaest spécifique et présente trés
peu de réactions croisées et de faux positifes tests ELISA ont été développés a
partir de plusieurs antigén&$ ® dont le lipopolysaccharide d’une souche attérigse

F. tularensissubspholartica®, mais aucun test na été commercialisé.

Il — 2. 2. Diagnostic bactériologique

L’analyse bactériologique peut étre réalisée aimpde difféerents préléevements
pathologiques selon la forme clinique de la tulaeeri peut s’agir d’écouvillonnages
de lésions cutanées, de ponctions ou de biopsiegliganaires, d’expectorations, de
rincages pharyngés, de pus de conjonctive ou d’héhues. Les prélevements sont

analysés rapidement ou sont stockés & 4°C en analgse différéé",
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L’examen bactériologique direct des prélévememnisesacoloration de Gram, est
difficile compte tenu de la petite taille de la t&a@. La coloration de May-Grinwald
Giemsa est mieux adaptée a I'observation de l&kaan microscopie optiqgifé

L’isolement deF. tularensisconduit & un diagnostic de certitude. Néanmoias, s
réussite est conditionnée par la rapidité du tnagtet des prélévements et par la nature
des milieux de cultur€®. En pratique, les isolements, réalisés sur dessgélchocolat
enrichies avec de I'lsoVitale¥ (BD) ou du PolyViteX™ (Biomérieux, AES) sont
incubés et contrélés au minimum pendant 10 jolBE°€ en aérobiosE. Les colonies
peuvent apparaitre au bout de 48 heures. Les eslamr milieux liquides sont réalisées
avec des bouillons thioglycolate, coeur-cervella(BHeart Infusion) ou trypticase soja

complémentés avec 2% d’IsoVital8X

Les caracteres positifs d’orientation sont I'oxyelaggative, la catalase faiblement
positive, la nitrate réductase négative et |'uréasggative. Certaines galeries
commerciales, de type API (bioMérieux, Genéve), conduisent & de fausses
identifications de typeHaemophilus influenzaeou Actinobacillus spp.. Certains
caractéres biochimiques, dont la fermentation delomes sucres, la présence de
I'uréase et de I$-galactosidase, peuvent étre révélés a I'aide dgaierie AP NH
(bioMérieux, France). Depuis peu, lidentificati@m quelques heures est possible a
l'aide d’automates (Vitek-2et PhoeniX). L'agglutination sur lame ou en tube & I'aide
d’'un immun-sérum spécifiquement dirigé conEencisella tularensisconfirmera le
diagnostic (Difco - BDJ™.

Il — 2. 3. Diagnostic moléculaire
Les techniques de biologie moléculaire permetteénbtdnir rapidement une

identification présomptive de la bactérie a patérséquences spécifiques de son ADN
génomique. La principale méthode utilisée est &ctién en chaine de la polymérase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) qui peut étrdisésa directement sur des
échantillons biologiques infectés (écouvillonnames, biopsies), sans nécessité de mise
en culture préalable, avec une extraction d’ADN cadée. Elle permet de cibler
spécifiguement lI'agent infectieux recherché, présenfaible quantité parfois dans un
milieu complexe poly-contaminé. Compte tenu de ldtuce fastidieuse et de la

pathogénicité dé&rancisella tularensisles méthodes d’identification moléculaires sont
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particulierement adaptées a cette bactérie, pueiga’évitent la manipulation directe de
cultures bactériennes. Toutefois, leur utilisa@onroutine est limitée en raison de leurs
colts éleves et des probléemes liées a la standaodisdes techniques entre les

laboratoires.

Plusieurs marqueurs génétigues ont été caract@tigiegmettent d’identifier et de
discriminer les especes du gemrancisella(Tableau %t Tableau 19 Les cibles pour
l'identification du genreFrancisella sont les gene$opA ou tul4, qui encodent des
protéines membranairé$™®® le géne qui code pour une protéine de 23RDat la
séquence d'insertiofSFtu2 *. Les cibles pour la discrimination des espéces Bon
séquence Ft-M18" ** |a séquence d'insertioiBFtu2®, le génepdpD *° et la région
RD1%

Des études cliniques ont montré I'intérét de la R©ORBr le diagnostic des formes
ulcéro-ganglionnaire, oro-pharyngée et oculo-gamgiaire de la maladi&” % 9710
L'utilisation de PCR multiplexe pour la détectiommsltanée d’agents du risque
biologique, présents dans un méme échantillon, Baricisella tularensisa également

été décritg® 1%

Tableau 9. Marqueurs chromosomiques permettant la étection moléculaire du genre

Francisellapar PCR &

Marqueurs ) o o
) F. tularensis F. novicida Référence
chromosomiques

tularensis holarctica  mediasiatica

ISFtu2 + + + + 93
23kDa + + + + 92
tul4 (17kDa) + + + + 91
fopA + + + + 103
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Tableau 10. Marqueurs chromosomiques permettant ldiscrimination des espéces du genre

Francisellapar PCR %
Marqueurs chromosomiques Taille du produit PCR (paires de bases)
F. tularensis F. novicida F. philomiragia

tularensis holarctica mediasiatica

Ft-M19>* 250 220 - 250 -
ISFtu2® 390 1249 nt nt nt
pdpD-2 %° 136 - nt 280 nt
RD1> 1522 924 1453 3322 nt

nt:

pas d'amplification
non testé
Une analyse basée sur I'amplification de courtepiedces génomiques repétées
(VNTR — Variable Number Tandem Repeat ou MLVA — Nple-Locus Variable
number tandem repeat Analysis) permet de discrimageisolats en fonction de leur
origine et ainsi d’améliorer les recherches épiddogiques®. Cette analyse est basée
sur la présence de 25 régions répétées sur le géderrancisella Le nombre de
répétitions et leur position sur le génome var@nfonction de la souche.
Des études épidémiologiques moléculaires sont ggaiepossibles en réalisant, a
partir de ’ADN génomique, des profils de macrorietibn d’isolats par électrophorese
en champs pulsés.

I —3. Traitements

Il — 3. 1. Traitements prophylactique et curatif

Malgré les efforts destinés a améliorer la priselearge thérapeutique, I'issue de
la tularémie causée pdfrancisella tularensis peut étre fatale ou conduire a des
complications et a de longues périodes de conwabesc Actuellement, il N’y a pas de
vaccin disponible contre la tularémie ; un traitemantibiotique précoce et approprié

est donc essenti&l”

Francisella tularensigst sensiblén vitro a de nombreux antibiotiques comme les
aminosides (streptomycine, gentamicine) utilisésohiquement dans le traitement de la
tularémie. Actuellement, les fluoroquinolones teltpie la ciprofloxacine, I'ofloxacine

ou la lévofloxacine, sont utilisées en traitemeatptemiére intention. Le traitement
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dure de 10 a 14 jours, mais peut étre prolongésupis jusqu’a la disparition de la
réaction ganglionnaire.

On distingue le traitement antibiotique prophylqoé post-exposition destiné aux
patients ayant pu étre exposél.dularensiset le traitement antibiotique curatif destiné

aux patients atteints de la tularémie.

Le Tableau 1lprésente les posologies des principaux antibiesqecommandées

pour le traitement prophylactique de la tularémsidn TAFSSAPS).

Tableau 11. Antibiotiques et posologies utilisés po le traitement prophylactique

Antibiotiques Posologies

} _ Adulte : 1g/ jour en 2 prises
Ciprofloxacine ) ) )
Enfant moins de 15 ans : 20 a 30 mg / kg / jou2 enises

Ofloxacine 800 mg / jour en 2 prises

Lévofloxacine 500 mg / jour en 1 prise
Adulte : 200 mg / 24h en 2 prises
Enfant moins de 15 ans : 4 mg / kg / jour en 2egris

Doxycycliné

traitement alternatif

Le traitement curatif est donné par voie intravesee aux mémes doses que le
traitement prophylactique, puis est relayé parrdgtementper os lorsque I'état du
patient le permet.

Francisella tularensisne présente pas de résistance naturelle aux @igioes
utilisés en thérapeutique, tels que les aminoglgess la tétracycline, le
chloramphenicol et les quinolones. Cependant, edie naturellement résistante aux
pénicillines et aux céphalosporinds 4% 1% 19 Certaines souches isolées en Europe

présentent également une résistance a I'érythraraywn utilisée en thérapeutique.

Il — 3. 2. Traitement préventif : la vaccination
Au début du XX™ sciécle, devant I'incidence de la maladie, enigaier aux
Etats-Unis et en Union Soviétique, les études podéveloppement d’un vaccin contre

la tularémie ont commencé dés le début des reckershrFrancisella Des travaux
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conduits au cours des années 1930 et 1940 en UBamietique ont permis de
développer des vaccins a partir de bactéries v@gaatténuées, lesquels semblaient
fournir une protection efficace contre la malatfié Les premiéres vaccinations chez
I'homme ont été réalisées en 1942 & partir d’uneclse atténuée non virulent&®
fournissant alors une protection contre I'agenedtifux pendant une période de six
mois aprés vaccination. Aprés son emploi sur plusianilliers d’individus, cette
souche a été perdue. Ultérieurement, I'efficacaéhlisieurs souches atténuées, dont la
« souche 15 » a été évaluée. La vaccination dep@&€bnnes situées dans une zone
endémique a permis de diminuer le taux d'infectdtans cette région de 4,3% a
0,36%"%,

En Russie, plus de 60 millions d’individus ont @m@munisés, entre les années
1946 et 1960, grace a des vaccins vivants attéfiié€En 1949, les scientifiques
sovietiques recommandaient un rappel annuel, poigappel tous les 5 ans, afin
d'assurer une protection efficace contre la maldli€En 1956, I'un de ces vaccins
vivants atténués a été exporté aux Etats-Unis. fdisela bactérie isolée, elle a été
dénommée Francisella tularensis subsp. holarctica LVS pour «Live Vaccine
Strain $*°. L'évaluation de son efficacité a montré que laicke LVS diminuait
l'incidence de la tularémie acquise par voie regpire mais n'avait pas d’effet sur la
tularémie ulcéro-ganglionnairé"

La souche LVS, ainsi que dautres souches atténumds été utilisées pour
immuniser des groupes d'individus a risque, commepérsonnel de laboratoire.
Néanmoins, la souche LVS n’a jamais obtenu de dieepar I'’Administration
Américaine des Denrées Alimentaires et des MeédiogsngFood and Drug
Administration - FDA), seule habilitée a autoriséea commercialisation des
médicaments sur le territoire des Etats-Unis d’Aqué. En effet, la souche LVS ne
protége pas tous les individus vaccinés, son héstst incertaine et les mutations ayant
conduit & son atténuation sont inconnd&sEn outre, il semble que dans certaines
conditions, la culture de la souche LVS puisse oorda I'obtention d’'un variant

faiblement immunogeéng®.
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CHAPITRE Il

Les mécanismes de virulence derancisella tularensis

Introduction

Francisella tularensigst une bactérie intracellulaire facultative cdpale coloniser les
cellules eucaryotes de I'h6te, comme les macroghagkes polynucléaires neutrophiles, mais
aussi d’autres cellules non phagocytaires, telleslgs hépatocytes et les cellules épithéliales
alvéolaires***** De nombreuses études ont permis d'identifierggees clés impliqués dans
la survie intracellulaire de la bactérie. Leurs ations ont souvent été corrélées a une perte,
ou a une atténuation, de la virulence de la bacthez la souris. Cependant, les fonctions
exactes de ces génes ne sont pas clairement @sa@tiées mécanismes moléculaires mis en
ceuvre par la bactérie dans la cellule infectée mahconnus.

Comme chez de nombreux pathogénes intracellulaiets,queCoxiella burnetti*'®,
Legionella pneumophild*® ou Listeria monocytogenes$'’, la virulence deFrancisella
tularensisrepose sur sa capacité a survivre et a se mattigiins les cellules phagocytaires.
Elle empéche la formation du phagolysosome, s’@obaje la vacuole phagosomale, puis
atteint le cytoplasme dans lequel les conditiomg poopices a sa croissance. Le passage dans
le cytoplasme est une étape essentielle a I'exipresde la virulence dd-rancisella

tularensis

L’objectif de ce chapitre est d’introduire la préme étude de la thése consacrée a
I'évaluation du réle de la phosphatase acide AcpAsdla virulence d€. tularensissubsp.
tularensis Apres un rappel sur les principaux mécanismedigugs dans la réponse des
cellules phagocytaires aux infections bactérienteedevenir de-rancisella tularensidans

les macrophages sera présenté. Par la suite fleedls structuraux ou génomiques identifiés
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jusqu’a présent pour leur implication dans la @arge intracellulaire ou dans la virulence de

la bactérie, seront successivement évoqués.

| — Réponse des cellules phagocytaires aux infegt®bactériennes

| — 1. Généralités

La réponse immunitaire innée regroupe un ensenbdlmécanismes de défense non
spécifiques contre les pathogenes déployé parel'imtnédiatement ou quelques heures
apres I'exposition a un antigéne. Ces mécanismegfdmse sont mis en ceuvre notamment
dans les cellules phagocytaires, comme les macgeghet les polynucléaires neutrophiles.
Ces derniers représentent la proportion la plusortapte des leucocytes (65%) et
constituent la premiére ligne de défense contreirigasions bactériennes. Leur action
bactéricide est plus efficace que celle des maawesdy du fait d’'une dégranulation plus
rapide et de la présence d’enzymes lysosomalesfigpés™*®.

L’activation des cellules phagocytaires est dédiéewia des récepteurs spécifiques
qui reconnaissent un ensemble de structures memobs conservées, tels que le
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries a Guégatif ou les acides téichoiques chez
les bactéries a Gram positif. Les récepteurs sopelas « Pattern Recognition Receptors »
(PRRs) et les structures bactériennes reconnues reonmeées « Pathogen Associated
Molecular Patterns » (PAMPSs). Parmi les PRRs, idtedes récepteurs « Toll-like » (TLR),
dont le TLR2 et le TLR4 qui reconnaissent, entreemuet respectivement, les lipopeptides
bactériens (BPL) et le LPS®. L'activation des récepteurs PRRs déclenche desades de
réactions enzymatiques intracellulaires conduisanta production de cytokines pro
inflammatoires et a la phagocytose.

La production de cytokines pro inflammatoires, tple le facteur de nécrose tumorale
(Tumor Necrosis Factar - TNFa) et les interleukines 1 et 6 (IL-1, IL-6) stimugeréaction
inflammatoire et la réponse immunitaire spécifiqéggure 4. Elle résulte en partie de
I'activation des voies du facteur transcriptiondt-kB et des protéines kinase activées par

les mitogenes (Mitogen Activated Protein Kinas&$AP Kinases).
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Bactérie

Macrophage

PAMP

Polymérisation de I'actine
- Formation de pseudopodes et du phagosome
Maturation du phagosome (fusion du phagosome a
les endosomes précoces, tardifs et avec le lysgsome
- Activation du stress oxydatif dans le phagosome

\ 4

Cascades enzymatiques
impliquant les voies des
MAP Kinases et du NikB

(/\ F;r/oduction de cytokines pro inflammatoires
IL-12 IL-1 IL-6 TNFo IFNB

L |
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Y Y Y

M

Augmentation du Stimulation de la réponse - Augmentation du stress oxydati Activation de l'inflammasome
stress oxydatif immunitaire spécifique - Augmentation de la cytotoxicité et mort cellulaire

- Stimulation de la phagocytose

Figure 4. Principaux mécanismes induits lors de letivation du macrophage par un pathogénePRR,
Pattern Recognition Receptors ; PAMP, Pathogen datatl Molecular Patterns; TLR, Toll-Like Receptak,
Interleukine ; TNRE, Tumor Necrosis Facton ; IFN, interféron ; NK, lymphocytes T Natural kil

cytotoxiques ; MAP Kinases, Mitogen Activated Prot€inases.

hY

Suite a la phagocytose, la maturation du phagosenimine la destruction des
bactéries. Deux principaux mécanismes interviennémfproduction de dérivés oxygénés
(Reactive Oxygen Species - RO$g le déclenchement du stress oxydant, aussi dénommée
flambée respiratoire (respiratory burst) et la fdt®n d’enzymes bactéricides ou de
peptides cytotoxiques provenant des lysosatifes

Dans le macrophage, la maturation du phagosometalgbar une acidification
importante consécutive a l'incorporation dans lambene de pompes a protons. La
composition du milieu interne du phagosome est imsunodifiee par des interactions

successives entre ce dernier et des endosomesceséades endosomes tardifs et des
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lysosomes jusqu’a former le phagolysosome. Dardeceier, les molécules oxydantes, les
peptides antibactériens et les hydrolases acidesdynales conduiront a la destruction de la
bactérie'?1?® Chaque étape de fusion avec les endosomes oulewdgsosomes est

induite et caractérisée par le recrutement de neamguspécifigues a la surface des

endosome&* 125

| — 2. La NADPH oxydase et production de deérivés ggeéeneés

L’activation des PRRs par les PAMPs déclenche kesst oxydant dans les
macrophages et dans les polynucléaires neutropleilegosinophiles. Ce phénoméne
caractérisé par une consommation importante d'axgggt de glucose par la cellul®

conduit a la production rapide d’especes réactieekoxygene.

Il 'y a principalement quatre enzymes qui sont iopdes dans ce mécanisme
oxydatif*?°: la Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphatgdase (NADPH oxydase),

la superoxyde dismutase, la myéloperoxydase él@synthasesHigure 5.

Shunt HMF NO svnthas
+ |

NO ——»  ONOy"

NADP* 0,
NADPH 0O, ||- Environnement
@ | mvéloperoxvdas bactéricide

+CI

Molécules chlorée

Figure 5. Réactions enzymatiques impliquées dans laroduction de dérivés oxygénés au cours du
stress oxydant dans les cellules phagocytairdsa NADPH-oxydase est activée par le shunt des leexos
monophosphates (HMP) et catalyse la transformadienl’oxygéne (@ en ion superoxyde (© en
présence de NADPH. La superoxyde dismutase (SOf2)ysa la production de peroxyde d’hydrogéne
(H,O,) a partir de l'ion superoxyde. La myéloperoxydé@s#O) catalyse la transformation du peroxyde
d’hydrogene et des ions chlorures J@&n especes chlorées oxydantes (ion hypochlo@k~ chlorures
d’amines). Les NO synthases catalysent la formatiermonoxyde d'azote (NO), lequel agit avec I'ion

superoxyde pour former le péroxynitrite (OND
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La NADPH oxydase est I'élément clé de la productdmn I'ion superoxyde. Son
activation nécessite I'assemblage de différentes-smités réparties dans le cytoplasme et
dans la membrane cellulaire. Le flavocytochromgg bst un hétérodimere formé de deux
glycoprotéines (gp9dhox gp2hoX et la protéine G RaplA qui sont situés dans la
membrane cytoplasmique. Lors de [l'activation deckllule, les protéines pprRox
p47phox p4@hox et Rac2 localisées dans le cytoplasme sont gmsuters la membrane

127

cytoplasmique, ou elles s’associent au flavocytoete ksg = (Figure §. Le recrutement

des protéinephoxnécessite la phosphorylation de pd@xpar la protéine kinase 8" 128

Le lieu de production de l'ion superoxyde dépendadeature de la stimulation des
cellules phagocytaires. Une stimulation par desmdes solubles induit I'assemblage de la
NADPH oxydase dans la membrane cytoplasmique etpup@uction d’ion superoxyde a
I'extérieur de la cellule. Des patrticules, tellasgedes bactéries, induisent la formation de
'enzyme dans la membrane du phagosome et une gfodude molécules oxydantes a
lintérieur de celui-cit***3!

Les protéines du complément et Egormyl méthionyl peptides, tel que M:formyl-
méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP), font part@es stimulants solubles. Les fMLP
correspondent a la partie N-terminale de protébsedériennes et sont couramment utilisés
afin d’activer expérimentalement le stress oxyddamtmacrophages ou de polynucléaires
neutrophiles en culturé® **3(Figure .

Le phorbol myristate acétate (PMA), analogue stmattdu DAG, permet également
de déclencher expérimentalement la flambée respiedf* **en activant directement la
NADPH oxydasevia la protéine kinase C et sans passer par la voigoant le
phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (BIRet le phosphatidylinositol 1,4,5-triphophate
(IP3).
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fMLPR NADPH oxydase

Figure 6. Mécanisme d'activation de la NADPH oxydas par le N-formyl-méthionyl-leucyl-
phénylalanine (fMLP). L’activation des récepteurs du fMLP (fMLPR) deslalels phagocytaires active une
phospholipase C (PLC)yia une protéine G (G). La phospholipase C catalysdrdasformation du
phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (RIPen phosphatidylinositol 1,4,5-triphophate JjIPet en
diacylglycérol (DAG). Le DAG conduit a I'activatiode la protéine kinase C (PKC), impliquée dans la
phosphorylation de pghoxet de p4@hox nécessaire a I'activation de la NADPH oxydase lat groduction

des ions superoxydé®.

Il — Le devenir deFrancisella tularensisdans le macrophage

De nombreuses études ont été menées afin de mieogrendre les interactions entre
les cellules phagocytaires [t tularensisau cours de linfectiot®® '3’ La majorité d’entre
elles ont été réalisées a partir de cultures eeétkd de macrophages, lesquels constituent la
niche principale de la bactérim vivo **”. Ainsi, les différentes étapes de linfection
intracellulaire parF. tularensiscommencent a étre connues, méme si les mécanismes
moléculaires sont encore mal compris.

La phagocytose dE. tularensispar les macrophages est induite par des détertsinan
bactériens de nature hydrocarbonée (LPS, compodangscapsule...) qui interagissent avec
les récepteurs présents a la surface de la cellifdection de macrophages en culture est
facilitée par la présence de sérum frais contedestfacteurs du complémént’ **® Elle est

en partie dépendante de I'opsonisation de la biagtér le facteur C3gure 7.
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Figure 7. Phagocytose derancisella tularensissubsp.holarctica LVS pré-opsonisée avec 10% de sérum frais

humain par des macrophages dérivés de monocytesimsiit.

L'implication des opsonines dans la phagocytose-déularensisest caractéristique
d’'un mécanisme de capture passif « zipper mechaniste dernier, décrit notamment chez
Listeria monocytogend&igure §, est caractérisé par une interaction forte deg@adhésines
ou les opsonines présentes a la surface de larieaetdes récepteurs présents a la surface du
macrophage. Au cours de ce mécanisme, un réarramgjenodéré du cytosquelette conduit a

la formation de petits pseudopodes serrés autolar loectérie->.

Figure 8. Phagocytose deisteria monocytogenepar les macrophages J774%.

Clemens et collaborateurs ont montré duetularensisétait entourée par de larges
pseudopodes formant des boucles asymétriques deula phagocytos&®® (Figure 7. La
formation de larges pseudopodes est généralemémifigne d’'un mécanisme actif de
pénétration dans le macrophage appelé « triggehamésm ». Ce dernier, caractérisé par un
réarrangement important du cytosquelette de lailleglb été décrit che3higella flexneri

chezSalmonella typhimuriurtt® et chez_egionella pneumophil&* (Figure 9.
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138

Figure 9. Phagocytose d&almonella entericaserovar typhimurium (A) **, de Shigella flexneri(B) **® et de

Legionella pneumophild*! par des macrophages dérivés de monocytes humains.

D’aprés ces difféerentes études, les facteurs im@lgqdans le mécanisme de
phagocytose d€. tularensispar le macrophage ne sont pas encore bien défitakgre le
réle important joué par les opsonines du séruns faai cours de la capture de la bactérie, il
n'est pas exclu que des protéines effectrices qupk dans le réarrangement du cytosquelette
et dans la pénétration active de la bactérie stiansloquées dans la cellule héte a I'aide de
systemes de sécrétions bactériennes de types INV,ocomme c’est la cas ch&almonella

entericg Shigella flexnerbu Legionella pneumophil&®.

Plusieurs mécanismes de défense développéBrpacisella afin de survivre dans le
macrophage ont été caractérisés. La bactérie ifipeoduction d’ions superoxydes par les
cellules phagocytaire$? et empéche I'assemblage de la NADPH oxydd3d.a maturation
des phagosomes contenant la bactérie est incompddie est interrompue apres la fusion
avec les endosomes tardifs' **4 lesquels ne fusionnent pas avec les lysosomemrés
Chon et collaborateur$”®, I'acidification des endosomes précoces induiteitpression, ou
I'activation, de facteurs bactériens nécessairts raipture de la membrane du phagosome,
cette derniére engendrant une augmentation du piHtérieur de la vacuole, une perte des
marqueurs endosomad¥ et la libération de la bactérie dans le cytoplasimenacrophage.

144 et inhibe la production de

Dans le cytoplasme, la bactérie se multiplieggre 10
cytokines pro inflammatoires par le macrophage dtinl, le TNFa, I'lL-6 et I'lL-12 4

147 Les mécanismes impliqués dans cette inhibitiart swal connus : ils seraient consécutifs
a un blocage des voies de signalisation duxRFet des MAP kinases lorsque la bactérie est

présente dans le cytoplasme.
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Figure 10. Infection de macrophage de souris J774A par Francisella tularensissubsp.holarctica LVS.

Présence de nombreuses bactéries dans le cytoptesiaeellule*.

Francisella tularensigdéclenche ensuite la mort programmée de la cellldgpoptose
est un mécanisme de mort cellulaire naturelle quiprovoque pas d’inflammation, état
caractérisé par la formation de vacuoles apoptesiqui seront a leur tour phagocytées. Deux
mécanismes induits p&rancisella tularensigonduisant & I'apotose ont été déctits’*’: le
premier implique la voie intrinséque de I'apotoseactérisée entre autres par I'activation des
caspases 3 et 9 ; le deuxieme implique la voigrflammasome caractérisée par I'activation
de la caspase 1 et par la production de cytokingisffammatoires IL-B et I'lL18. D’aprés
une revue récente, la mort provoquée par I'activiatie I'inflammasome ne correspond pas a
un mécanisme d’apoptose mais de pyroptd&eContrairement & I'apoptose, la pyropotose
est un mécanisme de mort inflammatoire, carace&rigar la production de cytokines
proinflammatoires et par un rejet de la bactétiexaérieur de la cellule.

Les facteurs impliqués dans l'activation de cesxdaies de mort cellulaire ne sont pas
encore définis. Dans les deux cas, le déclenchedest@ mort programmée de la cellule est
conditionné par la présence de la bactérie dansyteplasme, puisque les cellules

phagocytaires infectées par des mutants séquektnssles phagosomes survivétit 149 5

152

D’aprés ces données, il est probable que I'apopdasmacrophage soit bénéfique a la
bactérie. En effet, ce mécanisme ne déclenche @aSadtion inflammatoire, la formation de
vacuoles apoptotiques renfermant la bactérie etindes initialement a étre phagocytées
facilite la dissémination de la bactérie dans latses cellules phagocytaire&.contrarig le

mécanisme de mort cellulaire consécutive a I'atitvade I'inflammasome est probablement
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bénéfique a I'hdte. En effet, ce mécanisme déckentte réaction inflammatoire qui conduit
a une mort rapide du macrophage et au rejet dadgétie qui 'expose au milieu extérieur et
aux défenses de I'hdte. En outre, Weiss et colitbars ont récement suggéré que la bactérie
serait capable de retarder l'activation de l'inframsome, et consécutivement la mort de la

cellule ainsi que la stimulation du systéme immairgt*>3

Il — Role des polynucléaires neutrophiles

Peu d’études ont été réalisées sur les polynuekaieutrophiles. Pourtant, ces derniers
ont malgré tout un rdéle important dans la répomdl@rmmatoire au cours de la phase aigte
des infections bactérienné¥'; certains pathogénes bactériens du macrophagedétmits
par les polynucléaires neutrophiles, comigeria monocytogenes®, Shigella flexneri*>®
157 ou Mycobacterium tuberculosfs®

Le réle des polynucléaires neutrophiles dans lards de I'h6te contre la tularémie est
controversé. Sjostedt et collaborateurs ont dérdoatmpartir de souris infectées par voie
intradermique ou par voie intraveineuse que cdaleslétaient essentielles pour la défense de
I'héte contre une infection pé. tularensissubspholarctica LVS **°. Tandis que, Conlan et
collaborateur$® ont, quant & eux, montré & partir de souris iéesavec cette méme souche
par voie respiratoire, que les polynucléaires rogiiites n’étaient pas essentiels a la défense
de I'hdte contre la maladie. Plus récemment, Lirdget collaborateur®® ont montré avec
cette méme bactérie inoculée a des souris parivaglermique que la production d’especes
réactives d’oxygene et d’espéces réactives detkaziait essentielle pour la défense de I'héte
contre I'infection.

D’aprés ces données, la nature des cellules resrugst différente selon la voie
d’inoculation deF. tularensissubsp.holarctica LVS. Les polynucléaires neutrophiles, dont
les défenses antibactériennes reposent sur la gfodud’espéces réactives de I'oxygéne,
jouent probablement un rdle important dans la pesecharge de l'infection par voie
intradermique et intraveineuse avec cette bactgrés ne semblent pas étre impliqués dans

le contréle de I'infection par voie respiratoire.

Par ailleurs, Hall et collaborateut® ont démontré en 2008 que la nature des cellules
phagocytaires recrutées dans les poumons de saprés une infection par inhalation, était
différente entreF. novicida et I'espéceF. tularensis (subsp. holarctica LVS et subsp.

tularensis SCHU S4) : F. novicida recrute et infecte de maniere plus importante les
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polynucléaires neutrophiles comparativement auxclsesi de |'especd-. tularensis et
F. novicida Cette caractéristique die novicidapourrait étre liée a la nature de son LPS, dont
les propriétés immuno-stimulatrices induiraientraaorutement important des polynucléaires

neutrophiles contrairement au LPSRidularensis-®®

IV — Les facteurs de virulencede Francisella tularensis

IV — 1. La capsule

Francisella tularensigosséde une capsule de nature polysaccharidiqua protege
de I'effet bactéricide du sérumt* ** 1% (Figure 1). Les déterminants bactériens de la
capsule sont impliqués dans lactivation du macageh'® Il a été montré que
'augmentation de la taille de la capsule de lackeu_VS, par des cultures successives sur
le milieu de Chamberlain, était associée a une auatation de la virulence de la bactérie
chez la souris®® et des données récentes suggeérent que la syrdeéke capsule soit
réprimée dans le macrophad®&. Cependant, aucune étude vraiment détaillée sur la
composition de la capsule ou sur la régulation alsysthésen vivo ou in vitro n'a été

réalisée.

T4

Figure 11. Francisella tularensis subsp. holarctica 061/00 en microscopie électronique a transmission
Grossissement x 100K ; la fleche pointe la capdelda bactérie (Service de microscopie du CRSMG-
Gentilhomme, MC Valade).

58



CHAPITREIII Les mécanismes de virulenceF@ncisella tularensis

IV — 2. Le lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide (LPS) est une endotoxinenetamposant essentiel de la paroi
des bactéries a Gram neégatif. Il fait partie desMPA et active le macrophage par
interaction avec les récepteurs TLR2

Contrairement aux autres bactéries a Gram nédmtifPS deFrancisella tularensis
n'est pas endotoxique et n'active pas les cellviesles récepteurs TLR4. Il induit la
production d’lIL-1 et de TN&, dans les macrophages murins, a un niveau 1 080 fo
inférieur & celui induit par le LPSE: coli *°* 1719 Des études récentes ont identifié des
différences structurales entre le LPSEd'coli et celui deFrancisella qui pourraient
expliquer la faible bioactivité de ce derntét *"

Les antigenes O du LPS de tularensissubsp.tularensiset F. tularensissubsp.
holarctica sont identiques, mais I'antigéne O du LPSFdeovicidaest différent """ ce
qui implique des propriétés antigéniques différemetre ces especes.

L’antigéne O est impliqué dans la survie intradalhe et dans la virulence chez la
souris deF. novicidaet de la souche LV&®'"® Son role varie selon les espéces : il est
impliqué dans la résistance Benovicidacontre I'effet bactéricide du sérum, mais joue un
réle dans la survie intracellulaire de la sous-espéarensis’’® 172

Le LPS deFrancisella subit des variations de phase modulées par la ségue
d’insertion ISFtul Ces variations de phases sont caractériseesngamodification de la
structure de l'antigéne O, qui affecte les proggéantigéniques du LPS, et par une
modification de la structure du lipide A, qui madifa production de monoxyde d’azote par
les macrophages. Ainsi, les variations de phase&R# deFrancisella influent sur la

croissance et la survie de la bactérie dans leaphage'®*1%2

IV — 3. L'ilét de pathogénicité deFrancisella tularensis

Par analyse de la séquence génomique de la so@ttld S4, Nano et collaborateurs
ont identifié un 1lot de pathogénicité porteur dengs impliqués dans la croissance
intracellulaire et dans la virulence de la bactéfie Cette région, nommée FPI pour
« Francisella Pathogenicity Island », est constituée de 25 gehgwésente une taille de
33,9 kb Figure 13. Cet ilot, trés conservé d’'une espece a l'awdse,présent en double
copie sur le génome de tularensiset en simple copie sur le génomeRdeovicida’®® La
régulation des génes de I'flot est régie par anmbis régulateurs transcriptionn&ts 1%

par des stress oxydatitset par une limitation en f&f® 8’
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Figure 12. Organisation de I'lot de pathogénicitéde Francisella (FPI) (d’aprés Nano et coll.*®3. La
désignation des genes, d’aprées I'annotation duménde la souchE. tularensissubsptularensisSCHU S4,
apparait au-dessus et les noms des genes attiibag®s les travaux publiés apparaissent en deseals
fleches.

Les genes portés par le FPI n'ont pas tous faijdtod’études ; néanmoins, les roles

de certains d’entre eux ont été caractérisés.

Les génesigl pour, « Intracellular Growth Locus », sont regré@sipsur I'opéron
iglABCD qui encode quatre protéines : IglA, IgIB, IgICIgiD. L’implication de cet opéron

186, 188-194
et

dans la croissance intracellulaire de la bactég&adémontré chdz novicida
chez les sous-espédeslarctica® *** 1% %ttularensis*?’.

La protéine IgIC a été la plus étudiée et son dales la croissance intracellulaire et
dans la virulence de la bactérie a été démontrée v novicidaa l'aide de modéles
d’infections expérimentales chez la souirisvitro et in vivo *** %% %7 Une étude a
également démontré I'implication de cette proté&aas la croissance intracellulaire et dans
la survie de la bactérie dans 'amideanthamoeba castelarii.

Le mécanisme d’action de la protéine IgIC commeanéére connu. Cette protéine est
produite par la bactérie aprés son entrée danséeaphage? et est essentielle & I'évasion
deFranciselladu phagosome. En effet, la mutation du ggi@ empéche la libération de la
bactérie du phagosome, lequel poursuit alors uneuraton normale vers le
phagolysosome, conduisant ainsi a la destructiorladbactérie. La protéine IgIC est
impliquée dans l'inhibition des voies du MB- et des MAP kinases lorsque la bactérie est
dans le cytoplasme. Cette inhibition provoque waielé production de TNEet d’IL-1 par

les macrophages infectés et une atténuation dmémse inflammatoirk’.
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L’implication des genesdp, pour « Pathogenicity Determinant Protein », dins
croissance intracellulaire et dans la virulencelaldactérie a été démontrée a l'aide de
modéles d'infections expérimentales chez la saaristro etin vivo, aprés la mutation des
génespdpA pdpD%, 149, 19 Bl85, 198

Ludu et collaborateurS® suggérent que I'expression du g@upDest liée a celle des

%etpdp chezF. novicida
génesiglA, iglB et iglC. En effet, 'augmentation de la production de tat@ine PdpD
provogue celle des autres protéines. Les protdgiés IgIB et PdpB feraient partie d’'un
systeme de sécrétion nécessaire a la migratioa geotéine PdpD et de la protéine IgIC
vers la membrane externe de la bactérie.

Les souches de la sous-esphotarctica présentent une mutation au niveau du géne
pdpD sur les deux copies de I8¢, ce qui pourrait étre I'un des éléments expliquant

différence de virulence entre cette sous-espeleeseius-espedelarensis

L'flot de pathogénicité dérancisella est trés conservé d'une espéce a l'autre et,
lorsqu'il est dupliqué, les deux copies sont idgumis entre elles®® Les différences
identifiées jusqu’a présent entre les especeslesrguivantes : une mutation dans l'opéron
anmk-pdpDchez la sous-espebelarctica, une insertion de 48 codons dans le gedeD
de F. novicidaet la présence de deux codons stop dans le &yjgmé de la sous-espéce

tularensis'®®

IV — 4. Les systéemes de sécrétion

Les bactéries sécretent de nombreuses protéinesnpa@t diverses fonctions. Ces
protéines peuvent contribuer a la biosynthése teopide flagelles, a I'acquisition de
nutriments ou a la biosynthése de pompes a efflaxsécrétion de ces protéines a la surface
bactérienne implique un transport a travers la nman® interne, le périplasme, puis la
membrane externe. Ce transport est assuré payst&sngs de sécrétion. Six systémes ont
ete deécrits : les systemes de sécrétion de typelll et IV, les systéemes de sécrétion de

type V et les systémes de sécrétion & deux parésnal
L’'analyse de la séquence génomique de la souchdJS&Ha révélé la présence de

génes orthologues codant pour des systémes deti@@cde type IV nécessaires a la

sécrétion et & la synthése de filiLes génewil de Francisellasont groupés en opérons.

61



CHAPITREIII Les mécanismes de virulenceF@ncisella tularensis

Plusieurs désignations ont été proposées pour @ess 2°°2%% piINOPQ, pilFG (ou
pilBC), pilT, pilD, pilE1EE3E4Es (ou pilAEVELEsS).
La présence de pili et I'implication des gemald et pilF dans leur synthése ont été

S 290 201 (Figyre 13. Ces études ont

démontrées chek. tularensissubsp.holarctica LV
eégalement permis de démontrer I'implication desdahs la virulence de la bactérie chez la

souris lors d’'une infection par voie intradermique.

P ¥

Figure 13. Visualisation par microscopie électronige a transmission d’'un pili (fleche) deFrancisella
tularensissubsp.tularensis278/06 (Service de microscopie du CRSSA — MC Gentilhomkh€ Valade).

Au début des études, les chercheurs supposaientaquetéine Pilk était une des
sous unités principales de la piliff§, mais il semblerait que cette premiére hypotheéie s
fausse. En effet, chez la plupart des souches deus-espéecholarctica dont la souche
LVS, les geneilE,, pilE; et pilE; sont mutés. La protéine PillB’aurait pas une fonction

structurale, mais serait plutdt impliquée danséer&tion des protéines dieancisella 2%

203.

Par ailleurs, il a été démontré a partir de souckeek sous-espédwlarcticaque la
protéine Pilk est nécessaire a la dispersion de la bactérie ldartgssus a partir du point
d’inoculation et & sa virulence lors d’une infeatipar voie sous-cutanée chez la sotfis
Cependant, des résultats opposés ont été obteaak.awvicida pour laquelle la mutation
des genegpilE1 et pilG a augmenté la virulence chez la souris lors dinfextion par voie
sous-cutanéé®. L’explication de ces résultats opposés serai Béla protéine PepO
sécrétée pdf. novicida,mais dont les génes sont mutés chez les sousessuarctica et
tularensis. Il s’agirait d’'une métalloprotéase impliquée dars ‘asoconstriction des
vaisseaux sanguins de I'h&t¥. Ainsi, I'expression de la protéine PepO [parnovicida
favorisant la vasoconstriction des vaisseaux, émit la dissémination de la bactérie a
partir du point d’infection. La protéine Pilket les protéines PilF, PIlG, PilQ, seraient

impliquées dans la sécrétion de la protéine Pepi@siAla mutation du géengilE; de
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F. novicida impliquerait un défaut de sécrétion de la protéiRepO, évitant la
vasoconstriction des vaisseaux sanguins et favdrisadissémination de la bactérie. Au
contraire, la mutation du gemélE; chez les sous-espedeaslarctica et tularensisn’aurait
pas de conséquences sur la vasoconstriction deseaaix puisqu’elles ne produisent pas la
protéine PepO, mais cette mutation pourrait infbgenla sécrétion d’autres facteurs de
virulence.

D’apres ces hypothéses, la mutation du geapEOchez les sous-espedeslarcticaet
tularensispourrait étre une perte évolutive, expliquant ldifference de virulence avec

F. novicida

Des études suggérent qu'il existe également deérags de sécrétion de type | chez
Francisella®®* Selon Gil et collaborateuf8” les produits des gén&siC et ftiC sont des
protéines membranaires impliquées dans l'efflux dasibiotiques et dans la voie de
sécrétion de type I, comme la protéine TolE.coli. Cette étude a démontré I'implication
de la protéine TolC dans la virulence de la soudre.

IV — 5. Les régulateurs transcriptionnels des facters de virulence
Trois régulateurs transcriptionnels ont été idexjf dont la protéine MgIA
(Macrophage Growth Locus), la protéine PmrA etriag¢ine FevR ErancisellaEffector of

Virulence Regulation).

La protéine MglA a fait I'objet de nombreuses éw@e son réle dans la croissance
intracellulaire et dans la virulence de la bactéi@e 'aide de modéles d’infections

184, 190, 191et

expérimentales chez la souisvitro etin vivo, a été montré chek. novicida
chez F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4 ' Une étude a également montré
I'implication de cette protéine dans la croissaimteacellulaire deF. novicidadans les
amibes’’.

Le génemglA situé sur I'opéromglAB est exprimé pendant la phase exponentielle
de croissance. La protéine MglA présente 20% dtitieravec la protéine SspAH’ coli,
laquelle est un régulateur transcriptionnel de geeegprimés en réponse a un stress
nutritionnel '8+ 295298 | 5 protéine MglA régule I'expression d’'une centaide génes, dont
ceux présents sur I'flot de pathogéni¢fté® %> %%t joue un réle important dans I'évasion

de la bactérie du phagosome et dans la virulenck dmctérie®® 4% 1% Ces résultats
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corroborent le fait que cette protéine régule lreggsion de genes présents sur le FPI, dont
les protéines IgIC et PdpD, elles-méme impliquéassdl’évasion de la bactérie du
phagosome, dans la croissance intracellulaire e$ ¢& virulence de la bactérie chez la
souris. En dehors des genes présents sur le FBiptéine MgIA régule I'expression du
genecds2et du gene noté FTT0989, lesquels sont égalemgiigués dans la croissance
intracellulaire et dans la virulence de la bact&fie

Récemment, un géne codant pour une protéine désigapA a été identifié sur le
génome de la souche SCHU ‘$4Charity et collaborateurs ont démontré cReularensis
subsp.holarcticaLVS que les protéines MgIA et SspA interagissenitesalles pour initier

la transcription de facteurs de virulence de ladrae?,

Le deuxieme régulateur transcriptionnel identifi@zF. novicidaest codé par le gene
pmrA 2%, Mohapatra et collaborateurs ont démontré quedééme PmrA deF. novicida

régule I'expression de 65 genes, dont certainsgyprésents sur de I'llot de pathogénicité.

Enfin, une étude récente a permis d’identifier naisteme régulateur transcriptionnel
chezFrancisella codé par le génievR.Brotcke et collaborateure® ont démontré a I'aide
de modeles d’infections expérimentales chez lais@urvitro etin vivo que le géndevR
était impliqué dans la virulence et dans la craissantracellulaire d&. novicida Il régule
I'expression de facteurs de virulence, dont cestaiont présents sur I'llot de pathogénicité.

L’expression du genievRest elle-méme régulée positivement par la protigi.

IV — 6. Les autres genes impliqués dans la viruleeadeFrancisella

Les génesul4 1

, minD et 'opéronvalAB sont impliqués dans la survie de la bactérie
dans le macrophage et dans la virulence chez lassot ?*2 La protéine MinD aurait un
réle de pompe pour les ions toxiques, contribuamdi & la survie de la bactérie dans le
macrophage*. L’opéron valAB coderait pour des protéines de transport du systieme
sécrétion de type | et serait impliqgué dans lastasce de la bactérie contre l'effet
bactéricide du séruit?, ainsi que dans I'assemblage du L5

Gray et collaborateurs ont montré que la croissamtcacellulaire de la bactérie dans
le macrophage était affectée par la mutation de genes, présentant des homologies avec

I'alanine racémase, la protéase ClpB et une enzgrsosynthése des purinés
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Le genedsb(disulfide bond formation) est impliqué dans lavsel de la bactérie dans
le cytoplasme et dans la virulence chez la sdtfti§'* #*>

Les genekatG et sodBcodant pour une catalase-péroxydase et pour peeyde
dismutase jouent un réle dans la résistance dadgeile au peroxyde d’hydrogene et dans
la virulence de la bactérfé® 2%’
Le gene FTT0918 codant pour une protéine membeaaaix fonctions inconnues est

4% chez la souris

impliqué dans la virulence de. tularensissubsp.tularensisSCHU S
infectée par voie intradermique. Le gene FTT091&dmuche vaccinale LVS présente une
mutation spontanée, qui pourrait étre un des fastexpliquant I'atténuation de cette
bactérie par rapportf tularensissubsptularensis %2

Les genegpur sont impliqués dans la biosynthése des purindsues mutations ont
conduit a I'atténuation de la virulence Benovicidaet deF. tularensissubsp.holarctica
LVS chez la souris infectée par voie intrapéritd@é®” >*° Bien que ces génes ne soient
pas directement des facteurs de virulence, ils ségessaires a la synthése des acides
nucléiques et participent au développement dedtéhia.

Les génes FTT0748 et FTT0584 sont impliqués dandgridence deF. novicidaet
retarderaient I'activation de l'inflammasome etiart du macrophage.

L’'opéron fsIABCD, dont I'expression est sous le contr6le du répresBaua été mis
en évidence chez la souchke tularensissubsp.tularensisSCHU S4 et cheErancisella
novicida'®® 2#1"22% Cet opéron est impliqué dans la production dérsjghores nécessaires a
la capture du fer par la bactérie. Les sidéropheoed considérés comme des facteurs de

virulence des bactéries intracellulaifé$

IV — 7. Les phosphatases acides
Les phosphatases acides (ACPs), regroupées sousd&e EC 3.1.3.2, sont des

enzymes qui catalysent a pH acide (pH 5 a 6) l'blyde des phosphomonoesters
(Figure 14.

R
; Phosphatase
: R= OH
o —P-0- ;
1 OH
HEG

Figure 14. Hydrolyse d’'un phosphomonoester catalysépar une phosphataseR : radical.
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Ces enzymes, décrites et caractérisées chez demismgs eucaryote$® et
procaryotes, sont impliquées dans l'assimilationpt@sphate inorganique ou dans des
fonctions métaboliques, telles que des mécanisraaggulation, de production d’énergie
ou de transduction de signaux intracellulaires.famille des phosphatases acides (EC
3.1.3.2) est constituée de nombreux sous-grodpeslassés selon leur spécificité de

substrats, leur poids moléculaire et leur senghilides inhibiteurs conntf€.

Parmi les sous-groupes décrits figurent les phdapba acides de haut poids et de bas
poids moléculaire, les phosphatases acides spée#fige la phosphothréonine ou de la
phosphosérine, des phosphatases acides pourples ghosphatases acides bactériennes
non spécifiques Tableau 12 Ces dernieres sont constituées de protéinesblsesiu

périplasmiques ou de lipoprotéines liées & la manat’.

Tableau 12. Caractéristiques des principaux sous-gupes de phosphatases acides (ACPs).

Sous-groupes d’ACPs Caractéristiques Références
Poids moléculaire : 14-18 kDa
_ i ) Spécificité de substrats : Faible
ACPs de bas poids moléculaire o . 142
Inhibition par les ions tartrates : Non
Inhibition par les ions fluorures : Non
Poids moléculaire : 40-60 kDa
) i ) Spécificité de substrats : Large
ACPs de haut poids moléculaire - _ ) 142
Inhibition par les ions tartrates : Oui
Inhibition par les ions fluorures : Oui
ACPs spécifiques de la phosphothréonine Inhibition par I'acide okadaique : Oui 142
ou de la phosphosérine Cations divalents requis : Oui
Coloration pourpre en solution : Oui
Acps pourpre$ o _ _ 142
Cofacteurs métallique requis : Oui
Poids moléculaire : Faible
. o Spécificité de substrats : Large
ACPs bactériennes non spécifiques o _ )
Inhibition par les ions tartrates : Oui 227
Classe A _— : :
Inhibition par les ions fluorures : Oui
Cations divalents requis : Non
Poids moléculaire : Faible
. o Spécificité de substrats : Large
ACPs bactériennes non spécifiques o .
Inhibition par les ions tartrates : Non 227
Classe B o .
Inhibition par les ions fluorures : Non
Cations divalents requis : Oui

& coloration pourpre en solution due a un centréfeéeux atomes ou a un centre fer-zinc
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Certains membres de la famille des phosphataselesacge sont révélés étre des
facteurs de virulence de microorganismes pathog&ersexemple, les ACPs décrites chez
Legionella micdadet'®, chez le pathogéne intracellulaire obligatdlrexiella burnetii®?,
chez le parasite intracellulaiteeishmania donovari®® et chez des entérobactéries telles

que Yersinia spp. 2% 23!

et Salmonella entericaer. thyphimurium?®? inhibent le stress
oxydant des cellules phagocytaires par la déplétracellulaire de I'IR et du DAG.
Mycobacterium tuberculosisosséde également une phosphatase acide, impligunsela

déplétion de I'IR provoquant I'inhibition de la maturation du phagoe?**2%

Chez les bactéries du gerifmncisella I'existence d’'une phosphatase acide capable
d’inhiber le stress oxydant des polynucléaires nophiles a été démontrée en 1945 Plus
récemment, 'analyse de la séquence du génome stutdheFrancisella tularensisubsp.
tularensisSCHU S4, a confirmé la présence du gaopA (FTT0221) et a revélé celle de
trois autres genes codant trois des phosphatagkss aacpB (FTT0156),acpC(FTT0620)
ethap (FTT1662c)* %3¢

De nombreuses études ont été réalisées sur I'AdpA. effet, ses propriétés
biochimiques ont été caractérisées, son gene se€igencé, son role dans la virulence de
Francisella novicidaa fait I'objet de plusieurs évaluations et saatrte tridimensionnelle a
été déterminée. Assez peu de données sont dispsrsbl les trois autres phosphatases
acides dd-rancisella dont les activités enzymatique sont minoritaremparativement a
I'’AcpA 2%,

IV — 7. 1. Les caractéristiques biochimiques et gicturales de la phosphatase acide
AcpA de Francisella

L’AcpA a été identifiée, caractérisée et séqueraémrtir de la souche avirulente
F. tularensisATCC 6223. L'AcpA de cette souche présente unévit&Etenzymatique
phosphatase acide particuliérement éleV8el’enzyme a été purifiée a partir d’extraits
bruts de broyats de cultures sur gélose CHA emrielviec de I’hémoglobine. L’AcpA
présente un poids moléculaire de 57 kDa, un pHasté&ue de 9,2 et un pH optimal de
6,0. Elle posséde une large spécificité de sulssatatatalyse la déphosphorylation de la
plupart des phosphomonoesters, tels que l'inosltghosphate, I'adénosine mono-
phosphate (AMP) et le NADP. Linositol 1,4,5-trigghate (IB) et le
phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (BIBont faiblement hydrolysé&?.
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Le clonage et le séquencage du gaopA de F. novicidaa permis de déduire la
séquence primaire de I'AcpAif(nexe ). Par analyse de cette séquence protéique, Reilly
et collaborateurs ont identifié un peptide sigreaPld résidus en N-terminal de la protéine,
signature de la sécrétion de I'enzyme. La présdeckenzyme dans le périplasme de la

bactérie a été confirmée ultérieuremetht

L’analyse physicochimique de I'AcpA de tularensisa révélé le caractere unique
de cette enzyme comparativement aux phosphatasdesades autres pathogenes
intracellulaires'*? En effet, la séquence nucléotidique ne présamtare similarité avec
celles des phosphatases acides déja décrites atatastéristiques biochimiques de
'enzyme ne correspondent pas a celles des faniiligSPs connues. L’AcpA, présentant
un poids moléculaire de 57 kDa, n'appartient pda &mille des ACPs de bas poids
moléculaire. Par ailleurs, elle n'appartient ni a famille des ACPs de haut poids
moléculaire, ni a celle des ACPs bactériennes pégiiques, car elle est résistante aux
ions tartrates et aux ions fluoruréé et elle ne requiert pas de cations divalents (atgse
d’inhibition de son activité catalytique en présert’EDTA). L’ACpA n’'est pas un
membre de la famille des ACPs spécifiques de laspiathréonine ou de la
phosphosérine car elle n'est pas sensible a l'ackiedaique. Enfin, cette enzyme
n'appartient pas a la famille des ACPs pourpresagaun cofacteur métallique n’a pu étre

mis en évidence.

Aprés la caractérisation de la phosphatase acid€.d®larensis I'enzyme de
F. novicidaa été produite cheg. coli afin d’en obtenir des quantités suffisantes pour
déterminer sa structure tridimensionnelle et powaluer son potentiel vaccindf® La
détermination et I'analyse de la structure de '’Aagmt confirmé le caractére unique de
'enzyme en termes de repliement global et d’aethiire du site actif comparativement
aux ACPs connue$”® (Figure 15. La structure de I'enzyme recombinante préseete d
similarités avec la superfamille des phosphatakmgirees (AlkP). L'analyse de Felts et
collaborateurs indique que le site catalytique 'depA de F. novicidarequiert un ion
métalliqgue (Mg*, C&*, Zr*...) contrairement & ce qu’avaient démontré Reilly et
collaborateurs avec I'’AcpA de. tularensis'* D'ailleurs, 25% de I'activité de I'’AcpA de
F. novicidaest inhibée en présence d’'EDTX, contrairement & celle de I'AcpA de

tularensis'*?, indiquant que les mécanismes d’action de ces demymes ne sont peut-
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étre pas identiques. D’aprés les auteurs, I’AcpA-derovicidaserait une métalloprotéase

a sérine.

Figure 15. Structure secondaire de I'AcpA deFrancisella novicida (d'aprés Felts et coll. 2006°%).
L’AcpA est composée de 514 résidus. Elle présentaayau constitué de huit feuilleig(fleches), entouré
de deux séries de trois hélicegrectangles) de chaque c6té. Deux petits domaoesprésents au dessus
du noyau : un domaine formé de quatre hélicetans lequel se trouve un pont disulfure et un dioena
constitué de deux paires de feuillgtsanti-paralléles, reliées au noyau par un pontlfdis Résidus
cystéine (en jaune) engagés dans les ponts disslfiflignes en pointillées). Résidus du domaine

catalytique, encadrés en vert

L’AcpA de Francisella tularensigprésente également une activité phospholipase C
(PLC) a pH 7,0Kigure 16.

i
HaC —N—CH (|:H3
. H:2C —MN—CH;5
Phospholipase C O/Y\OH
Q 5
xxp,o / > o /1\0 DYO + o
o e
j\:\or\ 2 \0 R HD: 5
R \f H .
Phosphatidylcholine Choline Acide phosphatidique

Figure 16. Hydrolyse de la phosphatidylcholine entmline et en acide phosphatidique catalysée par

une phospholipase CLa fleche rouge indique la liaison hydrolysée pamiyme.
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La double activité de I'AcpA dd-rancisella tularensisa été corroborée par
'analyse de la séquence protéique de I'enzyme effet, cette derniere a révélé une
similarité partielle avec la séquence de la phasgylaholine phospholipase de
Pseudomonas aerugingsdactérie & Gram négatif> La PLC de Pseudomonas
aeruginosa est l'enzyme type représentative d'une nouvellepedamille des
PLC/phosphatases, parmi laquelle sont classéegHhespholipases d&lycobaterium
tuberculosis de Bordetella spp., et deBurkholderia pseudomallef*® 2*° D'aprés
Stonehouse et collaboratedfd, les membres de la superfamille des PLC/phospémtas
possedent deux mécanismes catalytiques distinats l@ztivité PLC et pour l'activité
ACP. L’AcpA deF. tularensis présentant une activité 1 000 fois supérieuracivité
PLC, est la seule ACP de la famille des PLC/phosysies 2.

Le mécanisme catalytique de la PLCREeudomonas aeruginosaété caractérise.
Il est différent de ceux des PLCs déja décritex dbe bactéries a Gram positif, dont les
phospholipases dd.isteria monocytogenesde Bacillus cereuset de Clostridium
perfringens En effet, les activités catalytiques de ces @eesi sont augmentées en
présence d’ion zinc et affectées par la préseeBTA, contrairement a celle de la PLC
de Pseudomonas aerugingsgui est inhibée par ces ions et insensible & TEF*.
L’activité catalytique phospholipase C de I'AcpA Beancisella tularensigrésente ces
mémes caractéristiqués® indiquant que cette enzyme a probablement un migroa

catalytique proche de celui de la PLCRleaeruginosa

Comme les ACPs, les PLC sont présentes dans legesetucaryotes et dans les
cellules procaryote$®. Ces enzymes jouent divers roles dans le métabelat dans la
virulence de certaines bactéries pathogéfied*? Elles sont notamment impliquées dans
la cytolyse des cellules eucaryotes, dans la lilmérale phosphate inorganique ou dans la
perturbation des signaux intracellulaires des tesdlieucaryote$*’. L’alpha-toxine de
Clostridium perfringensfacteur principal de la gangréne gazetiSeest la PLC la plus
toxique connué*’. La PLC deL. monocytogeneda listeriolysine, est impliquée dans la
rupture de la membrane lors de la propagation deatdérie de cellules en cellules, il
s'agit d'une métalloprotéase a zift> La PLC deMycobaterium tuberculosi®st
impliquée dans la virulence de la bactéfié La PLC dePseudomonas aerugingska
plus proche de I'AcpA dd-rancisella tularensisest impliquée dans I'agrégation des

plaquette$** et dans I'inhibition du stress oxydant des polyéaites neutrophile¥”®. En
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effet, Terada et collaborateurs ont montré que L& FRle Pseudomonas aeruginosa
inhibait le stress oxydant lorsque les polynucksineutrophiles étaient activés par le
phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) mais n'inliilg@as cette réaction lorsque les

cellules étaient activées avec le peptide chimi@etant fMLP.

IV — 7. 2. ROle des phosphatases acides dans law@nce deFrancisella novicida

IV —7.2.1. Role de 'AcpA

L’AcpA de Francisella tularensigst impliquée dans I'inhibition de la production
d’'ion superoxyde par les polynucléaires neutrophit&. Le stress oxydant est
inhibé lorsque les cellules sont préalablementvaet par le fMLP ou par le PMA.
L’activation de la NADPH oxydase par le fMLP implig la voie des inositols
phosphates, alors que I'activation par le PMA adépendante de cette voie. L’AcpA
n'agit donc pas sur les voies des inositols phdagshanais sur une voie commune aux
deux mécanismes d’activation. Cette hypothese @tordée par la faible affinité de

I'enzyme vis-a-vis du PHPet de I'lR;. Cette caractéristique démarque I'AcpA des ACPs

1.16 1228

de Legionella micdadet*®, de Coxiella burnetii*®® et deLeishmania donovarf®® qui
inhibent le stress oxydant du polynucléaire neutilepuniquement lorsque les cellules

sont activées par le fMLB® 228229

Le mécanisme d’inhibition du stress oxydant pacpA deFrancisellan’est pas
encore élucidé. L'enzyme, présentant une large ifspc de substrats, pourrait
intervenir dans I’hydrolyse intracellulaire de mesgsrs secondaires, tels que le NADPH
ou le ribose 5-phosphate impliqués dans lactwatidu macrophage ou du
polynucléaire neutrophile ou dans I'hydrolyse désttats exposés a la surface des
cellules phagocytaires, jouant un r6le dans lasttantion du signal nécessaire a
I'activation de la flambée respiratoire ou & sorimien **2 Récemment, Mc Caffrey et
collaborateurs ont démontré que la souche LVS aihilassemblage des sous-unités de
la NADPH oxydase. Les auteurs suggerent que I'Acp#it impliquée dans ce

mécanisme, mais ceci n’a jamais été démofitré

D’aprés les études réalisées a partir de modélegection chez la souris,

I'implication de I’AcpA dans la virulence dE. novicida est controversée. Baron et
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collaborateurs ont montré que la mutation partidliegéneacpA correspondant a une
délétion de 162 résidus de la région C-terminaléadeotéine, n'avait d'effets ni sur la
croissance intracellulaire de la bactérie dansriasrophages J774.1, ni sur la virulence
chez la sourié*®. Dans cette étude, la virulence a été évaluéetin ga souris infectées
avec 2 000 UFC par voie intrapéritonéale. Les soumfiectées avec la souche sauvage
ou avec la souche mutée ont toutes présenté legtéyras de la tularémie et aucune
différence n'a été détectée dans les quantitésadeties dénombrées dans les rates de

souris infectées par la souche sauvage ou pautdeanutée.

Plus récemment, Mohapatra et collaborateurs ontr@aque la délétion totale du
géneacpAconduisait a la diminution de la croissance irghataire deF. novicidaet a
une atténuation de la virulence de la bactérie thepuris™’.

La croissance intracellulaire a été mesurée arpaeticultures de macrophages
murins J774.1, de macrophages alvéolaires de r83BRet de macrophages humains
THP-1, préalablement activés avec le PMA. Apréhdares d’infection, la population
intracellulaire du mutanfacpA était inférieure d’'un demi-log a celle de la sach
sauvage®®® D’autre part, le mutanhacpA a été séquestré dans les phagosomes,
contrairement a la bactérie sauvage. En effet,sapg heures d’infection, 80% des
bactéries ont persisté dans les phagosomes desesell774.1, alors que toutes les
bactéries sauvages s’en étaient libérées, et 74%madeants ont été retenus dans les
phagosomes des cellules THP-1 activées, contre go@s la souche sauvage. La
virulence a été évaluée a l'aide de souris infeceéec 100 UFC par voie
intrapéritonéale. Un retard de mortalité a été nlisehez les souris infectées avec le
mutantAacpA comparativement a celles infectées avec la sosatieage au cours des

72 premieres heures qui suivirent I'infectidnigure 17.
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Figure 17. Relevé de mortalité des souris BALB/c paes inoculation par voie intrapéritonéale defF.
novicida sauvage ¢), déficient en AcpA @) et déficient en AcpA et complémenté avec le
pKK214(groEL-acpA) (A) (d’aprés Mohapatra et coll. 20079).
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Cette étude a démontré que I'’AcpA Benovicidaest impliquée dans la survie
intracellulaire et dans la libération de la baetéu phagosome vers le cytoplasme au
cours des premiéeres heures de I'infection. D’'afgesuteurs, I'activité phospholipase C
de 'AcpA catalyserait I'’hydrolyse des phospholgsdde la membrane phagosomale,
conduisant a sa rupture et a la libération de [Eébie@ dans le cytoplasme. Ainsi, la
mutation du genecpA aurait conduit a la séquestration du mutaatpA dans les

phagosomes et a la diminution de la croissancadellulaire de la bactérie.

IV —7.2. 2. Rble des quatre phosphatases acides

La derniére étude évaluant le role des phosphatgdes dans la virulence de
F. novicidaa été réalisée en 2088. Au cours de cette étude, les quatre phosphatases
acides, AcpA, AcpB, AcpC et Hap, ont été mutéesrdmiere a obtenir de simples
mutations, ou des combinaisons de double, de tdplele quadruple mutations. Cette
étude a confirmé que I'AcpA était a l'origine deuplde 80% de I'activité phosphatase
acide mesuréd-(gure 18.

120
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Activité phosphatase acide (en %)

Figure 18. Activités phosphatases mesurées a partifextraits cellulaires de F. novicida et de six
mutants (d’aprés Mohapatra et coll. 2008 %Y. Dosage fluorométrique par hydrolyse du
difluorométhylumbelliferyl phosphate (DIMUP). Réwik exprimés en pourcentage par rapport a

I'activité phosphatase acide mesurée pour la sosatieage (WT). AacpA B :acpB C :acpC H :hap

D’apres I'étude de I'expression des genes au cderkinfection intracellulaire,
seules I'AcpA et I'Hap étaient exprimées dans leacrophages humains THP-1
préalablement activés avec le PMA. D’autre pars, heutations des genexp ont
conduit a une diminution de la croissance intrat@ile des mutants dans les
macrophages murins J774.1 et humains THP-1. Lessamces intracellulaires ont
particulierement été affectées pour le quadrupléamiAABCH et les triples mutants
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AACH et AABH, pour lesquels les populations bactériennes déremabdans le
macrophage ont été inférieures de 3 log a celladmuche sauvage aprés 24 heures
d’infection.

La virulence a été évaluée chez des souris infegaeinstillation nasale avec des
doses de Tou de 16 UFC. Les souris infectées & une dose déUBC avec les
simples mutantaacpA AacpBetAhap, le double mutanaAH et le triple mutanAABC
ont succombé au cours des 10 premiers jours quireni I'infection. A cette dose,
seules les souris infectées avec le double mut@i, le triple mutantAACH et le
quadruple mutarthABCH ont survécu jusqu’a 9 semaines apres l'infectfonne dose
10° UFC, seules les souris infectées avec le quadmmitant AABCH ont survécu
jusqu’a 9 semaines aprés l'infection et un retaedmibrtalité a été observé chez les
souris infectées avec les mutan@H et AACH. Dans cette étude, la vaccination avec la
souche atténuésABCH a permis de protéger des souris contre une dod€PdeFC
administrée par voie intranasale.

D’apres ces travaux, les ACPs de novicida contribuent a la croissance
intracellulaire de la bactérie et a sa virulencezcla souris et I'atténuation de la souche

a particulierement été marquée aprés la mutatisrgdatre enzymes.

IV — 7. 3. Différences d’expression de I'AcpA cheles espéces derancisella

Reilly et collaborateur* ont constaté des différences entre les valeurtidt®s
phosphatase acide mesurées dans des extraitspbovenant de différentes especes de
Francisella(Tableau 13

Tableau 13. Comparaison des activités phosphataseide mesurées a partir de plusieurs souches de
Francisella (d’aprés Reilly et coll. 1996'*). Activité enzymatique mesurée & partir d’extraitstsy dont la
concentration en protéine a été ajustée a 1 mg.niosage fluorimétrique par hydrolyse du 4-
méthylumbelliferyl phosphate (MUP). Une unité diaité enzymatique est définie par la quantité diene

requise pour hydrolyser une nmole de substrat @areh

Souche Activité spécifique phosphatase acide

F. tularensissubspholarctica (ATCC 29684) 100
F. novicida 1729
F. tularensissubspholarcticaLVS 3087
F. tularensissubsptularensisB-38 (ATCC 6223) 18138
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D’autre part, Reilly et collaborateurs ont constabée réduction de I'activité
enzymatique spécifique de la souche ATCC 6223 agess repiquages successifs sur
milieu gélosé CHA"? indiquant que I'activité peut étre modulée pas dariations des

conditions environnementales.

En 2001, le protéome de tularensissubspholarcticaLVS a été comparé a ceux de
souches provenant d’isolats cliniques, par anatigséeurs profils d’expression protéique
par électrophorése en deux dimensittisParmi les protéines présentes dans les extraits
des souches sauvages, mais absentes de celusdeclze LVS, a figuré une phosphatase
acide de 56,1 kDa correspondant a I'’AcpA. D’apessduteurs, la souche LVS ne produit
pas cette enzyme.

En 2004, les protéomes des trois sous-espataensis holarctica et mediasiatica
ont été comparés par la méme technitfieLes analyses ont été réalisées & partir de cing
souches de la sous-espédakarensis de cing souches de la sous-espaalarctica et de
trois souches de la sous-espéunediasiatica D’aprés leurs résultats, une phosphatase
acide de 57 kDa, correspondant a I'’AcpA, a uniquan®&é produite par les souches
appartenant aux sous-espet@arensiset mediasiatica mais pas par les souches de la

sous-especkolarctica

Le Tableau 14présente tous les génes et facteurs de viruleneertionnés dans ce

chapitre, ainsi que leurs fonctions.
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Tableau 14. Récapitulatif des facteurs de virulencelentifiés chez les souches du genFeancisella

Facteurs Fonction Références
Capsule de nature polysaccharidique 144, 164,
Capsule
Protection contre I'effet bactéricide du sérum 165
. . . . . . - . 34’ 168'
Lipopolysaccharide non-endotoxique impliqué damsulvie intracellulaire et
LPS ) ) 169, 176-
dans la virulence chez la souris
178
pilT . . : :
= Geénes nécessaires a la synthése de pili et a#ssion de la virulence 201
pi
PilE; Protéines de sécrétion nécessaires a la virulenseus-espéedwlarctica, mais 202 203
pilG dont la mutation diminue celle die novicida ’
pepO Protéase sécrétée qui diminue I'invasion et lalefrce ddg-. novicida 202
tolC Protéines membranaires impliquées dans I'effluxadgiiotiques et dans la 04
ftiIC voie de sécrétion de type I.
« Macrophage Growth Locus »
Régulateur transcriptionnel de plus de 100 géra#, ckux présents sur I'flot 92 149
mglA-B de pathogénicité. ’ '
) ) ) . ) 185, 194
Nécessaire a la libération de la bactérie dangtptasme et a I'expression de
la virulence
acpA Inhibition de la flambée respiratoire par I’AcpA.
. ) . . 236, 237
acpB Réle dans la croissance intracellulaire dans leropmage, et dans la virulence
acpC deF. novicidachez la souris.
Hap
cds2 / 185
FTT0989 / 185
tuld / 190
valAB ValA-B : protéines de transport 212
minD MinD : pompe a ions toxiques 211
clpB ClpB : impliquée dans une activité protéase 189
dsb Dsb : protéine de formation de ponts disulfures 198, 214,
katG KatG : superoxyde dismutase 215
sodB SodB : catalase-peroxydase 217
FTT0918 / 216
purA, F, MCD PurA, F, MCD : protéine de biosynthése des purines 219, 220
FTTO748 FTTO748, FTTO585 : retarde I'activation de 'inflamsome 153
FTT0584 FslA, B, C, D : protéine de biosynthese de sidéoogh 153
fslIABCD / 221, 222
fevR Régulateur transcriptionnel 210
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Genes de I'llot de pathogénicité

Facteurs Fonction Références
« Pathogenicity Determinant Protein »

pdpA i ) ) ) ) 96, 185, 198

e Nécessaires a la croissance intracellulaire dad#be dans le macrophage et a

pap . .
I'expression de la virulence

pigA 183

pigB

pigC

pigD

pigE « Pathogenicity Island Genes »

pigF Genes non caractérisés

pigG

pigH

pdpC

pigl

_ « Intracellular Growth Locus »

igID ) ) ) ) . 92, 186, 188-

) IgIC : protéine nécessaire a la libération de letérde dans le cytoplasme,

iglC o ) . 192, 194,

) inhibition des voies du NkB et des MAP kinases

iglB ) o . ) 195, 197,

A IglA, 1gIB : agissent en complexe. Il s'agirait deotéines de sécrétion 249

19
IgID : nécessaire a la croissance de la bactérie damacrophage

pdpD Nécessaires a la croissance intracellulaire dadtébie dans le macrophage et a 96. 193

amnK I'expression de la virulence ’

orfX Géne non caractérisé 183

/ fonctions non identifiée
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CHAPITRE IV

Les outils pour la manipulation génétique dd-rancisella

Introduction

Les études génétiques des organismes vivants gartbgresser grace a I'apparition de
nombreuses méthodes d’analyse depuis les annéfs A®si, le séquencage, I'hybridation
des acides nucléiques, I'amplification de fragmef®N par PCR ou encore le clonage font
partie d’'une liste non exhaustive de techniquescquiribuent largement au développement

du génie génétique et a I'amélioration des conaaisss sur les organismes vivants.

Les méthodes de biologie moléculaire consistedudiliser les mécanismes naturels,
déja présents chez les organismes vivants, au pifinanipulations génétiques ciblées. Ces
dernieres ont, entre autres, pour objectif de nerdile génotype et/ou le phénotype de
'organisme étudié en intervenant directement sugdnome par mutagenese ou en utilisant
des outils de complémentation, tels que les vestaarettes. Ces méthodes, appliquées a
I'étude des bactéries, ont permis de mieux compeeheikpression et la régulation des genes
chez les procaryotes. Elles se sont révélées @seodtils performants pour identifier et
caractériser des geénes impliqués dans le métalmlmun dans la virulence de certaines

bactéries.

Parmi les outils les plus utilisés en biologie naaléire figurent les plasmides. Ces
petites molécules d’ADN circulaire double brin, tdistes de 'ADN chromosomique, sont
capables de se répliquer de maniere autonome epEsgUe exclusivement rencontrées dans

les bactéries. Leur classification repose sur teade de réplication, souvent spécifique a un
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genre bactérien. Cependant, certains groupes dmjgles peuvent se répliquer dans des hotes
appartenant a des genres bactériens différentsortedes plasmides a large spectre d’hétes.
Dans la nature, les plasmides participent aux feaisshorizontaux entre les populations
bactériennes, ainsi qu’a la dissémination des gaoesgerant des avantages sélectifs, tels que
des résistances aux antibiotiques ou des facteuveralence. Leur diversité et leur flexibilité
ont permis de développer une large gamme d’outilbielogie moléculaire, permettant la
création de mutants ou encore l'utilisation destdré®ms comme support de production de

plasmides ou de protéines.

Les outils moléculaires ont longtemps fait défawturp I'étude de Francisella
tularensis ce qui a ralenti I'acquisition des connaissanses son métabolisme et sur sa
virulence. De plus, la culture fastidieuseFtancisella tularensiset la nécessité de travailler
dans des laboratoires de niveau de sécurité boplegs, pour les souches les plus virulentes,
ont constitué des contraintes supplémentaires pétude de cette bactérie. Néanmoins,
depuis une quinzaine dannées, les études moléesilaile Francisella progressent
rapidement. En effet, des méthodes efficaces daesforamation ont été mises au point pour
introduire de 'ADN dans les bactéries, des techesgyde mutagenése par recombinaison
homologue ou par utilisation de transposons ontdééeloppées, des vecteurs navettes
porteurs de marqueurs génétiques de criblage értogtstruits et de nombreux génomes ont
été seéquenceés. Ainsi, certains genes impliqués ldasrsissance intracellulaire de la bactérie
ont pu étre identifiés et les mécanismes d’intévacivec les cellules infectées commencent a
étre caractérisés. A terme, une meilleure compsbendu métabolisme de la bactérie
permettra de mieux maitriser la tularémie en termesdiagnostic, de vaccination et de
traitement. L'approche moléculaire semble aujowrd’mcontournable pour atteindre cet

objectif.
Ce chapitre présente les différents outils de kielanoléculaire développés pour

I'étude deFrancisella tularensisll introduit également la deuxieme partie desiltéss de la

these consacrée au développement de nouveaux rgegtaiettes.
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| - Les techniques de transformation appliquées &rancisella
La transformation bactérienne est un phénoméneretatui permet l'introduction
d’ADN exogene dans une cellule procaryote. Repteden laboratoire, cette étape est

essentielle a la modification ciblée du génotypeuetu phénotype d’'une bactérie.

Plusieurs méthodes ont été adaptées au dgaareisella: la transformation chimique,
la cryotransformation, I'électroporation et la agggison.

Lors de la transformation chimique, les bactérm sendues « compétentes », c'est-a-
dire dans un état physiologique propice a la pétiétr de 'ADN dans la cellule, par la
perméabilisation de la membrane dans une solufire ren sel$**%? Cette technique,
rarement utilisée, a uniquement été employée Ehapvicida'®® 193

La cryotransformation est dérivée de la transfoionathimique. L’ADN purifié est
introduit dans les bactéries par choc thermiqueygué par un bain dans I'azote liquide,
suivi d’'un bain a 37°C. Les cellules sont renduamétentes par une solution riche en sels
253 |a cryotransformation a été la méthode la plilisée pour l'introduction d’ADN dans

F. tularensissubspholarcticaLVS et dans les souches de la sous-espaaeensis®*® 236 2%

256'

L’électroporation a récemment été adaptéeancisellapar Maier et collaborateufs”.
L’ADN purifié est introduit dans les bactéries sdastion d’'une forte impulsion électrique.
L’application de cette tension déstabilise temperaent la membrane cellulaire, ce qui
permet a ’ADN de pénétrer dans la bactérie. Ldlsles sont rendues électrocompétentes par
des lavages successifs dans une solution de sasehdaier et collaborateurs ont montré
que cette technique était plus efficace que latcapsformatiorf>’. Depuis sa mise au point,
I'électroporation a été utilisée avec succes ai@lus reprises pour introduire des vecteurs

586, 193, 2582604, des complexes transposon-transpogdSedans

suicides et réplicatif
F. tularensis

Enfin, Golovliov et collaborateurs ont été les pien®m a transformeirFrancisella
tularensisLVS par conjugaisoi*®. Au cours de ce mécanisme, un plasmide est dinecte
transféré a travers un pont de conjugaison d’'uméébia donneuse a une bactérie receveuse.
La bactérie donneuse doit porter sur son chromosgesngenes nécessaires a la synthese de ce
pont de conjugaison, ainsi qu’'au transfert du pldemD’autre part, le plasmide doit porter
une séquence nucléotidique spécifique a partiadedlle ce dernier sera transféré ; il s’agit

de l'origine de transferbriT ou moh Ainsi, afin de transformefF. tularensis subsp.
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holarctica LVS, Golovliov et collaborateurs ont développé wetteur dérivé du plasmide
pUCL19, dans lequel a été insérée l'origine de feahariT.

D'autres vecteurs ont ensuite été développés letéstipour transformet. novicida®*

262 et les sous-espéchslarctica’® 2°% 204 21t tularensis!®” 2°2

Il — Mutagenese

Au cours des premiers travaux $uancisellg les études génétiques étaient réalisées a
l'aide de mutants spontanés, présentant des maiiifits phénotypiques observables : par
exemple, une perte de virulent® ou un changement dans I'apparence des coldfifes
Cependant, a cette époque, I'absence d’outils magitait pas de caractériser les géenes mutés
impliqués dans ces difféerences phénotypiques. Rgsita chimiques, comme I'acridine
orange, ont notamment été utilisés pour obtenir \degants acapsulés de la sous-espece
holarctica *** L’'obtention de mutations spontanées ou induitas ltilisation d’agents
chimiques est relativement simple et rapide mdissei n’étant ni ciblées, ni marquées, leur
localisation et leur caractérisation restent ditis.

Deux stratégies de mutagenése ont ensuite majentant été utilisées chez
Francisella: la mutagenése dirigée par échange d’allélesa anltagenése aléatoire par
I'utilisation de transposons.

Il — 1. Mutagenese dirigée par échange d’alleles

Cette méthode permet de générer des mutationsdégan®gions génomiques précises
par délétion ou insertion. Elle a été utilisée poouter F. novicida et des souches
appartenant aux sous-espehefarctica et tularensis Ce mécanisme d’échange se produit
entre deux fragments d’ADN présentant des homotodeeséquences : 'alléle sauvage du
géene d’intérét présent sur le génome et l'alléléémbe gene muté peut étre introduit dans
la bactérie par transformation sous deux formerdifites : soit il s’agit d’'un fragment

d’ADN linéaire amplifié par PCR, soit le géne mett inséré dans un plasmide suicide.

Lorsque le géne d’intérét est muté par insertionnd’ cassette codant pour une
résistance a un antibiotique, I'échange entredlalsauvage et I'alléle muté se produit en
une seule étape par une double recombinaison hgomlhe géne muté peut étre porté par
un fragment d’ADN linéaire ou par un plasmide siéci Apres la transformation

bactérienne, la pression de sélection, assuréla pa¢sence de I'antibiotique correspondant
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dans le milieu de culture, favorise I'évenementemmbinaison et permet de sélectionner
uniguement les bactéries qui ont subi la mutatioguie 19.

Cette méthode a été utilisée pour mEemovicidaa partir d'un fragment d’ADN
linéaire *°°. Par contre, I'obtention d'une mutation aprés tiauction d’un fragment
d’ADN linéaire n'a jamais été décrite chéz tularensis pour laquelle I'efficacité de
transformation d’'un fragment linéaire est médicowenparativement a celle observée avec
un plasmide suicide. Cette différence d'efficagi@durrait étre liée a la dégradation de
I’ADN linéaire par des exonucléases dans la bagtéou la nécessité d'utiliser une plus

grande quantité de produit PCR lors de la transdtion.

Lorsque le géne d’'intérét est muté par délétiomolastruction doit étre portée par un
plasmide suicide, lui-méme porteur d’un gene decsi@n négative ou d’excision. Comme
I'indique son nom, un plasmide suicide ne se mamtpas dans la bactérie receveuse car il
ne possede pas les fonctions nécessaires a saati@pli Ces fonctions sont souvent
spécifiqgues a un genre bactérien donné. Ainsilasnude réplicatif cheE. coline sera pas
forcément réplicatif cheFrancisella et réciproquement. Lorsqu’une bactérie recoit un
plasmide suicide, ce dernier sera perdu au coussddasions cellulaires ou sera, dans
certaines conditions, intégré dans le génome bantér

L’intégration de la construction plasmidique daeggénome de la bactérie receveuse
est induite par une pression de sélection assueka présence, dans le milieu de culture,
de l'antibiotique dont les génes de résistance portés par le plasmide suicide. Ainsi, la
bactérie est contrainte d’intégrer le plasmide daorsgénome afin de survivre. Ce premier
événement de recombinaison conduit a I'obtentiofaderme intermédiaire mérodiploide :
le plasmide est entierement intégré au génomes eldex formes du gene d’intérét, sauvage
et mutée, sont présentes en simple copie. Cettgefonérodiploide disparait a la suite d’'un
second évenement de recombinaison au cours duquetosluit I'échange entre l'allele
sauvage et l'alléle muté. Cet échange conduirasstaitperte définitive de I'allele sauvage,
Soit a sa régénération.

Pour induire le deuxieme évenement de recombinaikorplasmide suicide doit
posséder un marqueur de sélection négative. litssagivent du gensacB de Bacillus
subtilis qui code pour la lévansucrase. Cette enzyme tde lpour les bactéries a Gram
négatif en présence de saccharose dans le milans €e cas, les bactéries n’ayant pas subi
le deuxieme événement de recombinaison et possédajours le plasmide dans leur

génome produisent la [évansucrase et ne surviangEmure 20.

82



CHAPITREIV Les outils pour la manipulation génétiqueFdancisella

Génome bactérien

Qche sauvage

Amplification par PCR du géne d'intérét a partir du génome de la souche sauvage

— Géne A = GéneR = Géne C —

GéneR

1
)
1
1
- Géne A = 1
‘ Délétion du géne sauvage et insertion d’'une

cassette de résistance & un antibiotique (ATB )

Amplification PCR du géne muté

Produit PCR —  aane s —-— Ginec =

-q--L-

Géne C ™~

N

Transformation bactérienne Clonage dans un vecteur suicide
p— —-— p— >
ATRR?

Souche sauvage

Transformation bactérienne

b

Souche sauvage

Sélection en présence de I'antibiotique | NG I

Double recombinaison homologue

m— (éne A ==  GéneR ™=  Géne( Génome sauvage

— —-— mec —  Produit PCR

Souche mutée

Figure 19. Schéma de la mutagenése par échange s a partir d'un géne muté par insertion d’une

cassette de résistance & un antibiotiqué®
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Amplification par PCR du fragment d’ADN d'intérét a partir du génome de la souche sauvage

— Géne A = Géne R = Géne C —

Délétion du géne sauvage

\

I .@. cme =

Clonage dans un vecteur suicide

\/
|

Transformation bactérienne

Souche sauvage

Sélection en présence de I'antibiotique

Premier événement de recombinaison
— GoneA ==  GeneR == Genec == GEénome sauvage

XZ

Géne A -E— Géne C

ATR®?

= C m P m “ '-_ ATBT == A -Z— C =  Génome mutant intermédiaire

Forme intermédiaire mérodiploide

Sélection en présence de saccharose 5%

Deuxiéme événement de recombinaison

ZE
.

|

Souche mutée

Figure 20. Schéma de la mutagenése par échange s & partir d’'un géne muté par délétion®®®
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Golovliov et collaborateurs sont les premiers airaréalisé une mutation par échange
d’alléles chez . tularensissubspholarcticaLVS ?*°. Ils ont construit un plasmide suicide,
le pPV Figure 2), en modifiant le plasmide pUC19 par l'introductidu genesacB d’'une

origine de transfert et d’'un géne de résistanaehémramphénicol.

pPV
10400 pb

cm®

SacB
CmR : géne de résistance au chloramphénicol
Sa& . SacB: géne codant pour la Iévansucrase

bal orT OriT : origine de transfert du pDM4.

Figure 21.Plasmide suicide pPMdérivé du puC19§*.

Apres le pPV, d’autres vecteurs suicides ont ébétroits et la mutagenese dirigée par

échange d’alleles a largement été utilisée pouenkuincisella(Tableau 15Tableau 1%k

Il — 2. Mutagenese aléatoire par I'utilisation de tansposons

Les transposons ou éléments transposables soigesitipour créer des mutations
aléatoires dans le génome de la bactérie étudiéesémble des mutants obtenus constitue
alors une banque de mutants aléatoires.

Les transposons sont des éléments mobiles corsspiaredune séquence d’ADN et sont
naturellement présents dans les génomes de tousrdesismes vivants. lls sont peu
fréquents dans les petits génomes, comme ceux at#éries, mais représentent une part
importante des grands génomes (ex: 70% dans lg).maés éléments transposables
présents dans les génomes bactériens, nommeés enségqud’insertion » (1S), sont les plus
simples. Une séquence d’insertion est constituéa diéne codant pour la transposase
(enzyme qui catalyse la transposition), encadrédear séquences inversées-répétées qui
marquent les extrémités de I'lS. La transposasenrait spécifiguement les séquences

inversées-répétées du transposon, ainsi que l&ségul’insertion sur 'ADN, caractérisée
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par une séquence repétée deux fois. Ainsi, uneet& ®ujours encadrée de séquences
directement répétées, spécifigues a sa transpokasetransposons sont généralement
connus pour leur importance dans le transfert detions. Ces éléments mobiles peuvent
porter des génes codant pour des résistances adigfifgis, des résistances a des meétaux

lourds, a des toxines ou pour des protéines detsteu..

La création de mutations par insertion en utilidasttransposons 10 et TrMax2 a
été tentée a plusieurs reprises che@ancisella **% 8 212 Cependant, Lauriano et
collaborateurs ont montré chEztularensissubspholarcticalLVS que les mutations créées
avec ces transposons étaient instabfedar la suite, deux systémes de transposonsént ét
développés pour créer des banques de mutargadeisella: le systéme EZ::TN, basé sur
le transposon T3) et un systéme basé sur le transpdsorarl

La méthode de mutation basée sur l'insertion aikatdu complexe transposon-
transposase, dérivé duT;ra été développée par Kawula et collaborateurs viilarensis
LVS %% et a permis d’obtenir une banque de mutants atéatstables. Cette technique a
ensuite été utilisée a plusieurs reprises pourrailés banques de mutants a partir de
F. novicida U112 *°3 198 210. 261 4o £ ylarensis subsp. holarctica LVS 2°% 2% et de
F. tularensissubsptularensisSCHU S#*

Récemment, Maier et collaborateurs ont créé uneumme mutants aléatoires de
F. tularensissubspholarcticaLVS a I'aide d’un systeme transposon-transposaseé&léde
himar12>°,

La création de banques de mutantd=dencisella tularensigar I'insertion aléatoire
de transposons constitue une nouvelle approche étadier la pathogénie de la bactérie.
L’analyse de mutants ayant perdu leur capacitéo@tirerdans les macrophages ou étant
atténués dans leur virulence permettra d’'identiiergenes impliqgués dans ces mécanismes.
L’isolement de mutants atténués ouvre de nouvell@ss pour le développement de
nouveaux vaccins. Néanmoins, l'application de cetithode nécessite un systéeme de
criblage efficace, permettant de sélectionner deses d’intérét parmi parfois 40 000

clones testés®°
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Tableau 15. Mutants deFrancisella novicidaconstruits par échange d’allélegd’aprés Zahrt 20073

Espece Geénes mutés Assignations$ Mutation® Résistancé Transformation® Références
acpA FTNOO90 I Erm Electro. 246
F. novicida acpA FTNOO90 DI Km Cryo. 236
acpB FTN1556 DI Tc Cryo. 237
acpC FTN1061 DI Erm Cryo. 237
hap FTN0954 DI Hyg Cryo. 237
recA FTNO122 I Km Chim. 265
minD FTNO0330c I Km Chim. 211
tul4 FTNO427 DI Erm Electro. 190
fopA FTNO756 I Km Chim. 250
/ FTNO869 DI Km Electro. 185
/ FTN0910 DI Km Electro. 185
/ FTN1070 DI Km Electro. 185
pepO FTN1186 DI Km Electro. 185
mgIA FTN1290 DI Erm Electro. 191
pdpB FTN1310 DI Km Electro. 185
cds2 FTN1318 DI Km Electro. 185
iglA FTN1324 DI Erm Chim. 188
iglB FTN1323 DI Erm Chim. 188
iglB FTN1323 DI Erm Cryo. 192
iglC FTN1322 DI Erm Electro. 191
pdpD FTN1325¢ DI Erm Electro. 96
pdpD FTN1325¢ D / Chim. 193
anmK FTN1326 D / Chim. 193
wbtDEF FTN1425c — FTN1427c DI Cm Conjug. 262
oppB FTN1592 DI Km Electro. 185
frgA FTN1682 DI Km Electro. 186
/ FTN1741 DI Km Electro. 185
pur A—purF FTNO178 — FTN1700 DI Cm Cryo. — Conjug. 219
/ FTN1758 D / Chim. 193
figB, C,D,E FTN1683 a FTN1686 DI Km Electro. 221

& Annotations du génome de la souche U112 (numéaaseksion GenBank CP000439)

® mutations par insertion (1), délétion (D), délétimsertion (DI).

¢ résistance a I'érythromycine (Erm), a la kanamg¢iim), au chloramphénicol (Cm), a I'nygromyciney(

introduction de 'ADN par électroporation (Eleciacryotransformation (Cryo.), conjugaison (Con)us transformation chimique
(Chim.)
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Tableau 16. Mutants deFrancisella tularensis(subsp.holarcica et tularensig construits par échange
d’alleles (d’aprés Zahrt 2007)

Sous-espéeces Geénes mutésAssignation$ Mutatiof Résistance Transformatioh Références
iglC1 —iglC2 FTLO113 — FTL1159 D / Conjug. 249
F. tularensis iglC1 —iglC2 FTLO113 - FTL1159 D / Electro. 266
subsp. iglD1 —iglD2 FTLO0114 - FTL1160 D / Conjug. 196
holarctica mglA FTL1185 D / Conjug. 208
SSpA FTL1606 D / Conjug. 208
mglA FTL1185 D / Conjug. 196
purMCD FTLO395 — FTL0O396 DI Km Electro. 220
blaB — blaA FTLO879 — FTL0957 D / Electro. 258
ftiIC FTL1107 D / Conjug. 204
sodB FTL1791 P / Conjug. 216
fslA FTL1832 D / Electro. 267
fsIA FTL1832 DI Km Electro. 186
tolC FTL1865 D / Conjug. 204
pilF FTL1029 D / Conjug. 201
IpxL FTT0032c DI Km Cryo. 268
blaB — blaA FTTO0611c — FTTO681c D / Electro. 258
F. tularensis FTT0918 D / Conjug. 197
subsp. FTT0919 D / Conjug. 197
tularensis iglC1 —iglC2 FTT1357c-FTT1712c D / Conjug. 197
WbtDEF FTT1459c — FTN1461c DI Cm Conjug. 262
fur FTTO030c D / Electro. 222
fsIE FTT0025 D / Electro. 222
acrA FTL1845 D / Electro. 215
acrB FTTO0105¢c D / Electro. 215
dsbB FTTO0107c D / Electro. 215

@ Annotations des génomes letularensissubspholarcticaLVS (numéros d'accession GenBank AM233362) €t dwilarensis
subsptularensisSCHU S4 (numéros d’accession GenBank AJ749949).

® mutations par insertion (I), délétion (D), délétimsertion (DI), mutation ponctuelle (P).

¢ résistance antibiotique a la kanamycine (Km), liaramphénicol (Cm).

introduction de 'ADN par électroporation (Eleciacryotransformation (Cryo.), conjugaison (Con)ug transformation chimique
(Chim.)
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lIl — Les plasmides naturels deFrancisella et développement de vecteurs navettes

Le pFNL10 est le seul plasmide naturel décrit dRemncisellajusqu’a présent’ Il a
été identifié en 1994 a partir de la soudtrancisella noviciddike F6168, isolée du sang
d'un patient californien?®. L'identification d’'un plasmide naturel, capable déplication
autonome che#rancisella a rapidement présenté un intérét pour le développerde
nouveaux outils moléculaires, dont les vecteursetias. Ces derniers peuvent étre utilisés
pour lidentification de genes essentiels a la wurde la bactérie dans I'hote, par
complémentation de mutants ou par I'étude de I'esgion des genes a différents stades de
l'infection. Par exemple, certains promoteurs dmpoement activés lors de l'infection
intracellulaire du macrophage peuvent étre idegjfien clonant des fragments d’ADN
génomiques en amont de génes rapporteurs (génésitance a un antibiotique ou gene

codant pour une protéine fluorescente, par exetagBP - green fluorescent protein).

L’analyse de la séquence nulcéotidiqgue du pFNLH¥léaréalisée plus tardivement en
2001%",

[l — 1. L'analyse de séquence du pFNL10
Le pFNL10 est un plasmide de 3 990 pb dont la s&rpiest déposée dans GenBank
sous le numéro d’accession AF1214#Figure 22 Tableau 1Y.

La séquence du pFNL10 est caractérisée par simmggiodantes. L'ORF1 code pour
une protéine de 339 acides aminés (aa) dont laeségLest proche des protéines d'initiation
de la transcription des autres bactéries. Cettéeipe®y nommée RepA, correspond a la
réplicase essentielle au maintien du plasmide dansactérie. L'ORF2 code pour une
protéine de 140 aa qui correspondrait a une héliédd?-dépendante. L'ORF3 code pour
une protéine de 298 aa. D’aprés l'analyse de ségyda produit de 'ORF3 serait une
intégrase ou une recombinase. LoVuello et collakara suggerent que 'ORF3 joue un
réle dans la répartition du plasmide entre les d@t ou dans le nombre de copfes
L’ORF4 et 'ORF5, disposés en opéron, codent respmgoent pour des protéines de 68 aa
et 86 aa. Ces deux ORFs constituent un systemealidtemh de type toxine-antidote,
similaire & celui porté par I'opérophd-docdu bactériophage P1El' coli % 2> Ce
systeme favorise la survie des bactéries qui polegplasmide : Doc est toxique et cause la

mort des bactéries, alors que Phd constitue I'atgidCette derniere se lie a Doc pour
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bloquer son activité. L'ORFm code pour une protéiee 56 aa pour laquelle aucune

homologie n’a été identifiée.

Deux zones promotrices, dépendantes du factglly, ainsi que deux zones de
terminaison, ont été identifiées en amont et el dea opéronsepA-orf2 et orf4-orf5.
L’origine de réplication du pFNL10 est caractérig@e deux séquences répétées, une de
13 pb AATATATAAAGAG ) et une de 31 pPbGATACAAAAAGTAGTTTTAAATTCAAAAAGT ).
D’aprés cette origine de réplication, Pomerantsevcalaborateurs suggerent que le
pFNL10 se réplique selon le mode Theta, identiqueelai de la réplication de 'ADN
chromosomique.

Arcl 322
Haelll 264

Bsp24l 3585 oo b LG /
\ . . /Sphl44l
. -,

Clal 3437,

. Bolll 79&
-

PFNL10
3990bp

= o
" 2800bp

Avall 2822—" = \

Figure 22. Carte du plasmide pFNL10 (3 990 pb) (cée par PlasmMapper®™). Les fleches grises
représentent les six régions codantes (de ORF1R6DRes sites de restriction uniques et leurstjpos sont

indiqués.

Tableau 17. Régions codantes du pFNL1?

Plasmide Positions Description

PFNL10

ORF1 605-1682 Rep A

ORF2 180-602 Hélicase ATP-dépendante
ORF3 3075-3953 Intégrase ou recombinase
ORF4 2249-2455 Protéine similaire a Doc
ORF5 1995-2252 Protéine similaire & Phd
ORFm 2616-2786 Aucune homologie identifiée
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[l — 2. Les vecteurs navettes réplicatifs cheErancisella

L’'une des caractéristiques essentielles des vectewettes réside dans leur capacité a
se répliquer a l'intérieur de deux genres bactéreun minimum. Le plus souvent, il s’agit
de la bactérie étudiée etHEd’ coli. L'intérét de ces vecteurs est de pouvoir réallssr
constructions chek. coli, dont la manipulation est aisée, avant de lessetilpour des

études précises dans la bactérie d’intérét.

Ces vecteurs peuvent étre construits selon deatégtes : soit a partir d’'un plasmide
naturel porteur de I'origine de réplication spépie du genre de la bactérie étudiée, soit a
partir d’'un plasmide a large spectre d’hotes. A plesmides sont ajoutées de nouvelles
fonctions, essentielles a leur manipulation : umguaur de sélection, telle qu’'une cassette
de résistance a un antibiotique pour la sélectiercldnes et une origine de réplication

spécifique &. coli.

Avant le pFNL10, aucun plasmide naturel n'avaitiét#é chez-rancisellg ce qui a
limité le développement d’outils moléculaires. D&sides avaient été realisées par des
chercheurs russes avec les plasmides a largesespedidtes, pC194 d8taphylococcus
aureuset pSa deBacillus mais ces plasmides n'étaient pas stables Enaacisella en
milieu liquide sans pression de sélectiGi’®

Lorsque le pFNL10 a été identifié, il a servi desdgour développer des vecteurs

navettes réplicatifs cheE. coli et chezFrancisella Jusqu’'a récemment, les vecteurs
navettes fonctionnels ch&zancisellaétaient tous dérivés de ce plasmitielleau 1R
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Tableau 18. Plasmides et vecteurs navettes réplidfatchezFrancisella (d'aprés Zahrt 2007

Résistances /

Plasmides Origine$ Description b Références
marqueurs
pFNL10 Orir Plasmide naturel derancisella novicidaike F6168 None 271,272
pFNL100 orir; ColEL Plasmide hybride du pFNL10 et du vecteucldaage cE. coli, pBR328 T6 Cnd 253
pFNL200 Ofr Dérivé du pFNL100 : délétion avec I'enzyiBalBA TC; Cnd 253, 272
pOM1 Orr Dérivé du pFNL200 : délétion spontanée TC 279
. Dérivé du pFNL200 : délétion de 3 kb péral, insertion de I'origine de
pKK202 Orer; p15A . Tc; Cd 255
réplication p15A du pACYC184
. Dérivé du pKK202 : délétion pathd, insertion du géne de résistance au
pKK214 Orier; p15A L. ) TC 254
chloramphénicol du pCM7 sans son promoteur et [&SMG pBlue script
. Dérivé du pKK214 : insertion du promotegnoESLdevant le géne de résistance
pKK214CAT Orier; P15A Tc'; groEL-Cmi 77
au Cm
. Dérivé du pKK214CAT : remplacement du gene de ta@sce au Cm par le
pKK214GFP Ofir; P15A . Tc'; groEL-gfp 77
génegfp
pFNLTP1 orir; pMB1 Plasmide hybride du pFNL10 et du vecteucldeage dE. coli, pPCR2.1-TOPO  AmpKm' 257
. . Dérivés du pFNLTP1 contenant différentes combimeste sites multiples de
pFNLTP5 a 8 Okr; pMB1 Amp'; Km"; MCS 257
clonage
pFNLTP9 orir; pMB1 Dérivés du pFNLTP1 contenant ung-psensible a la chaleur Afm' 257
pENLTP6gfp Ofier; PMB1 Dérivé du pFNLTPS : insertion du gegfip sans son promoteur en aval du MCS  Arin’ 257
! o — . Amp'; Km';
pFNLTP6gro-gfp  orier; pMB1 Dérivé du pFNLTP&fp : insertion du promotewgroESLdevant le géngfp ELof 257
groel-gip
) Dérivé du pFNLTP9 : délétion du géne de résistanieekanamycine, insertion
PFNLTP16H3 ofiit; pMB1 . R o R ) mp’; Km' 259
du transposohimarFT codant pour un géne de résistance a la kanamycine
. Dérivé du pFNLTP8 : délétion du géne de résistanieekanamycine, insertion
pFENLTP23 orér; pMB1 R L. . . Amp'; Nt 259
du gene de résistance a la nourseothricine
Dérivé du pFNLTP&ro-gfp: insertion du génbla devant le gengfp, puis
pXP136 orir; ColE1 o P ro-gfp g gengip. p Km'; Ceph 280
délétion de 373 pb
Dérivé du pXP136 : délétion dgp, placanbla sous le contrdle dgroESL
pXP160 orir; ColE1 Délétion de 1,5 kb contant le géne de résitaneekariamycine, insertion du Ceph 280
genegfp et délétion de 'ORF3.
Dérivé du pXP160 : délétion de 299 pb codant umgepde orir et de 'ORF5,
pXP167 orir; ColE1 pAFE P b Ceph 280
pour placer le géngfp sous le contr6le du promoteur de 'ORF5.
pMP393 orir; ColE1 Dérivé du pMV261 : insertion de l'origine déplication du pFNL10 K 258
. Dérivé du pMP393 : insertion du promoteoESLdevant le géne de résistance
pMP527 orir; ColE1 . . Km 258
a la kanamycince
. Dérivé du pMP527 : remplacement du géne de résistan chloramphénicol
pMP529 orir; ColE1 K . N ) Hygd' 258
par le géne de résistance a I’hygromycine
pMP607 orir; ColE1 Dérivé du pMP527 : insertion de$4 etorf5 du pFNL10 Km 258
pMP633 orir; ColE1 Dérivé du pMP529 : insertion de$4 etorf5 du pFNL10 Hyg 258
pCuU18 Ofjcio4 PMB1 Plasmide hydride du pUC18 et du pC194 Amp', Cri 260
Plasmide hydride du pUC18 et du pC194, insertiogé&hegfp du pFPV25,
pCUG1 Orjci94s PMB1 Y P P g paup Amp', Cri 260
sans son promoteur
Plasmide hydride du pUC18 et du pC194, insertiogé&hegfp du pFPV25,
pCUG2 Orjcie4s PMB1 y P P g paup Amp', Cri 260

sans son promoteur (orientation du pC194 inveraéegpport au pCUG1)

2 origines de réplications des plasmides grporigine de réplication du pFNL10 ; ColE1, origide réplication cE. colides vecteurs

pBR ; p15A, origine de réplication®’ colides vecteurs pACYC ; pMB1, origine de réplicatiok.ctolides vecteurs pUC, origine de

réplication du plasmide pC194 &aphylococcus aureus

P Résistances antibiotiques ou marqueurs portée pasmide. T Cni, Amp, Km', Nt, Hyg, Ceph : résistance & la tétracycline, au

chloramphénicol, & 'ampicilline, & la kanamyciada nourseothricine, & I'nygromycine et a la cépsorine ;gfp, géne de la « green

fluorescent protein »groESL promoteuigroESLdeFrancisella; MCS, site multiple de clonage.
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Le pFNL100 et le pFNL200 constituent la premierenégation de vecteurs. Le
pFNL100, construit en 1996, est un plasmide hydeidee le pFNL10 et le pBR3283 ||
porte les genes de résistance a la tétracycliremu ethloramphénicol du pBR328. Il est
réplicatif chezFrancisella grace a l'origine de réplication du pFNL10 fg)i et chez
E. coli, grace a l'origine de réplication du pBR328 (C9lHIle pFNL200 a été construit par
délétion d'une partie du pFNL100, mais a perduaaacité a se répliquer ch&z coli, ce

qui a limité son utilisation en biologie molécutir

Une deuxieme génération de plasmides a ensuiteogéigtruite avec le pKK202, le

pOML1 et le pKK214 :

- Le pKK202 a été obtenu suite a une délétion du gFENLet a l'insertion de
I'origine de réplication c&. coli, p15A2*,

- Le pOML1 a été obtenu par une délétion spontandd=biL200%"°. Il a été utilisé
pour comparer la cryotransformation et I'électrgtiom dans plusieurs souches
de la sous-espécelarensis®®®.

- Le pKK214 a été construit a partir du pKK202 palétién d’'un fragment de
3 kb porteur du géne de résistance au chlorampblédic pBR328, puis par
insertion du géne de résistance au chloramphéfadl du pCM7 sans son

promoteur, en aval d’une partie du site multipletimage du pBlue Script”.

Le pKK214 a ensuite été utilisé pour créer une bande promoteurs a partir de
I’ADN génomique de la souche LVS. Le clonage degrnents chromosomiques en amont
de la cassette de résistance au chloramphénicelraigp de sélectionner des promoteurs
activés lors de I'infection dans le macrophagepK&214 a également servi a construire le
pKK214CAT, par insertion du promotegroESLde Francisellaen amont du géneat, puis
le pKK214GFP, en remplacant le gére par le génayfp ’. La production de la GFP par
F. tularensissubspholarcticaLVS, complémentée avec le pKK214GFP, a permis diétu
la croissance et la survie de la bactérie dansrdéozoaire Acanthamoeba castelanii

suggérant ainsi le réle des amibes en tant quevaséans la transmission de la tularémie.

Une nouvelle série de vecteurs a ensuite été ciespar Maier et collaborateurs en
2004. Le premier vecteur construit fut le pFNLTRilasmide hybride entre le pFNL10 et le
plasmide pCR2.1-TOPO (Invitrogen}>’. Tous les plasmides pFNLTPn, construits & partir
du pFNLTP1, portent I'origine de réplicatigMB1 d’E. coli, spécifique de la famille des
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plasmides pUC, apportée par le pl2R-TOPO. Maier et collaborateurs ont montré gse le
vecteurs pFNLTPn étaient stables lors de cultunesideux liquides dd-. tularensisLVS
sans pression de sélection, ainsi qu’'au cours derdssance de la bactérie dans le
macrophage. Parmi les vecteurs construits figulenpFNLTP6gro-gfp, utilisé pour la
production de la GFP pdf. tularensissubsp.holarctica LVS dans le macrophage et le
pFNLTP9, porteur d’une réplicase dont 'activité éépendante de la température. L'intérét
du pFNLTP9 était de pouvoir rendre ce vecteur réplicatif a 42°C, afin de réaliser, a
cette température, une mutagenese par échangeesall

Par la suite, Maier et collaborateurs ont réutilcedte série de vecteurs afin de
construire un systeme de mutagenese aléatoireso@dé transposohimarl Dans cette
étude, le plasmide pFNLTP16H3 a été utilisé comrasmide suicide et a permis de
construire une série de mutants aléatoires.

Dans une autre étude, la série des vecteurs pFNRT$amvi de base pour construire
les plasmides pXP136, pXP160 et pXPT8%7 Ces vecteurs ont ensuite été utilisés pour
tester I'expression du géne de résistance falactamasebla chezFrancisellatularensis
LVS.

La derniere série de vecteurs navettes basée pFNe10 a été construite en 2006
par LoVullo et collaborateurs® Ils ont construit les vecteurs pMP393, pMP527 B9,
pMP607 et pMP633, utilisés pour comparer l'effitdcide [I'électroporation entre
F. novicidaU112, la souche vaccinale LVS et tularensissubsptularensisSCHU S4. lIs
ont montré, comme Maier et collaborateurs en 204, I'efficacité de transformation dans
F. novicidaU112 était plus faible que celle obtenue avecalgtses souches. La présence
dansF. novicidaU112 d’'un systeme de méthylation et de restrictler ADN, conduisant
a la dégradation de 'ADN exogene, serait 'hypsthda plus probable expliquant la
différence d’efficacité entrE. novicidaU112 etF. tularensis

Au cours de cette étude, LoVullo et collaboratears également démontré que
AphA-1, géne de résistance a la kanamycine, était maers éxprimé dans la souche
SCHU S4 par rapport a la souche LVS : I'efficacigtransformation a été améliorée apres

insertion du promotewgroESLdevant le gen@phA-1

Les derniers vecteurs navettes adaptésaacisellaont été construits a partir I'origine
de réplication du pC194, plasmide a large spectnétes provenant d&taphylococcus

aureus®®. Trois plasmides ont ainsi été obtenus : le pCll&smide hybride du pC194 et
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du pUC18; le pCUGL1 et le pCUG2, plasmides hybridedeur du gengfp du pFPV25
sans promoteur. Le pCUG1 a été utilisé pour créer banque de fragments d’ADN
génomique dé&. tularensisLVS, clonés en amont du gegfp. Un ensemble de promoteurs
activés lors de l'infection intracellulaire a air&é identifieé parmi 20 000 clones testés, en
isolant uniguement les clones produisant la GFR ¢eamacrophage. D’autre part, Rasko et
collaborateurs®® ont vérifié la possibilité de faire coexister IEYG1 et le pKK214GFP,
possédant deux origines de réplication différerdass la méme bactérie avectularensis
subsp.holarcticaLVS. L'utilisation de deux vecteurs navettes dane méme bactérie peut
permettre I'étude de mécanismes d’interactionseedéux produits (un promoteur et son

régulateur par exemple).

En conclusion, il existe actuellement des outilsdes méthodes permettant la
manipulation génétique derancisella tularensisToutefois leur mise au point est récente.
Par exemple la conjugaison date de 2833t I'électroporation de 200%". D’autre part,
I'unique source de vecteurs navettes a longtenpsegFNL10. Il a fallu attendre jusqu’a
10 ans avant que des outils vraiment exploitatifls, que le pKK214°* ou la série de
plasmide pFNLTPA*’, soient disponibles. Grace a ces vecteurs, dessgapporteurs, tels
gue des geénes de résitance aux antibiotiques génlegfp ont pu étre utilisés, au cours de
ces cing dernieres années, afin didentifier desegéde virulence dd-rancisella
tularensis’’ °" 200 289 | *assor des outils de biologie moléculaire adapid-rancisella
tularensisest récent et repose actuellement sur deux mé&hdeleranformation, quelques
plasmides suicides et des vecteurs navettes edtmmgnt basés sur le pFNL10.
L’amélioration des techniques et la mise a dispwsid’'une variété plus large d’outils
permettraient d’améliorer les conditions d’étude lalebactérie et de progresser dans la

compréhension de cette pathologie.
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OBJECTIFS

La premiére partie de ce mémoire a permis de faingoint sur la tularémie, sur les
mécanismes de virulence de son agent étiologiquerelies outils moléculaires disponibles
pour la manipulation génétique du gerffeancisella Plusieurs remarques peuvent étre
formulées a ce stade. Premiérement, malgré une fasimologie entre les génomes des
différentes especes deancisellg ces dernieres présentent des différences génoggpiet
phénotypiques non négligeables qui influent sursleaxigences nutritionnelles et sur leurs
virulences respectives. Ensuite, de nombreuse®®tadt permis d'identifier des éléments
structuraux ou génomiques impliqués dans la crogsatracellulaire et dans la virulence de
Francisella tularensis mais pour linstant les liens entre ces difféserfacteurs de
pathogénicité ne sont pas clairement établis. El#imajorité des études a été réalisée avec la
souche atténuék. tularensissubsp.holarctica LVS et avec I'espece faiblement virulente
chez 'HommeF. novicida Dans ce contexte, I'extrapolation des conclusimges études a

F. tularensissubsptularensisest discutable.

L’objectif de cette thése était d’évaluer le roke ld phosphatase acide AcpA dans la
virulence deFrancisella tularensis

A lissue de ce travail, nous souhaitions possédsrpropres outils moléculaires pour la
manipulation génétique des souches pathogéndsrateisella tularensiset répondre aux
guestions suivantes :

- L’enzyme AcpA est-elle un facteur de virulencerdeularensissubsptularensis?

- Peut-on considérer que les mécanismes de virelldelEe. novicidaou deF. tularensis
subsp. holarctica sont identiques a ceux dE. tularensis subsp. tularensis? Et par
conséqguent, peut-on extrapoler les conclusiongtigkes dd-. novicidaou deF. tularensis

subspholarcticaa la sous-espéedtelarensis?
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Dans un premier temps, nous avons évalué le réla gosphatase acide A dans la
virulence deF. tularensissubsptularensis Dans cette perspective, nous avons caractiérisé
vitro l'activité enzymatique de plusieurs souches dugénancisella Ensuite, nous avons
développé une méthode de mutagenese qui nous asp#Eohtenir un mutant déficient en
AcpA. Enfin, nous avons développé un modéle d’itidecexpérimentale par voie respiratoire
chez la souris.

Par ailleurs, dans un contexte ou I'absence deeuextnavettes a longtemps ralenti
I'étude de la bactérie, nous avons développé déngrgtions de vecteurs navettes réplicatifs
chezE. coli et chezFrancisella tularensisCe travail a été possible grace a I'identificated
a la caractérisation de deux plasmides naturelsaréir pde deux souches distinctes de
Francisella philomiragia
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CHAPITRE |

Etude du réle de la phosphatase acide A dans la vience de

Francisella tularensissubsp.tularensis

| - Introduction

Certains membres de la famille des phosphatasdesa¢ACPs) sont des facteurs de
virulence de pathogénes intracellulaires facultatiu obligatoires, tels quéegionella
micdadei'*®, Coxiella burneti?*® ou Leishmania donovarif®. Les phosphatases acides de ces
pathogenes inhibent le stress oxydant dans lesllezllphagocytaires, en bloquant la
production d’ions superoxydes par hydrolyse deokitol 1,4,5-triphosphate (4P et
phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PIP messagers intracellulaires nécessaires a
I'activation de la NADPH oxydasg® 229 281,282

Francisella tularensigpossede quatre phosphatases acides, dont la plt@spracide
AcpA qui est majoritairé*’. Cette enzyme est impliquée dans I'inhibition deptoduction
d’'ions superoxyde au cours du stress oxydant déguéaires neutrophiles®. Elle
présente des caractéres biochimiques, structurawatalytiques uniques comparativement
aux autres membres de la famille des phosphatasdesa Actuellement, le mécanisme
moléculaire conduisant a l'inhibition du stress degt des cellules phagocytaires par 'AcpA
de Francisella n’est pas clairement connu. Nous savons justel eguigage une voie
d’activation de la NADPH oxydase commune & celles idositol-phosphates et du PM&

239 contrairement aux mécanismes d'inhibition desesuACPs décrits, qui n'engagent que la

voie des inositol-phosphates.

Le réle de 'AcpA dans la virulence derancisella a uniguement été évalué chez
F. novicidg souche opportuniste chez I'Homme contrairemelt tularensis Depuis 1996,
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les études réalisées sur ce sujet exposent dekatgscontradictoires : d’'aprés Baron et
collaborateurs, 'AcpA n’est pas essentielle p@ucroissance intracellulaire et la virulence de
la bactéri¢*®; d’aprés Mohapatra et collaborateurs, I'AcpA cimte & la survie
intracellulaire et a la virulence de la bactériecaurs des 72 premiere heures qui suivent
linfection #*°; dans une seconde étude, ces mémes auteurs ntaqieela contribution de
I’AcpA dans la virulence de la bactérie n'est pagidicative lorsque le relevé de mortalité
est réalisé pendant 10 jours aprés infection pigr nespiratoiré=’.

Les interprétations de ces précédentes étudesnvamefonction du modele d’étude.
Néanmoins, I'AcpA est fréquement citée parmi leddars de virulence de novicidaet, par

143, 260, 283

extrapolation, parmi ceux de. tularensis , malgré des caractéres phénotypiques

bien distincts entre ces deux especes, notammedatrag de virulence.

Dans ce contexte, nous avons souhaité évaluetdaledla phosphatase acide A dans la
virulence deF. tularensisen étudiant pour la premiére fois des souchesopaties pour
’Homme. L'objectif de notre étude était de détamarisi cette enzyme est impliquée dans la
virulence deF. tularensissubsp.tularensiset d’autre part, de définir si I'extrapolation des
résultats obtenus avéc novicidaaF. tularensisest justifiée.

Dans un premier temps, l'activité enzymatique phasgpse acide a été caractérigée
vitro a partir deF. novicida et de deux souches virulentes appartenant aux espgsces
holarctica ettularensis Ensuite, une méthode de mutagenése dirigéedeettoppée afin de
construire un mutant déficient en phosphatase a&idie F. tularensissubsp.tularensis
Enfin, un modéle d’'infection expérimentale par voespiratoire a été développé chez la
souris afin d’évaluein vivo le réle de I'AcpA dans la virulence de tularensissubsp.

tularensis
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Il — Matériels et méthodes
Il — 1. Souches, plasmides, amorces et conditione dulture
Les bactéries, les plasmides et les amorces stiliaas cette étude sont présentés dans

le Tableau 1%t leTableau 20

Tableau 19. Souches bactériennes utilisées au codesla premiéere étude

Souche Descriptiof Référence et source
Francisella
F. novicida Souche CIP 5612 — Girp, Ap' CIP

Echantillon clinique
F. tularensissubsptularensis ~ Souche CRSSA 278/06 — Chp, Ap’ a

humain

Echantillon clinique
F. tularensissubspholarctica ~ Souche CRSSA 061/00 — Chp, Ap’ a

humain

F. tularensissubspholarctica LVS (Live Vaccine Strain) — NCTC 10857 NCTC

Souches (origine)

CNEVA/10178/96 (marcassin)

CNEVA/3/97 (liévre)
CNEVA/3696/97 (lievre)
CNEVA/4262/97 (liévre)
CNEVA/5838/97 (lievre)
CNEVA/6530/97 (liévre)
CNEVA/6670/97 (lievre)
CNEVA/12379/97 (liévre)
CNEVA/1086/98 (lievre)
CNEVA/952/98 (liévre)
AFSSA FT15
CNEVA/1261/98 (liévre)
CNEVA/1386/98 (lievre)
02/0283
CNEVA/2115/98 (lievre)

CNEVA/4540/98 (liévre)
CNEVA/6011/98 (liévre)
CNEVA/11263/98 (liévre)
CNEVA/907/98 (ligvre)
AFSSA FT27
AFSSA/2772/99 (liévre)
AFSSA/6446/99 (liévre)
AFSSA/7124/02 (humain)
AFSSA/8102/02 (liévre)
AFSSA/292/03 (liévre)
AFSSA/571/03 (liévre)
AFSSA/782/03 (humain)
AFSSA/824/03 (liévre)
AFSSA/1207/03 (liévre)

FSSA/1458/03 (ligvre)
AFSSA 78
AF88685/03 (lievre)
AFSS3920/03 (lievre)
AFSSA/5566/02(lie)
AFS2A0/04 (liévre)
AFS&A3/04 (humain)
AMF88$168/04 (lievre)
AFSBA65/04 (lievre)
AFSSA/A1/04 (lievre)
AFSSA/3814/04 (faim)
AFS3AT/04/05 (lievre)
AFSR4/1/04/05 (lievre)
06/143

E. coli
One shdt TOP10 chemically ~ F mcrA A(mrr-hscRMS-mciBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl ara A139A(ara- Invitroger?®
competenk. coli. leu)7697galU galK rpsL (StrY) endA1 nupG (Carlsbad, CA)
E. clonP 10G chemically F mcrA A(mrr-hscRMS-mcBC) endAl recAl ¢80dacZAM15 AlacX74 araD139  Lucigerfcorp.
competent cells A(ara,ley7697galU galK rpsL nupG\ tonA Middleton, WI

E. coli DH5a.

F (980dacZAM15) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR&Z my*) supE44 relAl deoR Invitroger?

A(lacZYA-argh U169

(Carlsbad, CA)
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Tableau 20. Plasmides et amorces utilisés au couts la premiére étude

Plasmide ou amorce Descriptioh Référence et source
Plasmide
pCR®-XL-TOPO Plasmide de 3,5-kb pour le clonage de som@pduits PCR, Kmzeocif Invitroger?
pCR®4-TOPO Plasmide de 3,9-kb pour le clonage de pte®CR, A Km' Invitroger?
pACYC184 Plasmide de 4,2-kb, Griic 284
pKK214 Plasmide de 4,8-kb. Dérivé du pFNL10; Tc 254
pXL-UpacpADwn Plasr?;ide de 7,7-kb. Dérivé du p&RL-TOPO porteur du fragment @gpADown, Knf, Cette &ude

zeoci

pXL-AacpA

Plasmide de 6,0-kb. Dérivé du pXL-blgpADwn. Délétion du d'une région de 1,7 kb

correspondant au geaepAdans le fragment UepADwn, Kn, zeocir

Cette étude

pXL-AacpA:Cm

Plasmide de 6,8-kb. Dérivé du pXacpA Insertion du géne de résistance Cm du
pACYC184, Kni, Cnl, zeocin

Cette étude

pTOPGacpA Plasmide de 5,8-kb. Dérivé du p&RTOPO porteur du géraepA Ap’, Km' Cette étude
DKK214-acpA ::Z:Zj;;ozk:b Dérivé du pKK214 porteur duegiapAdeF. tularensissubsp. Cette &ude
Amorce

AcpA001 5-GCAGCACGATACATATTGTCGACGCC-3'- amorcerdicte pour UpcpADown

AcpA002 5-GTGAGTCTTTTGGTCGACAATTTGC-3'- amorce ievse pour UacpADown

AcpA003 5-TGTATAGTCGACAATTCAAAG-3'- amorce directpouracpA

AcpA004 5'-AAGACGTCGACAAACAGTTGG-3'- amorce inverggouracpA

V001 5'-GCCACGCTCTTCTTCCATCAAG-3'— amorce direct&érne au fragment @epADown

V002 5-CTGGAGCTAGCTATCAAGATAC-3'- amorce inversaterne au fragment @gepADown

coo? 5'-CGTTGATAGGCCTGTAAGAGG-3'— amorce directe pour la cassette CnpACYC184

CooP 5-CTTATTCAGGCCTAGCACCAGG-3'- amorce inverse pour la cassette CrpAIGYC184

S001 5-TGTATAGTCGACAATTCAAAG-3'— amorce directe pola région 5’ du génacpA

S002 5’-CCATCATAATATCCCATGAC-3'- amorce inverse pola région 5’ du génacpA

2 Km', Ap' CH, Tg, Cni and T¢, résistances a la kanamycine, a I'ampicillinea adrbénicilline, au triméthoprime, au chloramphéheét a

la tétracycline.

® Les régions soulignées correspondent au sitegéstithin de 'enzyme de restrictiGiu.

F. novicidg F. tularensissubsp.holarctica 061/00 etF. tularensissubsp.tularensis

278/06 ont été cultivées & 37°C sous agitation euillbn BHI-IsoVitaleX™ (Becton

Dickinson, France) ou sur milieu gélosé BHI-Iso¥éd” (1% d'IsoVitaleX™ pour

F. novicida; 2% d’IsoVitaleX™ pour les sous-espéceslarctica et tularensig. Lorsque

cela était nécessaire, le milieu gélosé a étéiaddi avec 2% d’hémoglobine et avec de la

kanamycine (concentration finale de 5 ou 10 pg)rou du chloramphénicol (2 pg.Ml

F. novicidaa été manipulée en laboratoire NSB2 et les sopiseestularensiset holarctica

en laboratoire NSB3. Les souche& dtoli ont été cultivées a 37°C en milieu LB (Luria-

Bertani), additionné si nécessaire d’ampicillinéqiig.mt’), de kanamycine (50 pg.ml

de tétracycline (30 pg.M) ou de chloramphénicol (15 pg:Ml Tous les antibiotiques ont

eté fournis par Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Langité cellulaire des cultures a été

mesurée a 600 nm a 'aide du photometre Biophoten{Eppendorf®, Le Pecq, France).
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Il — 2. Dosage enzymatique de l'activité phosphatasacide

Les dosages de l'activité enzymatique phosphataiie ant été réalisés dans les
surnageants de cultures et dans les extraits éfludires a l'aide du kit de dosage
« EnzCheR Phosphatase Assay Kit» (Molecular Probes, Eug@i). Il s'agit d’un
dosage fluorométrique, dont le principe repose Bhydrolyse du 6,8-difluoro-4-
méthylumbelliferyl phosphate (DIMUPJ}{gure 23 et sur la détection par fluorescence de

la coumarine libérée.

ACpA F.
o X »>» N 4 Ho f
HO., & ’P\OH
P~a o0 X0 HO @ ~g HG
HO
F H,0 F
DiMUP Coumarine Phosphate

Figure 23. Hydrolyse par I'AcpA du 6,8-difluoro-4-méthylumbelliferyl phosphate (DiIMUP) en 6,8-
difluoro-7-hydroxyl-4-méthyl coumarine et en phosplate. La coumarine présente des longueurs d’onde
d’excitation et d’émission de ~358/455nm.

F. novicida 244/05, F. tularensissubsp.holarctica 061/00 etF. tularensissubsp.
tularensis278/06 ont été cultivées a 37°C sous agitationi@asf de 250 mL. Les cultures
ont été ensemencées au £f¥ans 100 mL de bouillon BHI-IsoVitalé¥X & partir de
précultures de 24 h. Des échantillons de 3 mL dwareuont été prélevés a des temps
donnés au cours de la culture, puis centrifugésn8tes a 4 500 @GViultifuge 3SR, Kendro
Laboratory products, Courtabceuf, France).

Les surnageants ont été filtrés sur des filtre8,de1m de porosité, puis additionnés de
2% d’azide de sodium (concentration finale). Cebadtllons ont servi au dosage de
I'activité dans les surnageants, aprés dilutiodadans le tampon acétate de sodium 0,1 M
(pH 5) fourni avec le kit « EnzCh@Phosphatase Assay Kit ».

Apres lavage du culot avec du bouillon BHI, ledudebk ont été lysées dans 600 pL de
tampon « BugBust&r protein extraction reagent » (Novagen, Darmstadiemagne),
additionné de 25 unités de « Benzoffaseclease » (Novagen, Darmstadt, Allemagne) pour
100 mL de BugBuster 1X. Aprés 20 minutes d'incutrath température ambiante, le lysat a
été filtré sur des filtres de 0,2 um de porosiidis @mdditionné de 2% d’azide de sodium
(concentration finale). Ces échantillons ont sewidosage de l'activité dans les extraits

intracellulaires aprés dilution au 1/f8dans le tampon acétate de sodium 0,1 M (pH 5,5).

102



CHAPITRE Etude du role de la phosphatase acide A davisulence deF. tularensissubsp tularensis

Pour le dosage, 50 pL du substrat DIMUP a 200 pMédlans diN,N-diméthylformamide
(DMF), ont été ajoutés a 50 uL de chaque échantditué, préalablement déposé dans une
plague a 96 puits noire. Aprés une incubation 8e8237°C, la fluorescence a été mesurée a
'aide d'un fluorimetre (FL800, Bio-Tek Instrument$Vinooski, US) a des longueurs
d’ondes d’excitation et d’émission de 360 et 46Q respectivement.

Une gamme étalon a été réalisée avec le 6,8-diftddrydroxyl-4-méthyl coumarine
dilué dans le tampon d’acétate de sodium 0,1 ME@, afin de déterminer la quantité de
produit formé dans le milieu réactionnel. Les r&gsl ont été exprimés en nmoles de
produit formé, par heure de réaction, par mL déuce) par unité de densité optique (DO) a
600 nm de la culturénmol/h/mL/UDO). Chaque échantillon a été doséstruis. Les
valeurs reportées dans les graphigues correspoad&nmnoyennes des trois résultats plus

ou moins I'écart-type.

Il — 3. Manipulation de 'ADN

Les PCR ont été réaliseées sur un thermocycler PO@ (MJ Research, Waltham,
Mass.) avec le réactif « PuRe TdqReady-To-G8" PCR beads » (GE Healthcare,
Buckinghamshire, GB) selon les recommandations alunfsseur. Les ligations ont été
réalisées avec la T4DNA ligase (New England BiolalBeverly, Mass.) et les
déphosphorylations avec la phosphatase alcalimeedtin de veau (Calf Intestine Alkaline
Phosphatase, Fermentas, Ontario, Canada) seloredesymandations des fournisseurs.
L’ADN plasmidique dE. colia été préparé a l'aide du « QIAprep Spin Miniprap>Xou
du « QIAGEN plasmid midi kit » (QIAGEN, France).ADN plasmidique ddé-rancisellaa
été extrait par la méthode de Kado-Liu modiffé2 (Annexe 1). L'ADN génomique de
Francisellaa été extrait selon la technique décrite dafarexe Il Les oligonucléotides

ont été synthétisés par Eurogentec (Lieége, Belgique

Il — 4. Transformation des bactéries

Les souchesE. coli TOP10 (Invitrogefi, Carlsbad, CA) etE. clonf 10G
(Luciger’corporation, Middleton, WI) ont été transformées phoc thermique selon les
recommandations du fournisseur. La souche dld5été transformée selon la méthode
décrite dans Annexe IV 2% Les souches dé&rancisella ont été transformées par

électroporatiorf>’ (Annexe \) et par cryotransformatiofi’ (Annexe V).
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Il = 5. Construction du vecteur suicide pXLAacpA:Cm et du vecteur pKK214-acpA

Afin de construire le vecteur suicide pXacpA:Cm, nous avons utilisé le plasmide
commercial pCR-TOPO-XL, non réplicatif cheErancisella Le vecteur pXLAacpA:Cm
a été obtenu en trois étapes nécessitant la cotistride deux vecteurs intermédiaires : le
pXL-UpacpADwn et le pXLAacpA(Figure 23.

Le pXL-UpacpADwn a été obtenu par le clonage d’une région geé3ipb de 'ADN
génomique dé&. tularensissubsptularensis278/06 dans le plasmide pEROPO-XL. La
UpacpADwn région, contenant le gemaepA a été amplifiee par PCR a 'aide des amorces
AcpA001 et AcpA002, selon les conditions d’ampkfiion suivantes : une étape de 5 min a
95°C, suivie de 30 cycles de 1 min a 95°C, 1 mbti82C et 4 min a 72°C, puis une étape de
4 min a 72°C. Apres migration du produit PCR sur djagarose a 0,8%, contenant du
cristal violet & 1,6 pg.ritlpour la visualisation de 'ADN, la bande a étéraite du gel, puis
a été clonée dans le plasmide SEFOPO-XL selon les recommandations du fournisseur.
Les bactérie€. coli One shdt TOP10 ont ensuite été transformées avec le pratuit
clonage. La construction obtenue, nommeée pXlad¢ppDwn et présentant une taille de
7 722 pb, a été vérifiée par linéarisation du pidsnavec I'enzym@&amH. Le résultat a été
confirmé par amplification PCR a l'aide des couptBamorces AcpA003/AcpA004 et
V001/V002 permettant d’obtenir deux fragments d’AD&I4 203 pb et de 2 728 pb a partir

de cette construction.

Le plasmide pXLAacpAa été obtenu a partir du pXL-dppADwn par délétion d’'un
fragment de 1674 pb, contenant la région codamteg@éheacpA Le plasmide pXL-
UpacpADwn a été digéré avec I'enzyme de restrictssp afin d’en extraire le fragment de
1674 pb. Aprés séparation des produits de la ticgesur gel d’agarose a 0,8%-BET, le
fragment résiduel de 6 048 pb, délété de la régimlante du gengcpA a été extrait du gel,
puis ligué afin de recirculariser le vecteur pXhepA Les bactéries compétentes
E. clonf’ 10G ont ensuite été transformées avec le produligddon. Aprés extraction de
I’ADN plasmidique des clones sélectionnés, la cacsion pXLAacpAa été vérifiee par
amplification PCR avec les amorces V001 et VOO02mettant d’obtenir un fragment de
1 054 pb.

Le vecteur pXLAacpA:Cm a été obtenu a partir du pXacpA par insertion d’un

gene de résistance au chloramphénicol dans larrdgiopA La cassette Cm du plasmide
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PACYC184%* a été amplifiée par PCR avec les amorces C009@t (porteuse du site de
restrictionStu), selon les conditions d’amplification suivantasme étape de 5 min a 95°C,
suivie de 30 cycles de 1 min a 95°C, 1 min a 55%°C min 30 a 72°C, puis une étape de 4
min a 72°C. Le produit PCR obtenu a été digéreSpdr afin de générer des bouts francs,
puis a été inséré par ligation dans le pXaecpA préalablement digéré pa&sp et
déphosphorylé. Les bactéries compéterfesclon’ 10G ont été transformées avec le
produit de ligation. Aprés extraction de 'ADN piaglique des clones sélectionnés, le
vecteur pXLAacpA:Cm a été verifiée par digestion avec I'enzymeoR permettant
d’obtenir quatre fragments de 3 501 pb, 1 776 @9 pb et 523 pb.

Afin de complémenter le mutant &e tularensissubsptularensis278/06 déficient en
phosphatase acide A, le vecteur pKKZBpA reéplicatif chezFrancisella et porteur du
géneacpAde la souche sauvage, a été constriguie 29. Le vecteur pKK214&cpAa été
obtenu par insertion du géaepAdans le pKK214>* Le géneacpAde '’ADN génomique
de F. tularensis subsp.tularensis 278/06 a été amplifie par PCR a l'aide des amorces
AcpA003 et AcpA004, selon les conditions d’amphfion suivantes : une étape de 5 min a
95°C, suivie de 30 cycles de 1 min a 95°C, 1 mi3eC et 1 min 30 a 72°C, puis une étape
de 4 min a 72°C. Dans un premier temps, le proBGR a été cloné dans le plasmide
pCR®4-TOPO. Les bactérieB. coli One shdt TOP10 ont été transformées avec le produit
de clonage selon les recommandations du fournisggues extraction plasmidique, la
construction intermédiaire obtenue, nommée pTQ@RA a été vérifiée par digestion avec
I'enzyme EcoR, permettant d’obtenir deux fragments de 3 95G&pHe 1 942 pb. Le géne
acpA a ensuite été extrait du pTORWOpA puis cloné dans le pKK214. Pour cela, la
construction pTOP@cpA a été digérée par I'enzyme de restrictlbeoR, le produit de
digestion a été séparé sur gel d'agarose a 0,8%-BET fragment de 1942 pb
correspondant au géaepAa été extrait, puis inséré dans le pKK214, préatabnt digéré
parEcoR et déphosphorylé. Les bactérescoli DH5a. ont été transformées avec le produit
de ligation par la méthode décrite dangdnhexe IV. Aprés extraction de I'ADN
plasmidique des clones sélectionnes, le vecteur dKkiacpA présentant une taille de
6 742 pb, a été vérifiée par digestion avec I'enzyicoR permettant d’obtenir deux
fragments de 4 800 pb et de 1 942 pb.
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Il — 6. Modele d’infection expérimentale chez la aaris

Un modeéle d’'infection par instillation nasale a étveloppé chez la souris afin de
déterminer les doses létales 50 (DL50) e tularensis subsp. holarctica 061/00 et
F. tularensissubsp.tularensis 278/06 et de comparer les virulences eriretularensis

subsptularensis278/06 et son mutant déficient en AcpA.

Les souris Swiss femelles de huit semaines utgigéeir les expérimentations ont été
fournies par le centre d’élevage R. Janvier (LedgSe’t. Isle, France). Les études décrites
ci-dessous ont été approuvees par le comité dighily Centre de Recherches du Service
de Santé des Armées sous le numéro de dossier@i220B. tularensissubsp.holarctica
061/00 ef-. tularensissubsptularensis278/06 ont été cultivees a 37°C sous agitation dans
des fioles de 250 mL. Les cultures ont été enseéesnau 1/20"° dans 25 mL de bouillon
BHI-IsoVitaleX™ & partir de précultures de 24 h. Les souris oftirfectées a partir de
cultures diluées dans du sérum physiologique. besentrations bactériennes des dilutions
utilisées pour infecter les souris ont été déteémsnpar deux méthodes de dénombrement
en milieu solide : par étalement et par inclusiBour le dénombrement par étalement,
100 pL de chaque dilution ont été étalé sur dete®ade gélose chocolat enrichie. Les
colonies ont été dénombrées apres 4 jours d'intubat 37°C en atmosphére ambiante.
Pour le dénombrement en inclusion, 1 mL de chadugah a été déposé dans une boite de
Pétri, puis inclus dans un volume de 20 mL de géRidI-IsoVitaleX™ en surfusion. Les
colonies ont été comptées apres 6 a 10 jours diatcan a 37°C en atmosphere ambiante.
Chaque dénombrement a été réalisé en double & gartiois dilutions de 10 en 10. Seules
les boites de Pétri contenant entre 30 et 300 msamt été interprétéé¥.

La détermination des DL50 a été réalisée a I'aielé dots de 8 souris. Chaque lot a
été infecté a une dose définie par instillationaf@sle 30 pL d’'une dilution adéquate de la
culture dans du sérum physiologique. La mortaléé souris infectées a été suivie pendant

4 semaines. Les DL50 ont été calculées par la rdétde Reed et Muenéfr.

La comparaison entre les virulencesdeéularensissubsptularensis278/06 et de son
mutant déficient en AcpA a été réalisée a partidelex lots de 20 souris. Chaque lot a été
infecté par instillation nasale avec I'une ou lt@utles souches a une dose voisine de la
DL50 de la souche sauvage (30 UFC). La survie dagssa été suivie pendant 24 jours,

puis a été analysée par la méthode de Kaplan-¥f&iar'aide du logiciel Graphpad Pri§m
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(La Jolla, CA). Les courbes de survie ont été codgmpar le test log-rarik' & I'aide de ce
méme logiciel. La probabilité minimale d’observareudifférence significative entre les

courbes de survie de la souche sauvage et la saudiée a été fixée a 0,05.

Il — 7. Analyse des séquences nucléotidiques et pgmues

Afin de caractériser les génespA des souches de la sous-espkotarctica, une
région de 715 pb a I'extrémité 5’ du geapAa été amplifiee par PCR a I'aide des amorces
S001 et S002, a partir de TADN génomiqueFddularensissubsptularensis278/06, dd-.
tularensis subsp.holarctica 061/00 et des souches CNEVA/2115/98, CNEVA/4540/98,
CNEVA/6011/98, CNEVA/11263/98, CNEVA/907/98, AFSSRAT27, AFSSA/2772/99,
06/143. Les conditions d’amplification ont été Rsvantes : une étape de 5 min a 95°C,
suivie de 30 cycles de 1 min & 95°C, 1 min a 6a°@es a 72°C, puis une étape de 4 min a
72°C. Les produits PCR ont ensuite été séquenaé€qggenics (Meylan, France) a partir
des amorces S001 et S002.

Les alignements de séquences nucléotidiques onéaliéés avec le programme en

ligne CAP3 Sequence Assembly Programttp://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php derniére

accession 20 septembre 2008). La prédiction daeseséqs protéiques a partir de régions
codantes des séquences nucléotidiques a été ecaliséde du programme de traduction en
ligne disponible sur le site Expagyttp://us.expasy.org/tools/dna.htndlerniére accession
20 septembre 2008).

[l — Résultats

[l — 1. Caractérisation in vitro de I'activité phosphatase acide a partir de troisouches
du genreFrancisella

L’activité phosphatase acide a été mesurée darsitaageants de cultures et dans les
extraits intracellulaires dE. novicida244/05, deF. tularensissubsp.holarctica 061/00 et

deF. tularensissubsptularensis278/06 Figure 2.
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Figure 26. Courbes de croissancaaj et évolution de I'activité phosphatase acide dares surnageants de
culture (A) et dans les extraits intracellulaires €) de F. novicida 244/05 (A), deF. tularensis subsp.
tularensis 278/06 (B) et deF. tularensis subsp. holarctica 061/00(C). Les valeurs d’activité phosphatase

acide reportées correspondent aux moyennes devéleisrs + I'écart-type, représenté par les batteseurs.
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Les trois courbes de croissances ont des profishas : elles atteignent un maximum
de DO a 600 nm voisin de 2. Cependdnt,novicida atteint plus rapidement la phase
stationnaire comparativement aux deux souches. delarensis indiquant une croissance

plus rapide.

En ce qui concerne l'activité phosphatase acideurdesdans les surnageants de
cultures et dans les extraits intracellulairegpriemiere observation concerke tularensis
subsp.holarcticapour laquelle I'activité enzymatique détectéeexdtémement faible. Elle
atteint dans le surnageant une valeur de 17 nmdl/®/DO aprés 11 h de culture et aucune

activité intracellulaire n'a été détectée.

A linverse, une activité phosphatase acide a é@aiée dans les surnageants de
cultures et dans les extraits intracellulaires Flenovicida et de F. tularensis subsp.

tularensis Toutefois les profils obtenus pour ces deux sesigont différents.

L’activité enzymatique mesurée dans les surnagekisnovicidaest stable au cours
de la phase stationnaire de croissance, puis augnpemdant la phase de déclin jusqu’'a
atteindre un maximum de 88 nmol/h/mL/UDO. Elle dioé ensuite brutalement aprés 54 h
de culture. L'activité enzymatique mesurée danseldgaits intracellulaires est plus faible
que celle mesurée dans les surnageants, suggé@hidgpA deF. novicidaest en partie
sécrétée dans le milieu extérieur. Elle atteinmaximum de 52 nmol/h/mL/UDO apres 7 h
de culture en fin de phase exponentielle. Elle amgmensuite pendant la phase stationnaire
et diminue pendant la phase de déclin. L'augmentatie I'activité extracellulaire et la
diminution de I'activité intracellulaire pendantphase de déclin peuvent étre associées a la

libération de I'enzyme dans le surnageant, consératla mort et a la lyse des bactéries.

L’activité enzymatique mesurée dans les surnagekaistularensissubsptularensis
est faible. Elle présente une valeur de 10 nmol/A4DO aprées 7 h de culture, puis
diminue pendant la phase stationnaire. Elle augenensuite pendant la phase de déclin
jusqu’a atteindre un maximum de 30 nmol/h/mL/UB@és 78 h de culture. L'activité
enzymatique mesurée dans les extraits intracetslast plus élevée que l'activité mesurée
dans les surnageants, suggérant que I'AcpA.delarensissubsptularensisn’est pas, ou
tres faiblement, sécrétée dans le milieu extéridbile atteint un maximum de

115 nmol/h/mL/UDO aprés 7h de culture en fin desghaxponentielle. Elle se stabilise
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ensuite pendant la phase stationnaire de croissavee des valeurs proches de
60 nmol/h/mL/UDO, puis diminue pendant la phasaléein. L’augmentation de I'activité

extracellulaire et la diminution de I'activité iatellulaire pendant la phase de déclin
peuvent étre associées a la libération de I'enzyams le surnageant, consécutive a la mort

et a la lyse des bactéries.

En considérant I'ensemble des résultats, il appaes nettement que les trois souches
étudiées ne présentent pas les mémes profils ditgécphosphatase acide au cours d’'une
culture en milieu liquide : I'activité mesurée arfpade la culture dd-. tularensissubsp.
holarctica est extrémement faible, voire nulle ; I'activité sneée a partir de la culture de
F. novicidaest majoritairement extracellulaire, indiquanstpeobablement une sécrétion de
'enzyme ; l'activité mesurée a partir de la cuttude F. tularensissubsp.tularensis est

majoritairement intracellulaire.

[l — 2. ldentification d’'une mutation dans le géneacpA chez F. tularensis subsp.
holarctica

Les surnageants et les extraits intracellulaireis.delarensissubspholarctica061/00
présentant une activité enzymatique extrémemebtefaiu cours de la culture en milieu

liquide, nous nous sommes orientés vers une andlygeéneacpAde cette sous-espece.

Dans un premier temps, nous avons comparé les gepésde F. tularensissubsp.
holarctica LVS et deF. tularensissubsp.tularensis SCHU S4 a partir des séquences
génomiques disponibles dans la base de donnéesaBlen8ous les numéros d’accession
AM233362 et AJ749949. Cette analyse a permis dtilencing mutations dans la région
codante du génacpA de F. tularensissubsp.holarctica LVS comprativement a celle du
géne deF. tularensissubsptularensisSCHU S4. Une d’entre elles, susceptible de décaler
le cadre de lecture du gene, a particulierememnrenotre attention : l'insertion d’'une
thymidine 48 pb apres la premiére base du codonitidiion de la traduction. Cette

mutation par insertion, jamais décrite auparavagté dénommee iT48igure 27.
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AAAATTATTTAATAATGOGAATACT CTAAAAACT ACAACT CCAAT AAAGCACGTAGTAAT
AAAATTATTTAATAATGCGAATACTCTAAAAACT ACAACT CCAATAAAGCACGT AGT AAT

Etude du role de la phosphatase acide A davisukence de~. tularensissubsptularensis
aprés

LVS
SCHU $4
LVS
SCHU sS4
SCHU $4

LVS
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F. tularensissubsp.tularensisSCHU S4.L’alignement ci-dessus correspond a 180 pb degmmnés’ du géne
F. tularensissubspholarcticaLVS a confirmé notre hypothese. Le premier codop,grés
probablement a l'origine de linterruption de laduoction de 'ARN messager du géene
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Nous avons ensuite fait séquenceés les régionssbgeresacpAdes souches de notre
étude,F. tularensissubsp.holarctica 061/00 etF. tularensissubsp.tularensis278/06, a
I'aide des amorces S001 et S002, afin de vérifidat smutation iT48 était présente chez la
souche 061/00 et absente chez les souche 27/8{6€ 29.

278/ 06 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAAT TTTAAGTCTAAGTATCGC- AACAACGACTTT 60

061/ 00 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGT CTAAGTATCGOJAACAACGACTTT
278/ 06 TGOCACAGAT GTGAAT AATAGCAAACCAAATGATTATGGAACTCTTGTAAAAATAGAACA 120
061/ 00 TGOCACAGAT GTGAAT AATAGCAAACCAAAT GATTATGGAACT CTTGTAAAAATAGAACA
278/ 06 AAAATTATTTAATAATGCGAATACTCTAAAAACTACAACCCCAATAAAGCACGTAGTAAT 180
061/ 00 AAAATTATTTAATAATGCGAATACT CTAAAAACT ACAACT CCAAT AAAGCACGTAGTAAT

Figure 29. Alignement de séquences de la région 8u geneacpA de F. tularensis subsp. holarctica
061/00 etF. tularensissubsp.tularensis278/06.L’alignement ci-dessus correspond a 180 pb déd&n 5’

du geneacpAde 715 pb. La mutation iT48 est surlignée en rouge

Cette analyse a confirmé l'absence de la mutafiagt8 ichezF. tularensissubsp.
tularensis278/06 et sa présence cheztularensissubsp.holarctica 061/00. Nous avons
conclu de ce résultat que I'absence d'activité phatase dans les surnageants de
F. tularensissubsp holarctica061/00 était due a I'insertion iT48, a I'originud décalage

du cadre de lecture de ’'ARNmM correspondant au gepé

Aprées avoir identifié la mutation chdz tularensissubsp.holarctica LVS et chez
F. tularensis subsp. holarctica 061/00, nous avons souhaité veérifier si iT48 étaie
caractéristique de la sous-espéusarctica Afin de vérifier cette hypothese, I'activité
phosphatase acide a été mesurée a partir des samgsgde cultures de 36 souches

différentes appartenants a la sous-espetactica(Figure 30.
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nmol / h / mL / UDO s00nm

Figure 30. Mesures de l'activité phosphatase acide partir de surnageants de culture de 36 souches de
la sous-especholarctica. Activité mesurée a partir de cultures de 48 h séak dans 5 mL de bouillon BHI-
IsoVitaleX™. Témoins positifs : surnageants de cultureFdenovicida 244/05 et deF. tularensissubsp.
tularensis278/06.

Aucune activité phosphatase acide n'a pu étre tigatans les surnageants de culture
des 36 souches de la sous-espearcticatestées, confortant I’hypothese selon laquelle le
géneacpAest muté chez cette sous-espece. Les régions GjetesacpAde huit souches
de la sous-espétwlarcticaont ensuite été séquencées pour vérification.

La comparaison de leurs séquences aux précéddrdas sequences disponibles sur
GenBank a confirmé la présence de l'insertion s le géenacpA des souches de

F. tularensissubspholarctica(Figure 3).

En conclusion de cette analyse, les études phénoyet génotypique de 38 souches
deF. tularensisont montré que I'absence d’activité phosphatagteatans les surnageants
de culture des souches de la sous-espelzctica était due a la présence d’'une mutation
du geneacpA spécifique de cette sous-espéce, a l'originealinterruption de la traduction
de ’TARNmM en protéine.
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SCHWM ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGT CTAAGTATCGC- AACAACGACTTT 60

FSC198 ATGAAGCTCAATAAAATTACT TTAGGAATTTTAAGTCTAAGTATCGC- AACAACGACTTT
Wr96- 3418 ATGAAGCTCAATAAAATTACT TTAGGAATTTTAAGTCTAAGTATCGC- AACAACGACTTT
278/ 06 ATGAAGCTCAATAAAATTACT TTAGGAATTTTAAGT CTAAGTATCGC- AACAACGACTTT
LVS ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGT CTAAGTAT! AACAACGACTTT
osuLs ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGT CTAAGTAT! AACAACGACTTT
FTNF002- 00 ATGAAGCTCAATAAAATTACT TTAGGAATTTTAAGT CTAAGTAT! AACAACGACTTT
061/ 00 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGT CTAAGTAT! AACAACGACTTT

CNEVA/ 2115/ 98 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGTCTAAGTAT AACAACGACTTT
CNEVA/ 4540/ 98 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGTCTAAGTAT! AACAACGACTTT
CNEVA/ 6011/ 98 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGTCTAAGTAT! AACAACGACTTT
CNEVA/ 11263/ 98 ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGTCTAAGTAT AACAACGACTTT
CNEVA/ 907/ 98  ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGTCTAAGTAT AACAACGACTTT

AFSSA FT27 ATGAAGCTCAATAAAATTACT TTAGGAATTTTAAGT CTAAGTAT AACAACGACTTT
AFSSA/ 2772/ 99  ATGAAGCTCAATAAAATTACTTTAGGAATTTTAAGTCTAAGTAT! AACAACGACTTT
06/ 143 ATGAAGCTCAATAAAATTACT TTAGGAATTTTAAGT CTAAGTAT AACAACGACTTT

Figure 31. Alignement de séquences de la région Bes génesacpA de souches dd-. tularensis —
Comparaison entre les sous-espéctgarensiset holarctica. L'alignement ci-dessus correspond a 60 pb de
la région 5’ du genacpAsur les 715 pb alignés, a partir des geagsA de F. tularensissubsp.tularensis
SCHU S4 (AJ749949), dé. tularensissubsp.tularensis FSC198 (AM286280), dé&. tularensissubsp.
tularensiswY96-3418 (CP000608};. tularensissubsp tularensis278/06, de-. tularensissubsp.holarctica

LVS (AM233362) deF. tularensissubsp.holarctica OSU18 (CP000437), de. tularensissubsp.holarctica
FTNF002-00 (CP000803), de. tularensissubsp.holarctica 061/00 et dehuit souches de la sous-espéce
holarctica (CNEVA/2115/98, CNEVA/4540/98, CNEVA/6011/98, CNBX11263/98, CNEVA/907/98,
AFSSA FT27, AFSSA/2772/99, 06/143). La mutation8Test surlignée en rouge. Les séquences en gras son

issues de la base de données GenBank, les autréi® aéterminées par séquencage.

Il — 3. Mesure des doses létales 50 dE. tularensis subsp. holarctica 061/00 et

F. tularensissubsp.tularensis278/06.

[l = 3. 1. Comparaison de deux méthodes pour le aémbrement de Francisella
tularensis

Lors de la détermination des DL50, les méthodedé&t®mbrement en milieu solide
par étalement et par inclusion ont été comparées résultats ont montré que la méthode
de dénombrement par étalement sous-estimait la eotration bactérienne des
suspensions d’environ un log comparativement adthade par inclusion. L€ableau 21
présente les résultats obtenus pour le dénombrementa suspension meére de

F. tularensissubspholarctica061/00.
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Tableau 21. Détermination de la concentration bactéenne de la suspension mére de. tularensissubsp.
holarctica 061/00.Méthodes de dénombrement par inclusion et parratale

Méthode Inclusion (BHI-IsoVitalex™) Etalement (GC enrichie)
Dilution 107 10° 10° 10° 107 10°
UFC dénombréés | >300 | >300| 270 240 39 41 270, 20( 18 12 |1 |1
UFC.mL* NI NI | 2,7.10° | 2,4.10° | 3,9.1d° | 4,1.1d° | 2,7.10 | 2,0.1G | NI | NI | NI | NI
UFC.mL moyen N[ NI 3,3.10° 2,4.10 N[ NE [N NI

@Seules les boites comprenant entre 30 et 300 esl@uint considérées comme interprétabifes

NI : non interprétable.

La densité bactérienne de la suspension merg. delarensissubsp.holarctica
061/00 a été estimée a 3,3A0FC par inclusion et & 2,410FC par étalement. Des
résultats similaires ont été obtenus pour le démement de la suspension mére de
F. tularensissubsp.tularensis 278/06 estimée a 1,210FC par inclusion et & 2,0.10
UFC par étalement et pour les dénombrements directslaless utilisées pour l'infection

des sourisTableau 2)

Tableau 22. Comparaison des méthodes de dénombremgar inclusion et par étalement

Suspension bactérienne Etélement L Inf:lusion N
Concentration en UFC.mL Concentration en UFC.mL

Dose 1 (DL50 de 061/00 2,530 6,5.10

Dose 2 (DL50 de 061/00 2,230 3,5.1d

Dose 3 (DL50 de 061/00 1,230 2,0.1d

Dose 4 (DL50 de 061/00 1,130 8,9.17

Dose 5 (DL50 de 061/00 1,440 2,7.16

Dose 6 (DL50 de 061/00 25 9,4°10

Dose 1 (DL50 de 278/06 7,040 5,6.1G

Dose 2 (DL50 de 278/06 4,130 2,2.16

Dose 3 (DL50 de 278/06 35 1,1*10

Dose 4 (DL50 de 278/06 55 1,7°10

Dose 5 (DL50 de 278/06 10 1,1%10

Dose 6 (DL50 de 278/06 0 23

Constatant cette variation importante entre le déwement par étalement et le
dénombrement par inclusion, nous avons choisildati la méthode de dénombrement

par inclusion pour déterminer les concentrationgédsgennes des cultures Beancisella
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tularensis En effet, les valeurs obtenues par cette métiadet supérieures a celles

obtenues par le dénombrement par étalement, samppbches des valeurs réelles.

Il — 3. 2. Développement d’un modele d’infection périmentale chez la souris

Afin d’évaluer la virulence d€. tularensissubspholarctica061/00 ef-. tularensis
subsptularensis278/06 chez la souris, un modéle d’infection ad&éeloppé a partir de
souris Swiss infectées par instillation nasale redéo protocole présenté dans la partie
« matériels et méthodes ». La mortalité des saureté suivie pendant 30 jours apres
l'infection. Les doses létales 50 (DL50) des deamches ont été évaluées 7 jours (J7)
aprés l'infection par la méthode de Reed et MuéfitfTableau 23Tableau 2}

Tableau 23. Evaluation de la DL50 deF. tularensis subsp. holarctica 061/00 etF. tularensis subsp.
tularensis 278/06 - Tableaux de Reed et Muencf{®. D'aprés les relevés de mortalité des souris Swiss
(N=8 par dose) 7 jours apres infection par instdlanasale aveE. tularensissubspholarctica061/00 (A)

etF. tularensissubsptularensis278/06 (B).

A. F. tularensissubsp.holarctica 061/00

(UFZ(/)::SHS) Souris vivantes  Souris mortes  Mortes cumulées  Vivaes cumulées  Mortes cumulées (%)
1940 3 5 16 3 84,2
1050 4 4 11 7 61,1
590 6 2 7 13 35,0
270 8 0 5 21 19,2
80 4 4 5 25 16,7
30 7 1 1 32 3,0

B. F. tularensissubsp.tularensis278/06

(UFI(D:(/)sSc?jris) Souris vivantes ~ Souris mortes  Mortes cumulées  Vivaes cumulées  Mortes cumulées (%)
170 3 5 21 3 87,5
70 4 4 16 7 69,6
30 4 4 12 11 52,2
5 5 3 8 16 33,3
5 3 21 19,2
6 2 27 6,9

118



CHAPITRE Etude du role de la phosphatase acide A davisulence deF. tularensissubsp tularensis

Tableau 24. Valeurs de DL50 obtenues graphiquemeatJ7 par la méthode de Reed et Muencti® pour

F. tularensissubsp.holarctica 061/00 et pourF. tularensissubsp.tularensis278/06.

Souche DL50 (UFC/souris)
F. tularensissubspholarctica 061/00 820
F. tularensissubsptularensis278/06 30

D’apres ce modéle animal, réalisé a l'aide de soBwiss infectées par instillation
nasale, les DL50 dé&. tularensissubsp.tularensis 278/06 et deF. tularensis subsp.
holarctica 061/00 ont été estimées respectivement a 30 URC820 UFC par souris. Les
doses infectieuses de ces deux souches sont faiblasvirulence dé-. tularensissubsp.
tularensis 278/06 est environ 30 fois plus importante qudecde F. tularensissubsp.
holarctica061/00.

[Il — 4. Construction et complémentation d’'un mutart de F. tularensissubsp.tularensis
déficient enAcpA

Afin d’évaluer le role de I'AcpA dans la virulende la sous-espédalarensis nous
avons construit un mutant ée tularensissubsptularensis278/06 déficient en phosphatase
acide A. Le mutant a été obtenu par mutagénesgédimpar échange d’alleles a l'aide du
vecteur suicide pXlaacpA:Cm, basé sur le plasmide commercial FOR-TOPO non

réplicatif chezZ=rancisella

Pour construire le vecteur pXAacpA:Cm, un fragment de 4 203 pb correspondant a
la région codante du geraepAde 1545 pb, encadrée par deux régions de 1 37@npb
amont et de 1 282 pb en aval, a été clonée daplssenide pCR-XL-TOPO. A partir de
cette construction, la région codante pour I'’AcpAté extraite et remplacée par le gene de

résistance au chloramphénicol du plasmide pACYC184.

Pour construire le mutant, le vecteur pXhepA:Cm a été introduit dans
F. tularensissubsptularensis278/06 par électroporation.

Les clones ont été sélectionnés sur gélose BHIita®X™ additionnée avec 2%
d’hémoglobine et avec 2 pg.fillde chloramphénicol. Les premiéres colonies sophaes

apres 6 jours d’incubation & 37°C et de nouvell@sries sont apparues aprés 11 jours
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d’'incubation. Elles ont toutes été sélectionnées sles geéloses contenant du
chloramphénicol & 2 ug.mi(Cm2) et contre-sélectionnées sur des gélosesmanit de la
kanamycine & 5 pg.mL(Km5). Seuls les clones résistants au chlorampbgCni) et
sensibles a la kanamycine (Rmont été conservés: le profil Cnndiquant que la
constructiorAacpA:Cm a été intégrée au génome de la bactérie pange d’alléles avec
la région sauvage correspondante ; le profil°iKmdiquant que le vecteur pXAacpA:Cm,
porteur de la résistance a la kanamycine, n’a fgam#gré au génome bactérien.

Ainsi, trente clones, présentant le profil ChikKm® ont été cultivés en bouillon BHI-
IsoVitaleX™-Cm2 afin d’en extraire ’ADN génomique. Les clomesteurs de la mutation
AacpA:Cm ont ensuite été vérifies par PCR a I'aide @lesrces V001 et V002 a partir de
leur ADN génomique.

Parmi les trente clones testés par PCR, trois mgepté un fragment d’une taille de
1 855 pb, caractéristique du gene muté. Le dosagéactivité enzymatique phosphatase
acide dans les surnageants de culture de 48 h faneérune diminution importante de
I'activité phosphatase acide pour I'un des trogek : le mutant 10rableau 2h

Tableau 25. Activité enzymatique phosphatase acidmesurée dans les surnageants de culture de
F. tularensissubsp.tularensis278/06 et des trois mutants sélectionnés déficiesh AcpA. L'activité a été
mesurée & partir de cultures de 48 h réaliséesstamd. de bouillon BHI-IsoVitaleX'.
Souches 278/06  Mutant10 Mutant17  Mutant 18
Activité phosphatase acide en nmol/ h/ mL/UDO 59,7 2,3 55,6 13,2

Le mutant 10, présentant une activité phosphatas#e eextrémement faible par
rapport au témoin, a été conserve. Il a été véaiiiie seconde fois par PCR avec les amorces
V001 et VOO2 Figure 33 et a été dénommé MA@cpA:Cm. Le géne muté a ensuite été
séquenceé a partir du produit PCR de 1 855 pb aindlifier I'insertion génomique de la
cassettéacpA:Cm. Le résultat du séquencage a confirmée I'écbatiglleles entre le gene

sauvagecpAet la constructionacpA:Cm.
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Figure 32. Vérification du mutant M10AacpA:Cm par PCR. Migration des produits PCR par
électrophorese en gel d’agarose 0,8 %-BET. Ampliiims PCR réalisées avec les amorces V001 et ¥002
partir de 'ADN plasmidique du vecteur suicide pXlacpA:Cm (ligne 1 - témoin positif), de 'ADN
génomique deF. tularensis subsp. tularensis (ligne 2 - témoin négatif) et de 'ADN génomique d
M210AacpA:Cm (ligne 3). L'amplicon du géne sauvage présent taille de 2 728 pb et celui du géne muté
présente une taille de 1 855 pb. M, marqueur dlesdi-kb (Fermentas, Ontario, Canada).

Afin de caractériser le mutant MAGcpA:Cm et de prouver que I'absence d’activité
phosphatase acide observée chez ce dernier @aitlbe a la mutation du geaepA nous
avons complémenté ce mutant avec le gaapAde la souche sauvagre tularensissubsp.
tularensis278/06, puis dosé l'activité phosphatase acide demsurnageants et dans les

extraits intracellulaires du mutant et du mutamhptémenté Kigure 33.

Le mutant a été complémenté a l'aide du plasmid&3dd-acpA constitué par le
plasmide pKK214, réplicatif cheFrancisella porteur du géneacpA sauvage. Pour
construire ce plasmide, le géaepAdeF. tularensissubsp.tularensis278/06 a été inséré
dans le plasmide pKK214, selon le protocole défaits la partie « matériels et méthodes ».
Pour obtenir le mutant complémenté, le pKK2ipAa été introduit dans MN&acpA:Cm
par électroporation. Les clones ont ensuite étécgéhnés sur BHI-IsoVitaleX'-Cm2-
Tcl10. Les clones porteurs de la construction aitvétifiés par digestion enzymatique de
leurs ADN plasmidiques, préalablement extraits [saméthode Kado-Liu. Le mutant
complémenté a été nommé MEETpA:Cm(pKK214acpA.
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Aucune activité phosphatase acide n’a été détettée le mutant, contrairement au
mutant complémenté. Ce résultat confirme que laatiut du geneacpA par échange
d’alleles a rendu la souche déficiente pour catteyme et que la complémentation avec le

gene parental, porté par le vecteur pKK2bpA a restauré le phénotype sauvage.

L’activité enzymatique mesurée dans les extraitsragellulaires du mutant
complémenté atteint des valeurs tres élevées. Elle atteint uaximum de 300
nmol/h/mL/UDOaprés 9 h de culture, puis diminue ensuite jus@itaindre une valeur
constante proche de 100 nmol/h/mL/UDO. L’activitizynatique mesurée dans les
surnageants est plus faible que celle mesuréeléaextraits intracellulaires. Elle atteint un
maximum de 130 nmol/h/mL/UDO apres 11 h de cultprgs diminue jusqu’a atteindre

une valeur constante proche de 40 nmol/h/mL/UDO.

Les valeurs importantes obtenues dans les surn@gestn dans les extraits
intracellulaires au début de la croissance sonbgislement dues a l'activité enzymatique
résiduelle introduite par la préculture faiblemeliitiée (dilution 1/28™). La diminution
observée au cours de la phase exponentielle desaraie indique que I'expression du géne
n'est pas proportionnelle a 'augmentation de lpysation bactérienne. Le niveau constant
d’activité enzymatique, observé pendant la phagtosnaire, peut étre expliqué par une
expression constitutive et non régulée du gac@A a partir de la construction pKK214-

acpAchez le mutant complémenté.

L’activité phosphatase acide mesurée dans les geangs et dans les extraits
intracellulaires du mutant complémenté est beaupiugp €levée que celle mesurée chez la
souche sauvage. Cette différence peut étre expliques le fait que chez le mutant
complémenté, le géracpAest présent en plusieurs copies dans la bactdoies, que chez
la souche sauvage, le géaepAest présent en une seule copie sur le génome. Eguoor

la souche sauvage, l'activité intracellulaire daspgelevée que I'activité extracellulaire.
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Figure 33. Courbes de croissancem] et suivi de l'activité phosphatase acide dans Isurnageant de
culture (A) et dans les extraits intracellulaires €) de la souche sauvagE. tularensis subsp.tularensis
278/06 (A), du mutant M1QvacpA:Cm (B) et du mutant complémenté M1@acpApKK214-acpA) (C).

La souche 278/06 a été cultivée dans un bouillon-BéVitaleX™, M10AacpA:Cm a été cultivé dans un
bouillon BHI-IsoVitaleX™-Cm2 et M1@AacpApKK214-acpA dans un bouillon BHI-IsoVitaleR'-Cm2-
Tcl0. Les valeurs d’activité phosphatase acide rtéps correspondent aux moyennes de trois valeurs +

I'écart-type, représenté par les barres d’erreurs.
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[l — 5. Réle de ’AcpA dans la virulence deF. tularensissubsp.tularensis278/06 chez
la souris.

Afin de déterminer l'influence de la protéine Acgans la virulence dE. tularensis
subsp.tularensis278/06, des souris Swiss femelles de huit semaine€té infectées par
instillation nasale avec la souche sauvage et Bveouche mutée MMNacpA:Cm, a une
dose voisine de la DL50 de la souche sauvage. leeé&ele mortalité a été réalisé pendant
24 jours et les courbes de survie des souris idscavec la souche sauvage ou avec la

souche mutée ont été comparddagifre 34.

100 -
—&— 278/06

— - M10AACpA

2 |
Q9 504
= S R
(/)]
P=0,665
0 I ) 1)
0 10 20 30

Durée (jours)

Figure 34. Comparaison des courbes de survie de s@uSwiss infectées aved. tularensis subsp.
tularensis278/06 @) et avec le mutant M1@cpA ([J). N=20. Souris Swiss infectées par instillation masa
une dose de 21 UFC pour 278/06 et de 18 UFC polWAsdpA:Cm. P est la probabilité d'observer des
courbes de survie identiques. L’hypothése seloudbe les courbes sont identiques est rejetée poar

probabilité 0,05

La valeur P de 0,665, obtenue par le test log-ramkgue que les deux courbes de
survie ne sont pas significativement différentes.nhutation du génacpAdeF. tularensis
subsp. tularensis 278/06 et I'absence de production de I'enzyme ih'pas eu de

conséquences sur la virulence de la bactérie.
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CHAPITRE I

|dentification et caractérisation de deux plasmidesaturels de

Francisella- Construction de vecteurs navettes

| — Introduction

Le manque d’outils moléculaires adaptés au génaacisellaa ralenti les études
des facteurs de virulence Beancisella tularensi®t par conséquent la compréhension de
la physiopathologie de la tularémie. Au cours dagzp dernieres années, plusieurs
étapes ont di étre franchies afin de manipulertgpreément cette bactérie. Tout d’abord,
des meéthodes de transformation permettant l'inttbdo d’ADN exogene dans les
bactéries du genrerancisellaont été développées. Ainsi, aujourd’hui trois méts de
transformation sont disponibles: la cryotransfdiomm I'électroporation et la
conjugaisont?* 249 293 27 Engyjite, des outils génétiques ont été développés créer
des mutants par échange d'alleles ou par utilisatle transposons. La création de
mutants par échange d’alleles a permis l'identiiice de facteurs de virulence de
F. novicida deF. tularensissubsp.holarctica LVS et deF. tularensissubsptularensis
SCHU S4; c’est le cas par exemple de la protéyh€, Idu régulateur transcriptionel
MglA et d’une protéine de 58 kD& 14+ 1% 197 3 création de mutants par I'utilisation de
transposon a permis l'inactivation des génes inugligdans la croissance Eenovicida
et deF. tularensissubsp.holarctica LVS dans les macrophagé¥ #°" 2°° Enfin, des
vecteurs navettes réplicatifs chiez coli et chezFrancisellaont été développés pour la
complémentation des mutants ou pour la construdiersystemes d’identification de
promoteurs actifs au cours de l'infection, potdtgmaent impliqués dans I'expression de

facteurs de virulence de la bactérie.
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Les vecteurs navettes aujourd’hui disponibles pawommunauté scientifique ont
pu étre construits, des 1994, grace a l'identiiicatiu plasmide naturel pFNL10, porté
par la souchdrancisella noviciddike strain F6168"". En effet, pour construire un
vecteur navette réplicatif ch&z coli et cheZrancisella il est nécessaire de posséder un
plasmide capable de se répliquer de maniere au®ndmzFrancisella et seul un
plasmide a large spectre d’hdte ou un plasmiderglatie Francisella possede cette

caractéristique.

Ainsi, plusieurs vecteurs navettes basés sur leLfBNont successivement été
décrits, dont le pKK202 et le pKK214 construits 996 >°° et en 200%>* suivis de la
série des plasmides pFNLTPH. En 2006, de nouveaux plasmides basés sur le pFNL1
ont été décrit$®® et utilisés pour la création et pour la compléragon de mutants de
F. tularensissubsptularensis Enfin, en 2007, les derniers vecteurs navetteptad au
genreFrancisella ont été construits a partir de l'origine de régtion a large spectre
d’hétes du plasmide pC194 &aphylococcus aured€. Ils ont permis d’identifier des

promoteurs de genes exprimés lors de l'infectidragellulaire du macrophage.

Afin de poursuivre les études sur le métabolismlesmécanismes de virulence de
Francisella tularensisil est nécessaire d’optimiser les outils molécaka existants et

d’en proposer de nouveaux.

Dans ce travail, nous décrivons l'identificatior’ahalyse bioinformatique de deux
nouveaux plasmides naturels, le pF242 et le pFtdés a partir de deux souches
distinctes dd-rancisella philomiragia.

Deux générations de vecteurs navettes réplicdtég [erancisellaet E. coliont été
construites a partir de ces plasmides naturels. &da, nous avons introduit une origine
de réplication spécifique B. coli, un géne de résistance a un antibiotique, undste
clonage multiple et un géne rapporteur codant pmér protéine fluorescente (la GFP
pour Green Fluorescent Protein). Nous avons enswiteparé I'électroporation et la
cryotransformation en mesurant l'efficacité de sfanmation de ces vecteurs navettes
chez deux souches pathogenesFddularensissubsp holarctica et deF. tularensis

subsp tularensis
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[l — Matériels et méthodes

Il — 1. Souches, plasmides, amorces et conditione dulture

Les bactéries, les plasmides et les amorces stiliaas cette étude sont présentés dans

le Tableau 26

Tableau 26. Souches bactériennes et plasmides @il au cours de la seconde étude

Souche et plasmide Descriptich Référence et source

Souche

F. philomiragia CH, Tp, Apf ATCC 25016

F. philomiragia CH, Tp, Apf ATCC 25017

F. tularensissubspholactica61/00 Ch TP, Apf Echar.1tillon clinique
humain

F. tularensissubsptularensis278/06  Ch Tp, Ap' Echar.1tillon clinique
humain

One shdt TOP10 chemically F mcrA A(mrr-hscRMS-mciBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl ara A139 InvitrogerP

competenk. coli. A(ara-leu)7697galU galK rpsL (St) endA1 nupG

E. cloni1l0G chemically competent F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) endAl recAl ¢80dacZAM15 AlacX74 Lucigerfcorp.

cells araD139A(ara,lel7697galU galK rpsL nupGA tonA

Plasmide

pF242 Plasmide naturel de 3,9-kbFghilomiragiaATCC 25016 Cette étude

pF243 Plasmide naturel de 5,0-kbFghilomiragiaATCC 25017 Cette étude

pKK202 Plasmide de 7,0-kb. Dérivé du pFNL10, Chc’ 253

pKK214 Plasmide de 4,8-kb. Dérivé du pFNL10; Tc 254

pCR®2.1-TOPO Plasmide de 3,9-kb pour le clonage deyit®&®CR, Ah Km' Invitroger?

pCRP-XL-TOPO Plasmide de 3,5-kb pour le clonage de sgm@pduits PCR, Kmzeocin Invitroger?

pACYC177 Plasmide de 3,9-kb, Kni\p’ 292

pACYC184 Plasmide de 4,2-kb, Grific 284

pGFPmut3.1 Plasmide de 3,3-kb porteur du ggpeAp’ C.Iontech, Mountain
View

pCR-Script Amp SK(+) Plasmide de 3,0-kb pour lenelge de produit PCR, Ap Stratagene

2 Km', Ap' CH, Tp, Cnl et T¢, résistances a la kanamycine, I'ampicilline, labéaicilline, le triméthoprime, le chloramphénicail la

tétracycline

F. tularensissubspholarctica061/00 ef~. tularensissubsptularensis278/06 ont été

cultivées & 37°C sous agitation en bouillon BHI-286Vitalex™ (Becton Dickinson,

France) ou sur milieu gélosé BHI-2% IsoVital¥x Si nécessaire, le milieu gélosé a été

enrichi avec 2% d’hémoglobine et avec de la kanamey¢l0 pg.mt), du chloramphénicol

(10 pg.mt) ou de la tétracycline (20 pg.Ml Les sous-espécegarensiset holarctica ont

été manipulées en laboratoire NSB3. Les souchEs abli ont été cultivées a 37°C en

milieu LB (Luria-Bertani), additionné si nécessaictampicilline (100 pg.mt), de

kanamycine (50 pg.nt), de tétracycline (30 pg.M ou de chloramphénicol (15 pg:i
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Tous les antibiotiques ont été fournis par Sigmargh (St. Louis, MO). La densité
cellulaire des cultures a été mesurée a 600 nnaidel’'du photometre Biophotometer
(Eppendorf, Le Pecq, France)

Il — 2. Manipulation de 'ADN

Les PCR ont été réalisées sur un thermocycler PO (MJ Research, Waltham,
Mass.) avec le réactif « PuRe TdqReady-To-G8" PCR beads » (GE Healthcare,
Buckinghamshire, GB) ou avec 'ADN polyméraBeiUltra® High-Fidelity (Stratagene, La
Jolla, CA) selon les recommandations des fournisseéues ligations ont été réalisées avec
la TADNA ligase (New England Biolabs, Beverly, Mast les déphosphorylations avec la
phosphatase alcaline d’intestin de veau (Calf tmtesAlkaline Phosphatase, Fermentas,
Ontario, Canada) selon les recommandations desisseurs. L’ADN plasmidique &.
coli a été préparé a l'aide du « QIAprep Spin Miniprép>¥ou du « QIAGEN plasmid midi
kit » (QIAGEN, France). L'ADN plasmidique derancisellaa été extrait par la méthode de

Kado-Liu modifiée®®®

(Annexe 1). L'ADN génomique dd-rancisellaa été extrait selon la
technique décrite dansAlhnexe 11l Les oligonucléotides ont été synthétisés par gamtec
(Liége, Belgique). Les conditions d’amplificatioarpPCR ont été les suivantes : une étape
de 5 min a 95°C, suivie de 30 cycles de 1 min £93°min a la température d’hybridation
des amorces atmin a 72°C X étant le temps nécessaire a I'élongation en cérend 1 min

pour I'amplification d’'un fragment de 1 000 pb),egifin une seule étape de 4 min a 72°C.

Il — 3. Transformation des bactéries

Les souchesE. coli TOP10 (Invitrogefi, Carlsbad, CA) etE. cloni 10G
(Luciger’corporation, Middleton, WI) ont été transformées phoc thermique selon les
recommandations du fournisseur. Les souched-rdacisella ont été transformées par

électroporatiorf’ (Annexe \) et par cryotransformatiofi’ (Annexe V).

Il — 4. Construction de la premiere génération de &cteurs navettes réplicatifs chek.
coli et chezFrancisella dérivés du pF242 et du pF243
La premiére génération de vecteurs navettes catesérpartir du pF242 et du pF243

et les amorces utilisées au cours de cette étuddistees dans [€ableau 27
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Tableau 27. Premiére génération de vecteurs navestelérivés du pF242 et du pF243 et amorces utilisés

dans la seconde étude

Plasmide / Amorce  Descriptiof Source

Plasmide

pF242-Tc Plasmide de 6,3-kb. Dérivé du pF242 camtelorigine p15A, Tt Cette étude

pF242-Km Plasmide de 6,0-kb. Dérivé du pF242 cantehorigine p15A, Knm Cette étude

pF242-Cm Plasmide de 5,9-kb. Dérivé du pF242 camtelorigine p15A, Crh Cette étude

pF243-Tc Plasmide de 7,4-kb. Dérivé du pF243 camtelorigine p15A, Tt Cette étude

pF243-Km Plasmide de 7,2-kb. Dérivé du pF243 cantehorigine p15A, Knm Cette étude

pF243-Cm Plasmide de 7,0-kb. Dérivé du pF243 camtelorigine p15A, Crh Cette étude

pF242-XL Plasmide de 7,3-kb constitué du JOR.-TOPO et du pF242, Kmzeocin Cette étude

pF243-XL Plasmide de 8,3-kb constitué du JOR-TOPO et du pF243, Kinzeocin Cette étude

Amorce

M13-U 5'TGTAAAACGACGGCCAGT-3'

M13-R 5'CAGGAAACAGCTATGACC-3'

TOO1 5’-CCCTCCTGTTCAGCAGCTACGGGGTGGTGCG3' — amorce directe pour p15A-Tc

TO02 5’ -TGCGCCGCGTGCGGCAGCTGAGATGGCGGAG3' — amorce inverse pour p15A-Tc

C001 5’-CTTATTCAGGCCTAGCACCAGG-3' — amorce directe pour p15A-Cm

C002 5’ CGATAAGGCCTGACTTCAGG-3' — amorce inverse pour p15A-Cm

K001 5'-GATCTAGGTGAAGGCCTITTTTG-3' — amorce directe pour p15-Km

K002 5’-CAACAAGGCCTCCGTCCCGTE3' — amorce inverse pour p15-Km

1001 5'-GCGTCGAACACTAAAAAGCTTG-3’ — amorce directe pour la PCR-inverse du pF242

1002 5’-GCGTGCCCTTTTATCCCTGTE3' — amorce inverse pour la PCR-inverse du pF242

1003 5'-GGTATTGAAATGCTATAGTGATGC-3' — amorce directe pour la PCR-inverse pF243

1004 5’-GGAAGCTCTACTTGGATAGG 3’ — amorce inverse pour la PCR-inverse pF243

P0O01 5 €TATATAGGCGCGCOTATTTAC-3' — amorce directe pour le promoteur de I'opégonES

P0O04 5 6GACGAATGTGCATGCAATC-3'— amorce inverse pour le promoteur de 'opégonES

G001 5'-GAAATTAAGCATGCGTAAAGGAG-3'— amorce directe pour le gégép

G002 5 CTAATTAAGGCGCGCOTATTTG-3'— amorce inverse pour le gégip

PG001 5’AATTCCTGCAGCCCGGGGGA3'— amorce directe powro-gfp

PG002 5’6CTCTAGCCCCTAATTAAGGG3'— amorce inverse pogro-gfp

A001 5’ -GCTTGTTTAAAGAGCGAATAGGCGCGCO CGAACACTAAAAAGCTTGATAC-3'— amorce directe pour la création du gits

A002 5’-GTATCAAGCTTTTTAGTGTTCGAGGCGCGCTATTCGCTCTTTAAACAAGC-3'— amorce inverse pour la création du site

CETE 5’-P-CGCGTGGATCCAGATCTGATCAGGTACCGCGGCCGCGAGCTCGTCGACGGCCGGGCCCGTTTAAACAS - oligonucléotide pour la
construction du SCM

S 5’-P-CGCGTGACGTCGACGAGCTCGTTTAAACGCGGCCGCGGTACCTGCGCABBCCGGCGCGCCTGCAGGCGCCA'—oligonucléotide
complémentaire pour la construction du SCM

M001 5’-GGCTAATAGTCTTGCAGACGCGRGCCACTTCAAATTGTCGG3'— amorce directe pour la création du sitiell

M002 5’-GCGACAATTTGAAGTGGCTACGCGTTGCAAGACTATTAGCC-3'— amorce inverse pour la création du itiell

2 Km', Cni et T¢, résistances a la kanamycine, au chloramphénicbll@ tétracycline. Les régions soulignées comadpnt aux sites de
coupure des enzymes de restrictionPdell (amorces TO01, TO0O2Btd (amorces C001, C002, KOO1, KOO2ksd (amorces P001, G002,
A001, A002),SpH (amorces P004, GO0 Iul (amorces M001, M002). Le groupement phosphat® est représentée pBr

Les plasmides pF242-Tc, pF242-Km, pF242-Cm, pF2d3:F243-Km et pF243-Cm

ont été obtenus suite a I'insertion, dans le pr@48ans le pF243, d’'un fragment porteur de
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I'origine de réplication p15A dE. coli et d'une résistance a un antibiotique (kanamycine,

chloramphénicol ou tétracyclindyigure 35.

L’origine p15A et les génes de résistance aux emigjues sont issus des vecteurs
d’E. coli pACYC1842%4 ou pACYC177°% Ainsi, les fragments p15A-Tc et p15A-Cm ont
été amplifiés par PCR en utilisant respectivemesiaimorces T001/T002 (porteuses du site
Pvdl) et C001/C002 (porteuses du sitetd) a partir de I'’ADN plasmidique du
PACYC184%%* (Tableau 2Y. Le fragment p15A-Km a été amplifié par PCR adéades
amorces KO001/K0O02 (porteuses du si&u) a partir de 'ADN plasmidique du
PACYC177?% Les produits PCR p15A-Tc, p15A-Cm et p15A-Km ensuite été digérés
par les enzymes de restrictidPeul ou Stu afin de générer des bouts francs. Les fragments
digérés ont été déphosphorylés, puis introduitssdies plasmides pF242 et pF243,
préalablement linéarisés péba et Nhd, respectivement, et traités par I’ADN polymérase
T4 afin de générer des bouts francs. Les bactéoespétenteE. clon® 10G ont été
transformées avec le produit de ligation, puistiassformants ont été sélectionnés sur des
géloses contenant de la kanamycine (50 jiY,nde la tétracycline & (10 pgMlou du
chloramphénicol (15 pg.M). Les constructions ont été vérifiées par digestio

enzymatiques apres extraction de ’'ADN plasmidique.

Les plasmides pF242-XL et pF243-XL ont été obtepas insertion des plasmides
pF242 et pF243 dans le vecteur de clonage®sDBPO-XL. Pour cela, le pF242 (3 807 pb)
et le pF243 (4 841 pb) ont été amplifiés par PGRrise a I'aide de deux couples d’amorces
divergentes, respectivement : 1001/1002 (séparéek2® pb) et 1003/1004 (séparées de 231
pb). Aprés migration des produits PCR sur gel dagma 0,8%, contenant du cristal violet
a 1,6 pg.mt pour la visualisation de '’ADN, les bandes ont étéaites du gel, puis on été
clonées dans le plasmide p&EROPO-XL selon les recommandations du fournisskes.
bactériesE. coli One shdt TOP10 ont ensuite été transformées avec le prdéuiionage.
Les transformants ont été sélectionnés sur dessegl@ontenant de la kanamycine
(50 pg.m). Les constructions ont été vérifiées par digestienzymatiques aprés

extraction de I’ADN plasmidique.
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Figure 35. Construction de la premiére génération € vecteurs navettes dérivés du pF242 et du pF243

réplicatifs chezE. coli et chezFrancisella.
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Il — 5. Construction de la seconde génération de gteurs navettes dérivés du pF242 et

du pF243 contenant le géne codant pour la GFP et/aun site de clonage multiple.

Une seconde génération de vecteurs navettes détivgd-242 et du pF243 a été

construite a partir des vecteurs de premiere géogrd ableau 28

Tableau 28. Seconde génération de vecteurs navettEsivés du pF242 et du pF243

Plasmide

Description

Source

pF242gfp-Cm

Plasmide de 6,9-kb. Dérivé du pF242-Cm contenaptdmoteur de I'opérogroESdeF. tularensis
subsptularensisen amont du géngfp

Cette étude

pF242-MCS-Cm

Plasmide de 5,9-kb. Dérivé du pF242-Cm porteuritdude clonage multiplBamH, Sma, Kpnl, Bcll,
Bglll, Notl, Sad, Pvd, Sal, Xhd et Stu

Cette étude

pF242¢gfp-MCS-Cm

Plasmide de 6,9-kb. Dérivé du pF242-Cm contenaptdmoteur de I'opérogroESdeF. tularensis
subsptularensisen amont du géngfp et le site de clonage multipRamH, Smd, Kpnl, Bcll, Bglll,
Notl, Sad, Pvu, Sal, Xhd et Stu

Cette étude

pF242gfp-Km

Plasmide de 7,0-kb. Dérivé du pF242-Km Cm conteleaptomoteur de 'opérogroESdeF.

tularensissubsptularensisen amont du gengfp

Cette étude

pF242-MCS-Km

Plasmide de 6,1-kb. Dérivé du pF242-Km porteurithude clonage multiplBamH, Bglll, Bcll, Kpnl,
Notl, Sad, Sal, Sfd, Apd et Pmd

Cette étude

pF242gfp-MCS-Km

Plasmide de 7,1-kb. Dérivé du pF242-Km contenaptdenoteur de I'opérogroESdeF. tularensis
subsptularensisen amont du gengfp et le site de clonage multipamH, Bglll, Bcll, Kpnl, Not,
Sad, Sal, Sfd, Apd et Pmd

Cette étude

pF243gfp-Cm

Plasmide de 8,0-kb. Dérivé du pF243-Cm contenaptdmoteur de I'opérogroESdeF. tularensis

subsptularensisen amont du gengfp

Cette étude

pF243-MCS-Cm

Plasmide de 7,1-kb. Dérivé du pF243-Cm porteuritdude clonage multipl&sd, Smad, Kpnl, Pvu,
Notl, Xhd, Sad, Stu et Sal

Cette étude

pF243gfp-MCS-Cm

Plasmide de 8,1-kb. Dérivé du pF243-Cm contenaptdmoteur de I'opérogroESdeF. tularensis
subsp tularensisen amont du gengfp et le site de clonage multiplesd, Smd, Kpnl, Pvul, Not,
Xhd, Sad, Stu et Sal

Cette étude

pF243gfp-Km

Plasmide de 8,2-kb. Dérivé du pF243-Km contenaptdenoteur de I'opérogroESdeF. tularensis
subsptularensisen amont du géngfp

Cette étude

pF243-MCS-Km

Plasmide de 7,2-kb. Dérivé du pF243-Km porteurithude clonage multiplgad, Sbt, Asd, BamH,
Fspl, Kpnl, Not, Pmd, Sad, Sal et Zral

Cette étude

pF243gfp-MCS-Km

Plasmide de 8,3-kb. Dérivé du pF243-Km contenaptdenoteur de I'opérogroESdeF. tularensis
subsptularensisen amont du géngfp et le site de clonage multipkad, Sbf, Asd, BamH, Fspl,
Kpnl, Notl, Pmd, Sad, Sal et Zral

Cette étude

Toutes les constructions ont été obtenues selorétae procédure. Les amorces et les

oligonuclotides utilisés pour la construction dedeuxieme génération de vecteur sont

présentés dansAhnexe VI
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Comme exemple, nous décrirons uniquement la cansirudu vecteur pF24gfp-
MCS-Km, qui a nécessité une étape intermédiairgwisant a la construction du plasmide
pF242¢gfp-Km (Figure 36.

Le pF242¢gfp-Km a été obtenu par insertion, dans le pF242-Kman dragment
d’ADN porteur du promoteur de 'opéraroESdeF. tularensissubsp.tularensisplacé en
amont du gengfp. Pour cela, le promoteur de la protéine GroESa#tplifié par PCR a
partir de '’'ADN génomique d€&. tularensissubsp.tularensis278/06 a I'aide des amorces
P0O01 et PO04 (respectivement porteuses desAstest SpH) (Tableau 2). D’autre part, le
genegfp a été amplifié par PCR a partir de 'ADN plasmigégdu pGFPmut3.1 (Clontech,
Mountain View, CA) a l'aide des amorces G001 et B@fespectivement porteuses des
sitesSpH et Asd) (Tableau 2Y. Afin d’obtenir le fragment d’ADNgro-gfp, le promoteur
groESet le génayfp ont été clonés séparément dans le vecteur degdge@R-Script Amp
SK(+) (Stratagene, La Jola, CA). Ces constructmmisété digérées respectivement par les
enzymes de restrictioBCOR et SpH ou SpH et Sad afin d’en extraire les fragments
correspondants au promoteggrmoESet au gengfp. Aprés migration sur un gel d’agarose a
0,8% - BET, les fragmentgroESet gfp ont été extraits et ligués ensemble au niveautdu s
SpH. Le produit de ligation a ensuite été utilisé enenmatrice pour amplifier par PCR le
fragment d’ADNgro-gfpa 'aide des amorces PG001 et PGODab{eau 2.

Pour insérer le fragmemgjro-gfp dans le pF242-Km, un site unigéed a été créee
dans ce vecteur a I'aide des amorces A001 et ATABI¢au 2Y avec le kit QuikChange I
Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Le proBdR gro-gfp a ensuite été digéré par
I'enzyme Asd et introduit dans le pF242-Km, préalablement dégpar I'enzymeAsd et
déphosphorylé. Les bactéries compéterifesclon’ 10G ont été transformées avec le
produit de ligation. Les transformants contenantdastruction intermédiaire pF24@2p-
Km ont été sélectionnés sur des géloses conterat@ ¢anamycine (50 pg.Ml Les
constructions ont été vérifiees par digestions eraigues aprés extraction de 'ADN

plasmidique.

Le vecteur pF242fp-MCS-Km a été obtenu aprés insertion d'un site amage
multiple (MCS) dans la construction pF2¢&-Km.

Pour construire le MCS, nous avons fait synthétisimux oligonucléotides
complémentaires : CO03 de 69 pb et C004 de 73 a@bl€¢au 2). Ces deux oligonucléotides
ont ensuite été hybridés. Pour cela, un mélangenéipire de C003 et C004 a été chauffé a
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95°C, puis refroidi a température ambiante. Cex @digonucléotides ont été synthétises de
maniere, apres leur hybridation, a contenir lesssite restriction suivantd8amH, Bglll,
Bcll, Kpnl, Notl, Sad, Sal, Sfd, Apa et Pmd et a mimer le site de restrictidAlul digéré a
chaque extrémité du MCS. D’autre part, les deugoolucléotides C003 et C004 présentent
un groupement phosphate en 5’ pour que la ligatiorMCS dans le pF24@fp-Km se
produisent correctement.

Afin d’insérer le MCS dans le pF24ffp-Km, un site uniquéMliul a été créé dans ce
vecteur a I'aide des amorces M001 et MOU2kleau 2y avec le kit QuikChange Il Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene). Le vecteur taduh ensuite été linéarisé par 'enzyme
de restrictionMlul, puis déphosphorylé et ligué avec le MCS. Lestdraes compétentes
E. clon’ 10G ont été transformées avec le produit de bgaties transformants contenant
le pF242¢gfp-MCS-Km ont été sélectionnés sur des géloses cantete la kanamycine
(50 pg.mt). Les constructions ont ensuite été vérifiéesdigestions enzymatiques aprés

extraction de 'ADN plasmidique.

Il — 6. Séquencage et analyse des séquences d’A0Asmidiques.

Les fragments d’ADN clonés dans le pRL-TOPO dans le but d’étre séquencés ont
dans un premier temps été amplifiés par PCR ad'des amorces M13-U et M13-R. Les
produits PCR ont ensuite été séquencés par Cog@vieglan, France) a partir de ces
mémes amorces.

Les cartes des ADN plasmidiques ont été créées laviamiciel PlasmMappef’®
L’analyse bioinformatique a été réalisée & I'aiéds grogrammes BLASTn, BLASTH® et
ORF finder*®** disponible sur le serveur web du NCBI. Les massasires (MM) et les pH
isoélectriques (pl) ont été prédits a l'aide dugoamme en ligne « compute Mw/pl tool »

(http://us.expasy.org/tools/pi_tool.htmdlerniere connexion mars 2008). Les séguences

protéiques ont été alignées a laide du programme lkgne ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmderniére connexion juin 2008). Les

structures secondaires des séquences protéiquéteoptedites a I'aide du programme en
ligne Jpred3 Http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpredierniére connexion mars
2008).
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Figure 36. Construction du pF242¢gfp-Km et du pF242gfp-MCS-Km
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[l — Résultats

Il — 1. Isolation de deux nouveaux plasmides deérancisella philomiragiaet analyse de
leurs séquences

Deux nouveaux plasmides distincts ont été extraifsartir des deux souches de
F. philomiragia ATCC 25016 et ATCC 25017 par la méthode Kado-INous les avons
nommés pF242 et pF243. A partir de ces extraitsis navons réalisé des digestions
enzymatiques. Les digestions avec les enzyfh@set Nhd ont respectivement conduit a la
linéarisation des plasmides pF242 et pF243 et igsstions avec I'enzymeélindlll ont

conduits a des profils caractéristiques des deasnpdes igure 37.

A. M1 2 B M1 2
j= s-v—-ﬁ-
— :
= -
5 000 pb — _— —
4000 pb :E | — —
— 2000 pb  — B 1
1500 pb —fpeee F—
1000 ph —e—
750 pb T
- - —

Figure 37. Migration par électrophorése en gel d’agarose 0,8MET des plasmides isolés a partir de
F. philomiragia ATCC 25016 (ligne 1) ef. philomiragia ATCC 25017(ligne 2).(A) Ligne 1, digestion par
Xbal du plasmide pF242 (3 936 pb); ligne 2, digestiimd du plasmide pF243 (5 072 pb). (B) Ligne 1,
digestionHindlll du plasmide pF242 : 1 790 et 703 pb (402, 3322 pb, bandes non visibles) ; ligne 2,
digestionHindIll du plasmide pF243: 1477, 1 378, 1 271 et 948whkmarqueur de taille 1-kb (Fermentas,
Ontario, Canada).

Les bandes visibles de 1 790 pb pour le pF242 dt 4i&7 pb pour le pF243 ont été
extraites du gel d'agarose puis clonées dans le®@ARTOPO. Le clonage de ces
fragments d’ADN nous a servi de point de départrpeltséquencage des deux plasmides.
En effet, aprés avoir séquencé ces deux fragmeots, avons pu déterminer les séguences

completes du pF242 et du pF243 de proche en prechecalisant des séquencages
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successifs d’environ 800 pb. A partir des séquenoewlétes nous avons obtenu les cartes

du pF242 et du pF24Figure 39
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Figure 38.Cartes des plasmides isolés a partir dé. philomiragia ATCC 25016 etF. philomiragia ATCC
25017.(A) pF242. (B) pF243. Les fleches représententréggons codantes prédites pour le pF242 (de
F242_0001 a F242_0003) et pour le pF243 (de F24B8L. B0F243_0006). Les sites de restriction unigoes

indiqués. Dessin réalisé a l'aide du programmegerelPlasmMappéer”.
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Au cours de cette étude, I'équipe de Copeland #abmrateurs, issue de '« US
Department Of Energy Joint Genome Institute », apodé dans GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.h)mlune séquence identique a celle du

pF242 sous le numéro CP000938. lls I'ont nomméeHIFP (résultats non publiés).
Cependant, nous avons relevé une erreur de leur ifgont isolé le pFPHIOL a partir de la
soucheFrancisella philomiragiaATCC 25017, alors que nous avons isolé le pF2garér

de la souché-rancisella philomiragiaATCC 25016. Aprés la parution de la séquence du
pFPHIOL, nous avons veérifié et confirmé I'origine plasmide pF242 a partir d’'un nouvel
échantillon provenant de 'ATCC et les séquencespiétes du pF242 et le pF243 ont été
déposées dans la base de données GenBank sousinEsos d’accession suivants :
EU850812 et EU850813A(nexe VIl etAnnexelX).

Le plasmide pF242 présente une taille de 3 936/pb an G+C% de 28,5% qui est en
adéquation avec le G+C% des génomes des bactériés famille desFrancisellaceae
proche de 309%. Trois régions codantes, notées de F242 0001 2 BRO3, ont été
prédites a partir de la séquence nucléotidique ER4p a l'aide du programme « ORF
finder ». Afin d’identifier la fonction des prot@s hypothétiques codées par ces régions,
nous avons recherché, a I'aide du programme ee BRItASTn, des homologies entre leur
séquence en acides aminés prédite et celles dammetdéja caractérisédmpleau 23

Tableau 29. Analyse des régions codantes du pF242F philomiragia ATCC 25016

Plasmide ou N » . N° d'accession
. Position MM2  plP Identité®  Meilleur score dans BLASTn

région codante dans GenBank

pF242

F242_0001 1-942 37283 9,10 28% Hélicase d&. volcanium BA000011

F242_0002 1578-2498 36410 9,59 35% Réplicase d&. suis AAFA020000098

F242_0003 3275-3535 9791 4,52 / Aucune similarité significative  /

MM, masse molaire en Da
® pl, pH isoélectrique.
¢ Identité avec les séquences protéiques enregisiades NCBI

La région F242 0001 code pour une protéine de 8ies aminés (aa), qui montre
28% d’identité avec une hélicase d’ADN simple lé&pendant d’'une ATPase (BA000011)
présente chezhermoplasma volcanium.

La région F242 0003 code pour une protéine de 86paar laquelle aucune

homologie n’a pu étre identifiée.

138



CHAPITREII Identification de deux plasmides naturels - Gamngion de vecteurs navettes

La région F242_0002 code pour une protéine de aQ@résentant des homologies de
séquences avec les réplicases de la famille des IRepi sont impliguées dans un
mécanisme de réplication en cercle déroulant flicircle mechanism), comme celui
décrit chez le bactériophageX174 **° et dans le plasmide pC194 &aphylococcus
aureus®®® %7 Cette famille de protéines est caractériséegprdsence dans la séquence en
acides aminés d’'un domaine pfam01446, lui-mémetitoasie trois motifs.

Nous avons identifié les trois motifs du domainanp®1446 dans la séquence en
acides aminés de la protéine prédite a partir dedgion F242_0002, en la comparant a
celles d’autres protéines de la famille des répisaRep_1Tableau 3D

D’apres cette analyse la protéine F242_0002 du pFs&fait donc une réplicase
proche de celle du plasmide pC194 Staphylococcus aureusdiquant que le pF242 se

réplique selon un mécanisme en cercle déroulant.

Tableau 30. Caractérisation par alignement de séquee de la réplicase prédite et codée par F242_0002.
Alignement des motifs 1, 2, et 3 du pF242 avecrdetifs similaires issus de réplicases impliquéassdan

mécanisme de réplication en cercle déroufdhtLes acides aminés en caractére gras correspoadees

résidus conservés dans les différents motifs

Séquence protéique du :

Motif 1 Motif 22 Motif 3P
oX174 FDTLTLADD GRLHFHAVHFM VGFYVAKYVNKKSDM
pC194

FVLTAPKDV YNPHFHVLI AV EL YEMAKYSGKDSDY
pF242 FLTLTVPNC AHPHFHI ALAV TVKELAKYCI KSTDL

# Motif 2 : le motif HUH est un domaine de liaisonua métal des réplicases de cette fanfile 2%°

hydrophobe).
¢ Motif 3 : domaine catalytique contenant une tymestonservée (soulignée) impliquée dans une attaggléophile au site d'initiation
de la réplication du plasmide.

(H: histidine, U: résidue

Un second élément présent sur la séquence nuctpaiddu pF242 conforte
I'hypothese d’une réplication en cercle dérouldmnt.effet, les plasmides qui se répliquent
selon ce mécanisme possédent une région parteuliér leur séguence nucléotidique
appelée « région LIC » pour « leading-strand itigimand control ». La région LIC posséde
une origine de réplication nommdsopour « double—strand origin », qui corresponditau s

de coupure de la réplicase a partir duquel le pldsrsera répliqué. L'origindso est elle-
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méme constituée de deux motifs nomroigl et nic. Le motifnic est une région conservée
parmi les plasmides a réplication en cercle déradfd

Nous avons identifié dans la séquence nucléotidiyupF242, 99 pb en amont de la
région F242_ 0002, une région présentant une honeolagec le motifnic du pC194,
(Tableau 3L

Tableau 31. Identification de la régionnic hypothétique du pF242.Alignement de la régionic du pF242

avec celle d’éléments mobiles & réplication enleatéroulant®

Plasmide ou phage Séquence nucléotidique des régimic *:
pCl194 TCTTTCTTATCTTG /| ATAATA
oX174 GCTCCCCCAACTTG / ATATTA
p242° TTGGTCTTTACTTG / ATACAA

2 Les lettres en caractére gras indiquent les lseservées de la régioit. Le trait horizontal indique le
site de coupure de la réplicase.
® Hypothétique régionic du plasmide pF242.

Le plasmide pF243 présente une taille de 5 072/pb an G+C% de 31,9% qui est en
adéquation avec le G+C% des génomes des bactériesfamille desrancisellacea€™.
Six régions codantes, notées de F243 0001 a F2@8, @ht ete prédites a partir de la
séquence nucléotidique du pF243 a l'aide du programx ORF finder ». Comme pour
'analyse du pF242, nous avons recherché des hgmesl@ntre les séquences en acides
aminés prédites a partir des six régions codanteprR43 et celles de protéines déja

caractériseesl@bleau 3%

Tableau 32. Analyse des régions codantes du pF248Fl philomiragia ATCC 25017

Plasmide ou N° d'accession
) Position MM? pl® Identité®  Meilleur score dans BLASTn

région codante dans GenBank

pF243

F243 0001 282-539 9875 517 98% Protéine Phd du pFNL10 de novicidalike F6168  AF121418

F243_0002 537-790 10453 9,30 75% Protéine Doc du pFNL10 de novicidalike F6168  AF121418

F243 0003 1544-2422 33586 9,80 92% Région codante hypothétique du pFNL10 AF121418

F243 0004 2908-3375 17754 9,42 |/ Aucune similarité significative /

F243 0005 3379-3875 17599 6,29 / Aucune similarité significative /

F243_0006 3989-4981 39007 8,20 59% RepA du pFNL10 d€&. novicidalike F6168 AF121418

MM, masse molaire en Da
® pH, point isoélectrique.
¢ Identité avec les séquences protéiques enregisieges NCBI
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La région F243 0001 code pour une protéine de 8ouaaprésente 98% d’identité
avec la protéine Phd du plasmide pFNL1@-dencisella noviciddike F6168 (AF121418).

La région F243_0002 code pour une protéine de 8guaanontre 75% d’identité avec
la protéine Doc de ce méme plasmide pFNL10. Lemnég-243 0001 et F243 0002 sont
disposées en opéron de la méme maniére que 'opébdocdu pFNL10*"2

La région F243 0003 code pour une protéine de 298ua montre 92% d’identité
avec une des protéines du pFNL10 identifiée comneeintégrase ou une recombind&e
Notre analyse indique que cette protéine correspdnd une intégrase, cette derniere
présentant 47% d’identité avec l'intégrase du pldenpHS-Rec ddaemophilus parasuis
(AY862436).

Les régions F243 0004 et F243 0005 codent respewntint pour des protéines de
155 et 165 aa, pour lesquelles aucune homologs&gieence n’a pu étre identifiée.

La région F243 0006 code pour une protéine de 33présentant des homologies
avec les réplicases de la famille des Rep_3, guoi sopliquées dans un mécanisme de
réplication théta®®® Cette famille de protéines est caractérisée aaprésence dans la
séquence en acides aminés d’'un domaine pfam105héme constitué de deux motifs : un
motif « leucine zipper » (LZ) situé dans la paftigerminale de la séquence protéique et
impliqué dans une interaction protéine-protéina motif « helix-turn-helix » (HTH) situé
dans la partie C-terminale de la séquence protéajuanpliqué dans une interaction
protéine-ADN?%,

Nous avons identifié les motifs LZ et HTH dans éggence en acides aminés prédite
a partir de la région F243 0006apleau 3R semblant indiquer que le pF243 se réplique

selon le mécanisme théta.

Un second élément présent sur la séquence nuctpaiddu pF243 conforte
I'hnypothése d’'une réplication selon le mécanismétah En effet, deux motifs répétés
caractéristiques de l'origine de réplication dedménts mobiles se répliquant selon ce
mécanisme ont été identifiés en amont de la régimmante F243 _0006. Le premier motif
répété présente une taille de 12 pb et s’étenc g@dition 150 a 173. Le deuxiéme motif
répété, identique a celui décrit dans le pFNL16sente une taille de 31 pb et s’étend de la
position 1 a 87. De plus, nous avons identifiéyecid position 79 et 95, une troisieme
région, présentant un motif inversé-répété, égadtnsaractéristique du mécanisme de

réplication théta.
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Tableau 33. Caractérisation par alignement de séquee de la réplicase prédite et codée par F243_0006.
Alignement des motifs LZ et HTH de la protéine F2dB806 avec des motifs similaires de plusieurs membr

de la famille des réplicases Re°3

Séquence protéique du :

Motif LZ# Motif HTH®
pF243 NSLVAGKYHLTKEEQNLI FLVASQ NS VDEI | NRF--------- SMPDTYKI RYSHFKESFLHKSLEEI N
pFNL10 NTLVAGKYSLTKEEQNLI FLVASMWKR VDDM NDF- - - - - - - - - DLPKSYSNRYSHFKESFLHKSLEEI N
pPS10 NKLI ESSHTLTLNEKRLVLCAASLI DS LAQLREMF- - - - - - - - - DL GDKYQD- VKDVRKRVL YPALEEVN
pECB2 NRLVEASHTLTLNEKRLVLCAASLI| DP LDQLROQWL- - - --- - -- DLGDKYQD- VKNLRVRVLDPALKELN
pUCP26 NALVEAAYRL SVQEQRI VLACI SQVKR | DQALRKWF- - - - - - - - - QLEGRYPS- | KDFKLRVLDPAVTQ N
pCML NALVEASYRLTPAEQRI MLGCl TQVRR VAW REAF- - - - - - - - - QLDGKYPA- | KDLKRW/I EPATAQ N
pFA3 NSLI EANYRLSI DEI RI LALTI GTVDP VEKLKEW.- - - - - - - - - QVENKYPR- FNSLNQRVLEPAI TEI N
pCul NEL TEAAYYL PL QAKRVLW.CL MQAYF HDW.CERF- - - - - - - - - M_PASQKNNI AEMKRTFLEPALKKI N
pSC101 NELAI SRYDLTEHETKLI LCCVALLNP LDEFKFML- - - - - - - - - MLENNYHE- FKRLNQW/LKPI SKDLN
J pre d°¢ - 2 O E-=—— e -

@ Motif « leucine zipper » caractérisé par troisquatre leucines (lettres en caracteres gras) separéix résidus (description du motif LZ
dans la base de données Prosite sous le numér@Z500

P Motif « helix-turn-helix » (description du motif FH dans la base de données Prosite sous le nurB6ao@3).

¢ Prédiction de la structure secondaire a l'aidéodiciel en ligne Jpred. Héliae (rectangle gris) ; Feuillgt (fleche grise).

Il — 2. Premiere génération de vecteurs navettes deés du pF242 et du pF243

Une premiere génération de vecteurs navettes afifdicchez E. coli et chez
Francisellaa été construite a partir des plasmides pF242 283FDeux approches nous
ont permis d’atteindre cet objectif.

Dans la premiere approche, nous avons introduttgitte de réplication pl5A
d’E. coli, pour le maintien des vecteurs dans cette espactrienne, et un gene de
résistance a un antibiotique pour la sélectionali@ses. Au cours de cette approche, nous
avons introduit des genes de résistance a la yétmae, au chloramphénicol et a la
kanamycine afin tester 'expression de génes hiégues cheFrancisella

Dans la seconde approche, nous avons inséré lesides pF242 et pF243 dans le
vecteur de clonage pERL-TOPO, qui porte déja une origine de réplicatapécifique a
E. coliet un géne de résistance a un antibiotique paaglétion des clones.

A lissue de ce travail, nous avons obtenu huiteexs navettes réplicatifs chEz coli
et chezFrancisella: le pF242-Tc, le pF242-Km, le pF242-Cm, le pF243{e pF243-Km,
le pF243-Cm, le pF242-XL et le pF243-XLgbleau 27Figure 35.
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Il — 3. Optimisation du milieu de culture pour I'isolement deFrancisella

Les premiers essais de transformation ont étésésalavec les constructions de
premiére génération, en sélectionnant les clonas géllose BHI-2% IsoVitale}!
additionnée de I'antibiotique adéquat, mais cesides n'ont pas fonctionné. Des clones
ont seulement été obtenus avec les vecteurs tém@KK214 et pKK202, mais aucun
transformant n’'a été obtenu avec les constructamgpremiére génération basées sur le
pF242 et le pF243.

Afin de résoudre ce probléme, nous avons réaliseod@eaux essais en ajoutant de
I’'hnémoglobine a 2% final dans le milieu de séleati@ette modification de la composition
du milieu a nettement amélioré I'efficacité de sfmmmation des vecteurs témoins et a
réduit le temps d’incubation nécessaire a I'apjmarities clones. Ainsi, aprés quatre jours
d’incubation a 37°C, nous somme passés de 2000® tlones ave€. tularensissubsp.
holarctica 061/00 et de 50 a 500 clones aJec tularensis subsp.tularensis 278/06
transformées avec le pKK214. L'addition d’hémogtaba également permis d’obtenir pour
la premiere fois des clones e tularensissubsp.holarctica 061/00 et deF. tularensis
subsptularensis278/06 a partir du pF242-XL, pF243-XL, pF243-CnpER42-Cm.

Aprés ces premiers résultats positifs, les méthodes cryotransformation et
d’électroporation ont été normalisées en utilistmtjours la méme quantité d’ADN
(100 ng) pour la transformation des bactéries etestimant le nombre de bactéries
transformées, a l'aide de la méthode de dénombrepanétalement en milieu solide sur
gélose chocolat enrichie. Nous avons exprimé lésaeftés de transformation des deux
méthodes en nombre de transformants par ug d’ADN poe quantité initiale de bactéries
transformées de 2QFC (transformants/pg ADN/2QFC).

Il — 4. Efficacité de transformation de la premieregénération de vecteurs navettes
Nous avons comparé l'efficacité de la cryotransttion et de I'électroporation a
l'aide des vecteurs de premiéere génération ensatti deux souches virulentes :

F. tularensissubspholarctica061/00 ef. tularensissubsptularensis278/06.

Les efficacités de transformation suivantes ontoftienues, respectivement, suite a
I'électroporation et a la cryotransformation deslaucheF. tularensis subsp.holarctica
061/00 : ~10 et ~4.18 avec le pKK214 ; ~2.F0et ~7.10 avec le pKK202 ; ~2.F0et ~16
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avec le pF242-Cm ; ~5.1@t ~7.18 avec le pF243-Cm ; ~4.1@t ~2.16 avec le pF242-
Km ; ~1C et ~1G avec le pF242-XLKigure 39A.

Les efficacités de transformation suivantes ontoftienues, respectivement, suite a
I'électroporation et a la cryotransformation deslaucheF. tularensis subsp.tularensis
278/06 : ~2.10 avec le pKK214 avec les deux méthodes; ~2410~2.16 avec le
pKK202 ; ~8.18 et ~1d avec le pF242-Km ; ~50 et ~18vec le pF243-KmRjgure 39B.
Les vecteurs pF243-Cm, pF242-XL et pF243-XL onténe introduits dans cette bactérie
uniquement par électroporation avec une efficadité-5 transformants/pg ADNAQFC.
Aucun transformant n’a pu étre isolé apres I'élgodration ou apres la cryotransformation

de cette souche avec le vecteur pF242-Cm.

Par ailleurs, aucun transformant n’a été isoléréirpdes soucheB. tularensissubsp.
holarctica 061/00 etF. tularensissubsp.tularensis278/06 ni avec le pF242-Tc ni avec le
pF243-Tc quelque soit la méthode de transformattiisée.
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Figure 39. Efficacité d'électroporation (barres noires) et effcacité de cryotransformation (barres
blanches) avec les vecteurs de premiere générationroduits dans F. tularensissubsp.holarctica 061/00
(A) et F. tularensis subsp. tularensis 278/06 (B). L'efficacité de transformation, exprimée en log de
transformants par microgramme d’ADN pour 14FC transformées (+ I'écart-type), a été détermiadartir
de trois échantillons de bactéries compétentesnities témoins positifs : pKK2£2" et pKK2022%,

144



CHAPITREII Identification de deux plasmides naturels - Gamngion de vecteurs navettes

Cette expérience a montré que l'efficacité de fiansation variait en fonction de la
méthode et de la souche réceptrice.

En effet, en utilisant 'une ou l'autre des deuxtinoéles, la transformation a été moins
efficace avec la souche de la sous-espdaeensiscomparativement a la souche de la sous-
especeholarctica Par électroporation, huit constructions ont até &é introduites dans
F. tularensis subsp. holarctica 061/00, mais seulement sept ddhs tularensis subsp.
tularensis278/06. De la méme maniére, suite a la cryotramsftion, six constructions ont
été introduites dan$-. tularensis subsp. holarctica 061/00 et seulement quatre dans
F. tularensissubsp.tularensis278/06. Ceci explique probablement que nous n’s\mas
réussi a introduire le pF242-Cm daRs tularensissubsp.tularensis 278/06, ce dernier
présentant déja une faible efficacité de transftionachezF. tularensissubsp.holarctica
061/00. LoVullo et collaborateufs® *®avaient fait la méme observation lorsqu'ils avaien
compare l'efficacité de transformation du pFNLTRieZF. tularensissubspholarctica et
chezF. tularensissubsptularensisSCHU S4.

D’autre part, I'électroporation est mieux adaptéee da cryotransformation pour
introduire de I'ADN chezFrancisella tularensis En effet, cette méthode a permis
d’introduire les vecteurs navettes dans les deuxlsss dd-rancisella tularensisavec une
efficacité de transformation de 0,3 a 1 log supgsiea celle de la cryotransformation
(excepté pour le pF243-Km dans la sous-espéaeensis.

Au cours de ces expériences, nous avons égalenbserve des differences de
cinétiqgue de croissance des transformants selonvéeseurs navettes introduits. Par
exemple, le pF243-Cm et le pF242-Km ont été intitsdpar électroporation dans la sous-
especeholarctica avec une efficacité de transformation proche dée caéés plasmides
témoins pKK214 et pKK202 (~5.1pet de larges colonies sont apparues rapidemeés ap
quatre jours d’incubation & 37°C. Au contraire,plE242-Cm et le pF242-XL ont été
introduits avec une efficacité de transformatioféiiieure de 2 log (~2.Epet les colonies
sont apparues plus tardivement apres 6 a 7 joursulbation a 37°C. Ce retard de
croissance a également été observé avec les tnamasfts porteurs du pF243-XL. Nous
n'avons pas trouvé d’explications justifiant ceseatvations. En effet, ces différences ne
semblent dues, ni a l'origine de réplication pusaelles du pF243-Cm et du pF242-Km
sont différentes, ni a la nature des genes detaésis aux antibiotiques puisque ceux du

pF242-Cm et du pF243-Cm sont identiques et enfi la taille du plasmide puisque le
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vecteur pF243-XL présentant la taille la plus imaote (8,3 kb) a été introduit avec une

efficacité de transformation élevée (210

Par ailleurs, des études précédentes ont montréegtans genes hétérologues, dont
les génes de résistance aux antibiotiques provedig&ntcoli, n’étaient pas correctement
exprimés che£rancisella®®® ?*? probablement & cause d’une mauvaise reconnaessknc
leurs promoteurs par 'ARN polymérase. Grace awtewgs de premiére génération, nous
avons souhaité tester I'expression des genes dstadse a la tétracycline, au
chloramphénicol et a la kanamycine, provenant dGY8184 et du pACYC177.

Ainsi, aucun transformant de. tularensissubsp.holarctica 061/00 etF. tularensis
subsptularensis278/06 n’'a été isolé apres introduction des canstns porteuses du gene
de résistance a la tétracycline, suggérant queme g'est pas correctement exprimé par ces
souches. Nous avons également constaté que I'expmede certains genes était dépendante
de la souche considérée. Par exemple, le génesdéaréece au chloramphénicol du pKK202
ne semble pas étre exprimé clieznovicidaCIP 5612 contrairement a ce qui a été observé
chezF. tularensis(résultats non présentes).

Ces observations confirment que certains genesot@gé@es ne sont pas correctement
exprimés cheFrancisella Afin de résoudre ce type de problémes, il sexdsageable de
cloner un promoteur dérancisellaen amont de ces génes, ce qui assurera leur skpres

dans ce genre bactérien.

Il — 5. Expression de la GFP chek. tularensissubsp.tularensis278/06

Une deuxieme génération de vecteurs navettes @pséruite a partir des vecteurs de
premiere génération capables de se maintenir Ehedarensissubspholarctica 061/00 et
F. tularensissubsp.tularensis278/06 Tableau 28 De nouveaux éléments fonctionnels y
ont été ajoutés, dont le gegfp placé sous le contréle du promoteur de 'opdgmESde
Francisella tularensissubsp.tularensis permettant la production par cette souche d'une
protéine fluorescente (Green Fluorescent ProtgdPR) et un site de clonage multiple afin

de faciliter I'insertion de genes d’intérét dans gecteurs.

Nous avons testé I'expression de la GFP Rrancisella tularensisubsp.tularensis

278/06 a partir du pF24@fp-MCS-Km. Apres électroporation de ce vecteur dams |
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bactérie, nous avons obtenu des colonies verteomtéant queFrancisella tularensis
subsptularensis278/06 produisait la GFRFigure 40).

Figure 40. Isolement sur gélose chocolat dE. tularensissubsp.tularensis278/06 (A) et deF. tularensis
subsp.tularensis278/06 (pF242gfp-MCS-Km) (B) — incubation de 72 h a 37°C sous atmosphére normale

Il — 6. Coexistence de vecteurs dérives du pF242dit pF243 dansF. tularensissubsp.
holarctica061/00

Le résultat de I'analyse bioinformatique des ségasmucléotidiques des plasmides
pF242 et pF243 a indiqué que ces derniers se ugpitgselon des mécanismes différents et
par conséquent qu’ils appartiennent a deux grodfiesompatibilité distincts. Ainsi, nous
avons vérifié la possibilité de maintenir deux elers dérivés dans la méme bactérie héte.

Pour cela, nous avons introduit par électropordiggoF-242-Km et le pF242-Cm dans
F. tularensissubspholarctica061/00. Apres extraction de 'ADN plasmidique agelition
enzymatique, nous avons révélé la présence desplasmides, de 8 000 et de 6 000 pb,
dans la bactérid=(gure 4).

Le fait d’avoir réussi a faire maintenir le pF24mket le pF243-Cm dans la méme

souche confirme les conclusions de notre analyseceenqui concerne les groupes
d’'incompatibilité différents du pF242 et du pF243
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Figure 41.Electrophorése sur gel d’agarose 0,8%BET des vecteurs pF242-Km (6 043 pb) et pF243-Cm
(7 037 pb) apres linéarisation par I'enzyme de resttion Sph. ADN plasmidique extrait d€. tularensis
subsp.holarctica 061/00 complémenté avec le pF242-Km et le pF243-Emmarqueur de taille de 1-kb

(Fermentas, Ontario, Canada).
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Francisella tularensisest la bactérie responsable de la tularémie, zbagonose des
petits mammiféres. Les trois sous-espéces respessale la maladie sorfrancisella
tularensis subsp.tularensis isolée en Amérique du Nord;rancisella tularensissubsp.
holarctica isolée dans tout I'hnémisphére Nordreaincisella tularensisubsp.mediasiatica
isolée en Asie Centrale et en Russie. La tularédurt I'expression clinique est polymorphe
selon la voie de pénétration de l'agent infectiege, manifeste sporadiquement chez
I'Homme. En France, depuis 2002, une trentaineageont été décrits en moyenne paf‘n
Toutefois, le fort potentiel infectieux derancisella tularensiset les conséquences que
pourraient engendrer une utilisation agressive elée chactérie justifie la surveillance de
I'’émergence des foyers infectieux et de l'appanitde la tularémie chez I'Homme et chez

I'animal.

L’étude des bactéries hautement pathogenes, tplieBrancisella tularensispose un
probléme de sécurité biologique et leurs maniputeti doivent étre réalisées dans des
laboratoires adaptés de niveaux de sécurité buplegida (NSB3). L'étude dé&rancisella
tularensisa en partie été ralentie par cette contraintenigcie. Aussi, la possibilité de
manipuler dans un laboratoire NSB2ancisella novicida opportuniste chez 'Homme et la
souche atténuderancisella tularensisubspholarcticaLVS explique que ces derniéres aient
majoritairement été utilisées comme modeles d’&udes mécanismes de virulence de

Francisella tularensisubsptularensis

Francisella tularensis est un pathogéne intracellulaire facultatif, quifeate
préférentiellement les macrophages. La virulencdadéactérie repose sur sa capacité a
survivre et a se multiplier dans les cellules hotéstuellement, aucun facteur de

pathogénicité majeur, tel qu’'une toxine ou une ere\particuliere, sur lequel reposerait la
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virulence de la bactérie n’a pu étre mis en évideme seul élément clé identifié jusqu’a
présent est constitué d'une région de 33 kb du@égsur les génomes des sous-especes les
plus pathogénes. Cette région nommée «ilét de opétiicité » (FPI —Francisella
Pathogenicity Island) comporte de nombreux génepligoes dans la croissance
intracellulaire et dans la virulence @eancisella tularensisou deFrancisella novicida®™.
Cependant, d’autres genes également impliqués Bansrulence ou dans la croissance
intracellulaire de ces bactéries n’appartiennest®paet 1lof%?* Ainsi, les études réalisées
jusqu'a présent semblent indiquer que la virulende Francisella tularensis est
plurifactorielle. Tous les genes qui participent aetabolisme de la bactérie sont
potentiellement des facteurs de virulence, commeyemple les gengsir impliqués dans la

croissance intracellulaire et dans la virulencéetancisella tularensisubspholarctica 2%
220

Dans le cadre de cette thése, nous voulions pegretans la compréhension de la
virulence deFrancisella tularensiset particulierement dans celles des deux souszespés
plus pathogénes pour 'HommeFrancisella tularensissubsp.tularensis et Francisella
tularensis subsp. holarctica Ce travail a débuté dans un contexte ou trés gdeutils
moléculaires étaient disponibles pour I'étude dbdatérie et peu d’éléments étaient connus

sur la virulence dérancisella tularensis

Parmi les génes pressentis pour leur implicationsdia virulence dd-rancisella
tularensisfigure une enzyme, I'AcpA, présentant deux adtiwienzymatiques : une activité
phosphatase acide et une activité phospholipaggetfe caractéristique classe cette enzyme
parmi les membres de la superfamille des PLCs/gtatapes, comme les PLCs de
Mycobaterium tuberculosisleBordetellaspp., et dBurkholderia pseudomallé&f® 24

Certains membres de la famille des phosphataséesa@ACP) participent a la virulence
de bactéries intracellulaires, comme chegionella micdadei'® et chezCoxiella burnetii??.
Ces enzymes interviennent dans l'inhibition du sstrexydant des cellules phagocytaires,
favorisant ainsi la survie des bactéries dansllalee

Les phospholipases peuvent également intervens arirulence des bactéries. Elles
peuvent provoquer la rupture des membranes, comandisteriolysine de Listeria
monocytogeneS® ou perturber des signaux intracellulaires, corahtiginsi & I'inhibition de

la maturation du phagosome, comme la PLC Migcobaterium tuberculosi$®® ou a
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linhibition du stress oxydant des cellules phadatgs comme la PLC dBseudomonas
aeruginos&™®*

L’AcpA de Francisella tularensisidentifiée et caractérisée en 1996, est impliglaies
l'inhibition du stress oxydant des polynucléairesitnophilest*? suggérant que cette enzyme
est un facteur de virulence de la bactérie. Poyrtame premiére étude a démontré que
I'’AcpA ne jouait pas de réle dans la virulenceRtancisella novicidachez la souri$*®. Au
contraire, une seconde étude, réalisée en 2007Unmréquipe américaine, a démontré la
participation de I'AcpA dans la virulence et danmsigssance intracellulaire derancisella
novicidaa partir de modéles d'infections expérimentafesivo ou in vitro 2. Les auteurs
ont extrapolé les conclusions sur la virulencd-dancisella novicidaa celle de-rancisella

tularensis

Dans ce contexte, notre objectif a été d’évalueur pa premiére fois, I'implication de

I’AcpA dans la virulence de la sous-espéce la pathogénd-. tularensissubsptularensis

Dans un premier temps, nous avons développé deks aubléculaires pour la
construction d’un mutant déficient en AcpA a padis meéthodologies existantes. Pour cela,
nous avons construit un vecteur suicide porteug@heacpAmuté par délétion puis insertion
d'un géne de résistance a un antibiotique. Ce uesigcide a ensuite été utilisé pour créer
une mutation par échange d’alléles. L'applicati@ncgtte méthode, rendue difficile par la
culture fastidieuse dErancisella tularensiset par les variations individuelles des souches, a
été optimisée et nous a permis d’obtenir le mutactierché.

Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé l'ecterizymatique exprimée lors
d’'une culture en milieu liquide chdzrancisella novicidachezFrancisella tularensisubsp.
holarctica et chez Francisella tularensissubsp. tularensis L’activité enzymatique a
également été caractérisée chez le mutant défieretcpA et chez le mutant complémenté
avec le gene sauvage afin de vérifier la mutationiin, un modele d’'infection expérimentale
par voie respiratoire a été développé chez la saiim d’évaluer I'implication de 'enzyme

dans la virulence derancisella tularensis

Nos résultats ont démontré que les profils d’exgioes de I’AcpA observés chez les
trois souches étudiées étaient différents.
Francisella tularensisubspholarctica061/00 ne produit pas 'AcpA. En effet, une trés

faible activité phosphatase acide a été détectas s surnageants de culture et dans les
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extraits intracellulaires. D’autre part, nous ava#nontré et caractérisé une mutation par
insertion dans la région 5 du geaepA qui semble étre caractéristique des souches de la
sous-especholarctica Cette insertion, que nous avons nommé iT48, tsarborigine d’'un
décalage du cadre de lecture de 'ARN messageesmondant, conduisant a l'interruption de
la traduction aprés le 2% résidu de la séquence protéique. Nos résultatignent ceux de
Hernychova et collaborateufé’, ainsi que ceux de Hubalek et collaboratetifs qui ont
successivement démontré par l'analyse protéomique lg souche atténuée tularensis
subsp. holarctica LVS, ainsi que cinq autres souches de la sousespeélarctica ne
produisaient pas I'AcpA.

Au contraire,Francisella tularensissubsp.tularensis278/06 etFrancisella novicida
produisent I'’AcpA mais la sécrétion de I'enzyme diffierente entre ces deux espéces. Alors
gue l'activité AcpA chezZrancisella novicidaCIP 5612 est majoritairement extracellulaire,
celle deFrancisella tularensisubsp tularensis278/06 est majoritairement intracellulaite
est possible que la différence observée entre eex dspéces soit liée a la nature ou a la
régulation de leurs systemes de sécrétions refpentis ceci n'a jamais été démontré.

Nous avons développé un modéle d'infection expértale chez I'animal a l'aide de
souris Swiss. L'infection a été réalisée par itegidn nasale car la voie respiratoire serait
celle privilégiée lors d'une utilisation agressidé&agents pathogenes. Historiquement, les
souches BALB/c, C57BL/6 et les AKR/J ont été legsplitilisées lors des expériences avec
Francisella La sensibilité des souris varie en fonction dmsckes, de leurs caractéristiques

§00. 301, 3024t de |a voie d'inoculation de I'agent infectietfk En effet, les souris

génétique
sont plus sensibles lorsque I'inoculum est inj@etévoie intrapéritonéale, la souche C57BL/6
est une des souches les plus sensibles et auiopn@iesouche Swiss a montré une résistance
importante aprés une infection ganancisella tularensisubspholarcticaLVS 3% 3% Ainsi,
nous avons choisi la souche Swiss pour nos expetatiens, d’'une part, car il s’agit d'une
population hétérozygote dont les variabilités imtlirelles sont représentatives d’une
population normale, et d’autre part, car elle fattie des souches qui résistent le mieux a
l'infection, ce qui constitue un avantage au regdes trés faibles doses infectieuses de

F. tularensis

A partir de ce modéle d’infection expérimentaleys@vons estimé les doses létales 50
(DL50) deFrancisella tularensisubspholarctica061/00 et dé-rancisella tularensisubsp.

tularensis278/06, sept jours apres l'infection.
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Afin d’optimiser la détermination de ces DL50, n@wons comparé deux méthodes de
dénombrement bactérien en milieu solide. La métheagloyée jusqu’a présent pour le
dénombrement dérancisella est la méthode par étalement de 100 pL de sugpensi
bactérienne & la surface de la gélose33% Le choix de cette méthode est justifié par
I'utilisation, pour la culture d&rancisellg de milieux riches rendus opaques par la présence
d’hémoglobine. Nous avons mis au point une métliteddénombrement en milieu solide par
inclusion de 1 mL de suspension bactérienne dada délose BHI-2% IsoVitaleX!. Cette
derniere, basée sur un volume d’échantillon supérela méthode par étalement, est plus
précise. Nous 'avons vérifié lors de notre étudesgue les dénombrements des suspensions
bactériennes par étalement ont été sous-estiméwidie 1 log comparativement a la
méthode par inclusion. La différence de résultditerus avec ces deux méthodes de
déenombrement en milieu solide est non négligeabtoeligne I'importance de connaitre la
nature du systeme utilisé pour le dénombremenghantlors de la détermination de DL50

ou lors d'infections expérimentales.

La DL50 deFrancisella tularensisubsptularensis278/06 a été estimée a 30 UFC par
souris et celle dé-rancisella tularensissubsp.holarctica 061/00 a 820 UFC par souris,
indiquant que la sous-espét#arensisest plus virulente que la sous-espbotarctica dans
ce modele. Ces valeurs de DL50 sont en accord lagegaleurs reportées dans la littérature
aprés une infection par voie intranasale. En effét, et collaborateurd® ont montré que
moins de 10 UFC d’'une souche de la sous-espéaeensissuffisaient a provoquer, aprés
sept jours d’infection, la mort de souris BALB/c5TBL/6, DBA/2 et C3H/HeN. Conlan et
collaborateur$® ont démontré la méme chose avec la solichalarensissubsptularensis
SCHU S4 en utilisant des souris BALB/c et C57BLF®rtier et collaborateur®?, quant a
eux, ont déterminé une valeur de DL50 de 300 UFGr p@ soucheF. tularensissubsp.

holarcticaLVS avec des souris BALB/c.

Apres avoir déterminé les DL50, nous avons évdioBuence de la mutation du géne
acpAsur la virulence d’'une souche de la sous-espdleeensis Ainsi, a partir du modele
d’infection expérimentale précédemment développeéusnavons montré que [I'AcpA
n’intervient pas dans la virulence #eancisella tularensisubsp.tularensischez la souris

Swiss infectée par voie respiratoire.
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D’aprés I'ensemble de ces données, I'extrapolalies conclusions obtenues sur le réle
de I'AcpA dans la virulence dErancisella novicidaa celle deFrancisella tularensisn’est
pas justifiée. En effet, le profil d’expressionasécrétion de I'enzyme est différente chez ces
deux espeéces et I'’AcpA n’est pas impliqguée dangridence deFrancisella tularensisubsp.

tularensiscontrairement a ce qui a été démontré d¢frencisella novicida

A ce stade, plusieurs hypothéses peuvent étre féamien ce qui concerne le role de

I’AcpA dans la virulence des souches du gdfmancisella

Premiére hypothese: «I’AcpA n’est pas un factear virulence deFrancisella
tularensis».

Cette hypothése est confortée par le résultat tie @tude, mais remet en question ce
qui a récemment été démontré cleancisella novicidapar Mohapatra et collaboratedrs.
Cependant, en considérant les trois études ddjaées sur I'AcpA dd-rancisella novicida
guelques éléments contradictoires soutiennent bgfethese.

En effet, Baron et collaborateurs ont dans un peertemps démontré que I'AcpA
n’était pas impliqguée dans la virulencel@ncisella novicidaen utilisant un modele murin
infecté & une dose de 2 000 UFC par voie intraqrégale’*®.

D’autre part, dans I'étude de Mohapatra et collatsurs, la mutation du gérepA
chez cette bactérie a seulement provoqué un retanthortalité au cours de trois jours qui
suivirent I'infection, a une dose de 100 UFC paieviatrapéritonéale. Ceci démontre que la
contribution de I'AcpA dans la virulence de cettactérie, qui intervient au début de
l'infection, est minime®*®. Par ailleurs, cette étude ayant été réalisée desdots de cing
souris, mériterait d’étre renouvelée avec des #ffede souris plus importants afin de gagner
en significativité. Les auteurs suggerent que, da&tade de Baron et collaborateurs, la
mutation incompléte du géne, se traduisant paelétion de 162 résidus dans la région C-
terminale de la protéine, ne fut pas suffisanter @twlir totalement I'activité de 'enzyme et
par conséquent la virulence de la bactérie. Cepgndette hypothése n’a jamais été vérifiée.
D'aprés la structure secondaire de I'AcpR, on observe que parmi les résidus mutés par
délétion, dans I'étude de Baron et collaboratefigsirent les résidus Asp-386 et Asp-387,
impliqués dans le site actif de I'enzyme, tout caenles groupes de résidus suivants : 426 a
430, 417 a 420, et 379 a 385, impliqués dans letstre du noyau central de I'enzyme. Par

conséquent, il n’est pas certain que I'hypothéskldieapatra et collaborateurs soit vraie.
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Enfin, lors d’une seconde étude cette méme égugpeas mis en évidence l'influence
de la mutation de I'AcpA sur la virulence deancisella novicida?®’. Dans le modéle
d’infection expérimentale utilisée, les souris ét# infectées par une dose de 1 000 UFC par
instillation nasale et le relevé de mortalité arétdisé au dela de 10 jours.

Deuxieme hypothése : « 'AcpA contribue a la vinde de la bactérie au début de
infection, mais cette contribution serait plus portante chezFrancisella novicida
comparativement Brancisella tularensis.

Cette hypothese expliquerait que nous n’ayons pasreé d’effets de la mutation du
geneacpA sur la virulence dé-rancisella tularensissubsp.tularensiset que la mutation
naturelle du géne chdzrancisella tularensisubsp.holarctica n’affecte pas la virulence de
cette sous-espéece chez I'Homme. Il n'est pas exgtiles mécanismes de virulence mis en
ceuvre pafFrancisella novicidasoient différents de ceux deancisella tularensisgn effet,
Francisella novicidarecrute et infecte de maniere plus importante petynucléaires

neutrophiles comparativement Brancisella tularensis ®2

Sachant que les défenses

antibactériennes des polynucléaires neutrophiled eesentiellement basées sur le stress
oxydant et que I’AcpA est impliquée dans I'inhibiti de ce mécanisme, une différence dans
la nature des cellules phagocytaires recrutéesifettées par ces deux especes pourrait
expliquer l'implication différente de I'AcpA dansalvirulence de ces deux espéces
bactériennes.

Par ailleurs, dans le cadre de cette deuxieme hgpef le défaut de sécrétion de I'’AcpA
chez Francisella tularensissubsp.tularensiscomparativement &rancisella novicidaet la
mutation du géne cheFrancisella tularensissubsp. holarctica pourraient étre des
phénomeénes évolutifs de la virulence Brancisella tularensis comme nous avons pu
I'observer pour le génpdpD absent chez la sous-espémgarctica * et pour le gén@epO
absent cheFrancisella tularensismais présent cheErancisella novicida®®® L’AcpA ne
serait plus indispensable a la virulenceFdancisella tularensisalors qu’elle le serait encore
a celle derrancisella novicida

Troisieme hypothese : « 'AcpA contribue a la velite deFrancisella novicidaet de
Francisella tularensisubsptularensis,mais notre modele animal ne nous a pas permis de le
démontrer ».

En effet, d’aprés Conlan et collaboratetffsles polynucléaires neutrophiles ne sont pas
essentiels a la prise en charge de linfection Francisella novicidapar voie respiratoire.

L'utilisation d’'un modéle d’infection par voie ras@toire ne nous a peut-étre pas permis
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d’observer I'effet de la mutation du géaepAchezFrancisella tularensicomparativement a
'étude réalisée ave€rancisella novicida basée sur un modele animal infecté par voie
intrapéritonéale”*®. Cette hypothése rejoindrait le fait que Mohapatraollaborateurs®’,
dans leur seconde étude, n'aient pas observé d'eéfda mutation du genacpA sur la
virulence deFrancisella novicidaau dela de 10 jours, alors gu'’ils avaient infedé&ssouris

par instillation nasale.

Dans le cadre de cette troisieme hypothése, phssiguopositions peuvent étre

formulées sur le réle de I’AcpA dans la viruleneFdancisella tularensis

Tout d’abord, I’AcpA présentant une large gammesdestrats*?, pourrait agir dans le
macrophage sur de nombreux messagers intracedsilairconduire a une perturbation de la
réponse cellulaire. L’AcpA pourrait alors intervewians le devenir de la bactérie dans les
cellules phagocytaires, comme cela a déja été séiggéezFrancisella novicida®*®. Par
exemple, I'activité phosphatase acide étant opgragbH acide, il est fort probable que cette
enzyme soit active dans le phagosome aprés aeiilific de ce dernier. Mohapatra et
collaborateurs ont d’ailleurs démontré que les mistaleFrancisella novicidadéficients en
AcpA étaient séquestrés dans les phagosomes desphages et suggerent que I'AcpA,
grace a sa deuxieme activité enzymatique PLCjrapliquée dans la rupture de la membrane

du phagosome permettant ainsi & la bactérie deapger et d’atteindre le cytoplasfié

Par ailleurs, I'AcpA purifiée de-rancisella tularensisinhibe la production d’ions
superoxyde par les polynucléaires neutrophif&s Ceci suggére que I'enzyme ait une
influence directe ou indirecte sur I'activation BeNADPH oxydase. Récemment, il a été
montré que l'assemblage des sous-unités de la NADRytlase était inhibé dans les
polynucléaires neutrophiles infectés paancisella tularensisubspholarctica LVS **3. Les
auteurs suggerent que I'’AcpA soit impliquée dansncanisme. Toutefois, nous avons
montré dans cette étude que I’AcpA Brancisella tularensissubsp.holarctica LVS était
mutée et non fonctionnelle, il est donc peu probatpie 'AcpA soit impliquée dans
l'inhibition de 'assemblage de la NADPH oxydase.

Le mécanisme d’inhibition du stress oxydant pacpA deFrancisella tularensigi’est

pas encore élucidé. Une des caractéristiques aeyhee est sa capacité a inhiber ce

mécanisme lorsque les cellules phagocytaires stineas par |éN-Formyl-méthionyl-leucyl-
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phénylalanine (fMLP) qui implique les voies dessitols phosphates, ou par du phorbol 12-
myristate 13-acétate (PMA) qui active la protéiivake C (PKC}*? (Figure 6, p.5R

Cette donnée indigue que I'AcpA @eancisella tularensisagit entre 'activation de la
PKC et l'activation de la NADPH oxydase et ne prgwerait pas la déplétion de 3Rt du
DAG comme les ACPs déja décrité¥. Cependant, I'AcpA, grace & sa double activité,
pourrait agir a plusieurs niveaux du mécanismeadaattulaire d’activation de la NADPH
oxydase, en tant que phosphatase acide, comms delleertains pathogénes intracellulaires
qui inhibent le stress oxydant uniquement lors@seckllules phagocytaires sont activées par
le fMLP 116228229 gy en tant que phospholipase C comme cellesgeidomonas aeruginosa
qui inhibe le stress oxydant uniqguement lorsqueptdgnucléaires neutrophiles sont activés
par le PMA?*. Ainsi, I'inhibition du stress oxydant par I'Acpde Francisella tularensisa la
fois lorsque les cellules phagocytaires sont aetvgar le fMLP ou par le PMA, pourrait étre

la conséquence de sa double activité enzymatiqu/RICC.

Dans le cadre d’'une poursuite des études sur 'AdpArancisella tularensissubsp.
tularensis plusieurs points pourraient étre approfondis.

Actuellement, nous avons caractérisé l'activité gutmtase acide de I'AcpA de
Francisella novicidade Francisella tularensisubspholarctica et deFrancisella tularensis
subsp.tularensis Nous pourrions désormais caractériser I'actipit@spholipase C afin de
vérifier si des différences phénotypiques entre toeis souches sont également observées
pour cette activité enzymatique.

Pour l'instant, I'AcpA deFrancisellaest classée parmi les PLC/phosphatases, cependant
cette enzyme présente des caractéristiques phgisicogues et structurales nouvelles. Ainsi,
une étude biochimique plus approfondie de I'’AcpAnpettrait de déterminer si cette enzyme
constitue une nouvelle famille de protéine et sk ddifférences physico-chimiques,
structurales ou fonctionnelles marquées sont ptésgrarmi les AcpA des bactéries du genre
Francisella

Dans le cadre de la troisieme hypothese, seloreleqlAcpA contribue a la virulence
de Francisella tularensissubsp.tularensis nous pourrions vérifier, a l'aide du mutant
construit dans cette étude, les hypotheses formuddesujet du role de I'AcpA dans la
virulence deFrancisella novicida Ainsi, nous pourrions envisager d'étudier l'efidd la

mutation sur 'inhibition du stress oxydant deslideb phagocytaires par la bactétfé sur

157



DISCUSSION

linhibition de I'assemblage de la NADPH oxyda42et sur la séquestration eancisella
tularensissubsptularensisdans les phagosom&$.

En fonction des résultats, nous pourrions détenmsndéexpression du genacpA est
induite a pH acide, ce qui permettrait de savoircsite enzyme est produite apres
I'acidification de la lumiére du phagosome.

L’étude des mécanismes de sécrétion de I'enzyme Ehancisella novicidaet chez
Francisella tularensissubsp. tularensis permettrait de déterminer si ces derniers sont
différents.

Enfin, le développement d’'un modéle dinfection zhkanimal infecté par voie
intrapéritonéale permettrait de démontrer si leltésde notre expérien@eété influencé par
la nature des cellules phagocytaires recrutéegllarge infection par voie respiratoire.

Par ailleurs, l'identification d’'une mutation parsertion dans le gérsepAdes souches
de la sous-espedeolarctica pourrait servir de base pour le développement autl de
diagnostic par PCR en temps réel pour lidentifarat différentielle des sous-especes
holarcticaet tularensis

Les résultats présentés dans la deuxieme partis danmémoire portent sur le
développement d’outils moléculaires pour la résiisad’expériences de complémentation
des bactéries du genkrancisella Ce travail a débuté alors que peu de vecteurstiesv
réplicatifs cheZrancisellaet chezE. coli avaient été construits. Seuls les vecteurs pKK202,
pKK214 et les plasmides pFNLTPnN, basés sur I'uniglasmide naturel d€rancisellg le
pFNL10 isolé en 1994, avaient été déctifs *°> 7 Entre 2005 et aujourd’hui, de nouveaux

vecteurs navettes ont été constrditg®® 259 280

mais la majorité d’entre eux sont baseés sur le
pFNL10, a I'exception des plasmides récents pCWI8JG1 et pCUG2, dont la réplication
est rendue possible grace a l'origine de réplicatio plasmide a large spectre d’héte de

Staphylococcus aurepsC1942%°.

Dans notre travail, nous avons isolé et séquenag deuveaux plasmides naturels, le
pF242 (EU850812) et le pF243 (EU850813) a partis deux souches dErancisella
philomiragiaATCC 25016 et ATCC 25017.

A partir des séquences nucléotidiques du pF2421giF243, nous avons réalisé une

analyse bioinformatique, qui nous a permis de peétis protéines codées par ces deux
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plasmides. Le pF242 présente trois régions, doatqum code pour une réplicase et deux qui

codent pour des protéines de fonctions inconnuesplE243 présente six régions, parmi

lesquelles deux codent pour des protéines de farcinconnues et quatre sont trés proches
des régions codantes décrites dans le pFNL10. Pamiguatre régions, une d’entre-elles

code pour une réplicase.

L’'analyse de la séquence en acides aminés desaspd du pF242 et du pF243 et
I'identification de régions nucléotidiques spéaifes, nous ont permis de prédire le mode de
réplication de ces deux plasmides. Le pF242, pratheglasmide a large spectre d’hbtes
pC194 deStaphylococcus aureuse répliquerait selon le mécanisme en cercleutkno
Cette hypothése est cohérente avec une précédeente gui a montré que le pC194, se
réliquant par ce méme mécanisme, pouvait étre erainthezFrancisella?’®. Le pF243,
comme le pFNL10 ddrancisella novicidaike strain F6168°'% se répliquerait selon le
mécanisme théta.

L'introduction et le maintien du pF242-Km et du gB2Cm, dans la méme bactérie,
Francisella tularensissubsp.holarctica 061/00, ont conforté les hypothéses concernant le
mécanisme de réplication du pF242 et du pF243 etpomuvé que ces deux plasmides
n‘appartiennent pas au méme groupe d’incompatbilir¥autre part, ce résultat est cohérent
avec celui de Rasko et collaboratedf§ qui ont démontré que des vecteurs navettes
réplicatifs chezE. coli et chezFrancisella construits a I'aide de l'origine de réplication d
plasmide pC194, pouvaient étre maintenus dans @meeniactérie avec des vecteurs dérives
du pFNL10.

Cette caractéristique est un avantage car elle ddfrpossibilité de faire coexister les
vecteurs issus du pF242 et du pF243 dans la méatériea Ce type d’expérience permettrait,
par exemple, de co-exprimer deux protéines ou deaxqjueurs dans la méme cellule et
d’étudier linteraction entre des protéines impbgs dans le métabolisme ou dans la

virulence de la bactérie.

Apres avoir été caractérisés, ces deux plasmides ot servi de base pour la
construction de deux générations de vecteurs mmvefiplicatifs cheFrancisella et chez
E. coli. Au total 18 vecteurs navettes ont été consteufiartir du pF242 et du pF243.

La premiére génération de vecteurs nous a perroidiiser et de comparer les deux
méthodes décrites pour la transformation des bhastérdu genre Francisellg
I'électroporatior?®’ et la cryotransformatioff’. Nous avons montré que I'électroporation

était la méthode la plus efficace pour introduieeldDN dans les souches d&ancisella
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tularensisque nous avons étudiées. Les travaux de Maielleborateurs®’ avaient conduit
a la méme conclusion lors de la mise au point die ceéthode et du développement des
vecteurs pFNLTPn. La premiére génération de vestewus a également permis de
sélectionner les constructions présentant les enedb efficacités de transformation pour les
deux souches pathogéné&sancisella tularensissubsp holarctica 061/00 etFrancisella
tularensissubsptularensis278/06. Ainsi, les vecteurs pF243-Cm et le pF242-kmi ont été
introduits dang-rancisella tularensisubspholarctica061/00 avec une bonne efficacité, tout
comme le vecteur pF242-Km daReancisella tularensisubsptularensis278/06, pourront

étre utilisés pour I'étude ou la complémentatiorcele souches.

La deuxieme génération de vecteurs construite datie étude est plus élaborée. Les
vecteurs portent un site de clonage multiple aérfatiliter I'insertion de fragments d’ADN
d’intérét, et le géngfp, codant pour une protéine fluorescente, placé toesntrdle d’'un
promoteur dd-rancisella tularensisL’expression de la GFP a été vérifiee chezularensis
subspholarctica061/00 et cheE. tularensissubsptularensis278/06.

Ainsi, les vecteurs de deuxieme génération pourr@tte utilisés pour la
complémentation de bactéries du geRrancisella pour I'étude du devenir de souches
pathogenes dans les cellules phagocytaires et |ptude de la physiopathologie de la
tularémie. En effet, I'expression de génes rappostecodant pour la GFP ou pour la
luciférase permettra de suivre la bactérie au cdeddnfectionin vitro en cultures cellulaires
ouin vivo chez la souris. La GFP a déja été utilisée comeme gapporteur chdzrancisella
pour le suivi de la bactérie au cours d’'une infeciintracellulaire’” ou pour I'identification
de promoteurs actifs & certains stades de I'irdaéf’, mais cela n’a jamais été réalisé avec la

sous-especellarensis

La caractérisation de deux nouveaux plasmides elatdeFrancisellaouvre également
des perspectives de recherche fondamentale. Jupggsant un seul plasmide, le pFNL10
isolé il y a 14 ans, avait été décrit cifgancisella L'identification et la caractérisation du
pF242 et du pF243, n'est pas seulement une souimeodation pour la construction de
nouveaux vecteurs navettes, mais il s'agit égalémeme source potentielle d’informations
pour la compréhension du gerireancisella Une caractérisation expérimentale du pF242 et
du pF243, confirmera nos hypotheses sur leurs nsfnas de réplication, et fournira des
informations sur les régions codantes, pour lesgmelucune homologie de séquence, avec

des protéines déja caractérisées, n’a pu étreifidentl| serait également intéressant d’étudier
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le fonctionnement du systéme d’addictjsmd-dog commun au pFNL10 et au pF2#3 et de
déterminer si les souches porteuses de ces plassodé capables de les transférer a d’autres
bactéries. Ainsi, de nouvelles données fondamentplermettraient de comprendre les
fonctions de ces plasmides, soit en tant qu’élémenbbiles nécessaires a I'adaptation

environnementale dérancisellaou en tant que support de la virulence.
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Le travail présenté dans ce mémoire avait pour ctibjel’évaluer le réle de la
phosphatase acide AcpA dans la virulencd-gmcisella tularensisubsp.tularensiset de
proposer une réflexion au sujet de I'extrapolatd®s conclusions sur les mécanismes de
virulence deFrancisella novicida opportuniste chez 'Homme, a ceux @&eancisella
tularensis pathogene chez 'Homme.

Nos résultats ont démontré d'une part, que I'AcpAtait pas impliquée dans la
virulence deFrancisella tularensisubsptularensispar voie intranasale, et d’autre part, que
I'extrapolation des résultats d’'une espece a l&gwn ce qui concerne lI'expression et le réle
de I'AcpA dans la virulence des bactéries, n’tas justifiée.

Malgré les relations phylogénétiques proches deseespécenovicida et tularensis
tres certainement liées au fait qu'’il s’agisse detéries intracellulaires, ces dernieres ont des
caractéristiques phénotypiques difféerentes en tedfexigences nutritionnelles et de
virulence. D’autre part, certains génes exprimész Enancisella novicidane le sont pas chez
Francisella tularensis et inversement. Devant ces considérations, dppéks dans ce
travail, il nous semble peu pertinent d’extrapdéer résultats obtenus avec une espece a une
autre espece du genkgancisella Aussi, méme si les études réalisées dwamcisella
novicida fournissent des informations importantes, I'am@lion des propositions
diagnostiques et thérapeutiques au sujet de leétula doit passer par des modeéles d’études
de Francisella tularensiset ce malgré les difficultés techniques liées anlanipulation de

cette bactérie.

D’autre part, au cours de ce travail nous avonseldgpé nos propres outils
moléculaires. En effet, une méthode de mutagenaseéghange d'allele nous a permis
d’obtenir un mutant dd-rancisella tularensissubsp.tularensis déficient en phosphatase

acide. De plus, deux générations de vecteurs mavedplicatifs cheFrancisella et chez
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E. coli, basées sur deux nouveaux plasmides naturelst@asas dans cette étude, ont été
construites.

Grace a ces outils, le laboratoire de bactérioldgi®BAT du CRSSA pourra envisager
d’étudier de nombreux genes potentiellement imgiqudans la virulence ou dans le
meétabolisme de la bactérie. Les méthodologies dppéles pourront par exemple étre
utilisées pour la mutation des pompes a effluxestpbrines lors des études sur les résistances
bactériennes. Les vecteurs navettes permettroceni@lémentation des mutants et I'étude de

la physiopathologie de la tularémievivo grace notamment aux genes rapporteurs.
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ANNEXE |

Séquence nucléotidique du gerecpAde Francisella novicidaet séquence

protéique déduite
(d'aprés Reilly et collaborateurs 1958

Zone promotrice : TATA box (-10) et région — 35

Site de liaison des ribosomes a 'ARNm : régionngHbalgarno (SD)

Peptide signal en N-terminal : résidus en bleu.

26

71

116

161

206

251

296

341

386

431

476

521

566

611

656

701

746

791

836

881

926

971

1 tctagagcaaaaat at aaatattta

aatctttttcttaaaaaaatttttttagcaataatttatttaatt
-35
ttgttattaatatttcctttgagtctaacaaactaaaggtatcat
-10 SD
at gaagct caat aaaattactttaggaattttaagtctaagtatc
M KL NK 1T T L GI1 L S L S I
gcaacaacgact tt t gccacagat gt gaat aat agcaaaccaaat
A T T TF A T DV N NS K P N
gat t at ggaact ct t gt aaaaat agaacaaaaatt at t t aat aat

DY GT LV K1l EQKULF NN
gcgaat act ct aaaaact acaact ccaat aaagcacgt agt aat a
A NTL KT TTWP I KHV VI

at at t ccaagagaat aact ctttt gat agat acttt ggaat gt ac
I F Q E NNSF DI RYF G MY
cct aat gccaaaaacccagagggt gagccaaaat tt gt agccaaa
P NA KNWPE GE P K F V A K
gaaaat act ccaaat gt t aat ggt ct gacaaaacaat t at t agag
E NT P NV NGLTK QL L E
aat aat ccaaat acaaaaaat ccttat cgtttagat agaaatttc
N NP NTKNWPY RL DRNF
caacctt gct cacaaaat cat gagt accat caagaaatttcttct
QP CSOQQNHETYHOETLI S s
tttaat ggt ggat t aat gaacaaat t t gt t gaacat ggt ggt cat
FNGGLMNIKFVEHGGH
gat aat gacacct at aaacaaaact gt gat ggt caagt cat ggga
DNDTVYJKO QNG CDG GO QVMG
tatt at gat ggt aat act gt cacagcatt at ggaat t acgcacaa
Y Y DGNTVTAL WNY A Q
aatttcgctct aaat gat aat acgtttggt acaacttttggtcca
NF AL NDNTUFGTTF GP
t caacacct ggt gccct t aacct agt ggct ggt gcaaat ggt cca
S T P GALNULVAGANTG?P
gcaat gagt ccaagt ggt aat t t agaaaat at t gaaaacaact at
A MS P S GNULENI ENNY
at cat t gat gat cct aacccat act acgat gatt gct ctt at ggt
I I D DPNWPY Y DDIZ CS Y G
acaagt aaat ct ggcgat acaaat acagct gt agcaaaaat t act

T S K S GDTNTAVAIKI T
gat ggtt at aat at t ggacact at ct aact caaaaaggt att act
D GY NI GHY L TOQIKGI T

t ggggt t ggt t ccaaggaggat t caaaccaacaagct act ct ggt
WG WF Q GGF KPT S Y S G
aaaacagcaat at gt gat gct at gagcact aat aagtt cggt gt a
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1061

1106

1151

1196

1241

1286

1331

1376

1421

1466

1511

1556

1601

1646

1691

K T A1l C¢CDbAMSTNIKTF GV
aaat caagagact at at acct cat cat gagccttttaact act gg
K S R DYI PHHEWPFNYW
aaagagacat caaaccct cat cat t t agcaccaagt gat gat aag
K ET SNWPMHMHLAPS DD K

t at at aggt agt aat gaccaagct aat cat cagt acgacat aagt
Y I G S ND QANH QY DI S
gaatt ct ggaaggct ct t gat caaaacaacat gcct gcggt aagt
E F WKALD QNNMMPAV S
tacttaaaagct cct ggct accaagat ggt cat ggaggct act ca
Y L K AP GY QDGMHGGY S
aaccct ct agat gaacaagaat ggct agt caat accat t aat aga
NP L DEQEWLVNTI NR
at ccagcaat caaaagact gggat agcacagcaattataattatt
I Q Q S K bDWwWDSTAIL I I |1

t at gat gact ct gat ggt gact at gaccat gt ct acagcccaaaa
Y D DS DGDYDHVYVY S P K

t cacagtttagcgat at caaaggaagacaaggt t at ggaccaaga
S QF S DI KGRQGY G PR
ttaccaatgcttgttatttctccttat gct aaagcaaact at gtt
L PML VI SPYAKANYYV
gatcattcattacttaat caagcat ctgtacttaagtttatagag
DHSLLNIOQASVLIKFI E

t at aact ggggcat cggct cagt t agt aagt at agt aat gat aaa
Y NWGI G SV S K Y S N D K
tact caaacaat atcttaaacatgtttgattttaat aaagaacaa
Y S NNI L NMF DJF N K E Q
aaaacact aaaactgattttagat cct aagacaggatt agt gatg
K T L KL I L DPKTGL VM
gat aaatt aaact aaaaat atttactcggtaagttgctttaatct
D K L N *

attgttttcgcttatcgecctcttctaaact 1720
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ANNEXE |l
Extraction de ’ADN plasmidique par la technique deKADO-LIU 2%

(adaptation du protocole au genrd=rancisella)

Réactifs :

TE-KADO 10X
TriS-DASE...uvvviiiieiiiiiiieeee e 48,59
EDTA-Nag, 2HO .oovveeiieeiie e 1,15 mL
Eau distillée.........ccoovvviveeeeiiiiiv e, gsp 1 000 mL

Dissoudre dans 800 mL d'eau distillée. Ajuster a pd avec de l'acide acétique glacial. Compléter a

1 000 mL avec de I'eau distillée. Stériliser a taalave 20 min a 110°C. Conserver a températurgaans

Solution de base pour lyse

TriS-DASE. ...ttt 30
SDS 2090...cciiiiiieiiiie et 75 mL
Eau distillée.........ccoovvviveeeeiiiiiv e gsp 500 mL

Stériliser a I'autoclave 20 min a 110°C. Consedvégmpérature ambiante.

NaOH 4N
NaOH 10N (lessive de soude)................... ml2
Eau distillée.........cccoviiiiiiiiiiiiieeeees 3mL

Préparation extemporanée.

Solution de lyse « KADO ».
Solution de base pour lyse ..........cccceeeeee. 10 mL
NAOH 4N ... 200 pL

Préparation extemporanée.

Solution Il ;: Acétate de potassium, 3M, pH 4,8.

Acétate de potassium 5M............cccevvvvrem 6.mL
Acide acétique glacial ............cccceeeeeiceeene 1,15 mL
Eau distillée..............coooeciiiiiiii e, gsp 10 mL

Conserver 2 semaines a +4°C.

TE : Tris-HCI 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM

TrisI M, pH8,0.cccceeeeeiiiiiiiie 10 mL
EDTA 0,5 M .ottt 2mL
Eau distillée......ccooeeeeeiiiiiiiiicicimeeeeeeas 1000 mL

Stériliser a I'autoclave 20 min a 110°C. Consedvégmpérature ambiante.
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TE ou eau RNase
Eau distillée / TE stérile...........cvvveeiecennn. 10 mL
RNase 820 mg.mb......cccoooeevieiicieeeena 10 pL
Conserver a +4°C.

Protocole :

Préparer une culture de 24 h dans 3 mL de bouilRsoVitalex™ ou BHI-IsoVitaleX"

Centrifuger 1,5 mL de cette culture dans un tubpeBdorf de 2 mL — 3 minutes a 8 000 g — Eliminer
le surnageant.

Resuspendre parfaitement le culot dans 200 uL dEAEBO 1X

Ajouter 400 uL de solution de lyse « KADG-»Agiter vigoureusement a la main.

Incuber 20 minutes a 60°\ttention cette étape est dépendante du GC% d®NAde la bactérie
traitée).

Ajouter 600 pL de phénol-chloroforme-alcool isoaiqyé (25:24:1).

Ajouter 100 pL de solution Il — Agiter vigoureusent a la main jusqu'a I'obtention d’'une suspension
laiteuse — Laisser reposer 30 minutes dans la glace

Centrifuger 10 minutes a 8 000 g.

Transférer 500 pL de surnageant dans un nouvealuBppendorf de 2 mL.

Ajouter 1 mL d’alcool absolu a température ambiaktélanger par inversion du tube.

Centrifugerl0 minutes a 8 000 g. Eliminer I'alcool absolu.

Ajouter 500 pL d’alcool a 70% (vol/vol). Mélangeampinversion du tube.

Centrifuger 5 minutes a 8 000 g. Eliminer 'alc@ol70%. Bien essuyer les bords du tube de facon a
éliminer les traces d'alcool.

Dessécher le culot d’ADN durant 10 minusasSpeed-Vac.

Remettre en suspension le culot dans 30 uL de T&sRIgour une conservation, ou d’eau-RNase pour
continuer les manipulations, telles que des digastenzymatiques.

Incuber 10 minutes a 65°C. Agiter. Incuber 5 miswe65°C. Agiter.

Conservation de I'’ADN +4°C ou -20°C.
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ANNEXE IlI

Extraction de I'ADN génomique deFrancisella

Réactifs :

TE-KADO 10X
TriS-DASE....vvviiiieieiiiiieeeee e 48,59
EDTA-Nag, 2HO ovvveeiieeiiie e 1,15 mL
Eau distillée..............cooocciiiiii e gsp 1 000 mL

Dissoudre dans 800 mL d'eau distillée. Ajuster a pd avec de l'acide acétique glacial. Compléter a

1 000 mL avec de I'eau distillée. Stériliser a taalave 20 min a 110°C. Conserver a températurgaans)

Solution de base pour lyse

TriS-DASE....vvviiiieiiiiiiieeee e 39
SDS 2090 uieeiiieeiiie e 75 mL
Eau distillée.........ccoovcvviveeeeiiiiiv e gsp 500 mL

Stérilisera I'autoclave 20 min a 110°C. Conservigrapérature ambiante.

NaOH 4N
NaOH 10N (lessive de soude)................... ml2
Eau distillée.........cccoviiiiiiiiiiiiieeeees 3mL

Préparation extemporanée.

Solution de lyse « génome ».
Solution de base pour lyse ..........cccceeeeee. 10 mL
NAOH 4N ... 100 pL

Préparation extemporanée.

Solution Il ;: Acétate de potassium, 3M, pH 4,8.

Acétate de potassium 5M............cccevvvvrem 6.mL
Acide acétique glacial .............cccveeeiiceeene 1,15 mL
Eau distillée........cccoovvvieieeeiiiiiv e gsp 10 mL

Conserver 2 semaines a +4°C.

Protocole :

- Préparer une culture de 24 h dans 3 mL de bouil®xsoVitalex™ ou BHI-IsoVitaleX"

- Centrifuger 1,5 mL de cette culture dans un tubpelBdorf de 2 mL — 3 minutes a 8 000 g — Eliminer
le surnageant.

- Resuspendre parfaitement le culot dans 200 pL dEAIBO 1X

- Ajouter 400 pL de solution de lyse « génome Agiter vigoureusement a la main.

- Incuber 20 minutes & 60°C
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Ajouter 600 uL de phénol-chloroforme- alcool isodioqye (25:24:1).

Ajouter 50 uL de solution Il — Agiter vigoureusentéx la main jusqu’a I'obtention d’une suspension
laiteuse — Laisser reposer 10 minutes dans la glace

Centrifuger 10 minutes a 8 000 g.

Transférer 500 pL de surnageant dans un nouveauBppendorf de 2 mL.

Ajouter 1 mL d’alcool absolu a température ambiari#langer par inversion du tube jusqu'a
I'apparition d'une « pelote » d’ADN.

Centrifugerl0 minutes. Eliminer I'alcool absolu.

Ajouter 500 uL d'alcool & 70% (vol/vol). Mélangeaminversion du tube.

Centrifuger 5 minutes a 8 000 g. Eliminer I'alc@lr0%. Bien essuyer les bords du tube de facon a
éliminer les traces d'alcool.

Dessécher le culot d’ADN durant 10 minusasSpeed-Vac.

Remettre en suspension le culot dans 100 pL de N&R pour une conservation, ou d’eau-RNase
pour continuer les manipulations, telles que dgestions enzymatiques.

Incuber 10 minutes a 65°C. Agiter. Incuber 5 miswtes5°C. Agiter.

Conservation de '’'ADN +4°C ou -20°C.
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ANNEXE IV

Transformation d’ E. coli 2%°

Préparation et stockage de bactéries compétentes

Réactifs :

TSS : transformation storage solution (PEG 3350 10%4vigCl, 10mM, MgSQ, 10mM, DMSO 5%, HCI
0,1N)

PEG 3350...cccciiieiiiieeiiiieeeiie e seeeenneees lg

MOCL IM oo 0,1 mL
MOSO, IM . 0,1 mL
DMSO ..ottt 0,5mL
HCL e 150 pL
Bouillon Luria Bertani.........ccccceeeeeeiieiieee gsp 10 mL

Conserver a +4°C.

Protocole :

- Préparer une préculturel’ coli— 18ha 37°C sous une agitation de 200 rpm.

- Diluer la préculture au 1/16@ans 50 mL de LB — Incuber & 37°C jusqu’a atteingdre D@y de 0,3 a
0,4.

- Centrifuger 1 mL de la culture — 3 minutes a 8 600

- Eliminer le surnageant et suspendre le culot d& @lu volume initial de culture centrifugée avec du
TSS & 4°C (soit 100 pL).

- Ajouter I'ADN (100 pg) et incuber 5 a 30 minutes fglace.

- Ajouter 900 pL de solution TSS.

- Incuber 1 heure a 37°C sous une agitation de 20 rp

- Sélection sur gélose LB + antibiotique (étaler 109 centrifuger le reste, reprendre le culot dans
100 pL de LB et étaler).
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ANNEXE V

Electroporation de Francisella®’

Réactifs :

Saccharose 40,5 M
Saccharose (M=342,3 g/mol)........c.ccvvvvnes 4,23 g
Eau distillée..............cooeeciiiiiiii e, gsp 200 mL

Conserver a +4°C.

Protocole :

- Préparer une préculture dans 3 mL de bouillon BigMitaleX™ & partir d’un isolement sur gélose
chocolat enrichie (de 2 a 4 jours) — 18 h a 37°@sme agitation de 200 rpm.

- Diluer la préculture dans 25 mL de bouillon BHINS@mleX™, au 1/16 pour les sous-espéces
tularensiset holarctica, ou au 1/20 pour F. novicidaet F. philomiragia Incuber a 37°C a 200 rpm
jusqu'a atteindre une D&),mcomprise entre 0,3 et 0,6 (environ 2 h peunovicidaetF. philomiragia
et environ 5 . tularensis.

- Centrifuger la culture — 15 minutes a 4 500 g migler le surnageant.

- Laver le culot deux fois avec une solution de sama$e & 0,5 M : dans 10 mL, puis 5 mL.

- Reprendre le culot avec la solution de sacchard@s®0de maniére a obtenir une suspension d’environ
10" cellules/mL (On considére 1D UFC/mL/UDQyonm pour la sous-espécdiolarctica et
10° UFC/mL/UDQsg0nmpour la sous-espételarensis.

- Mélanger 200 uL de ces cellules compétentes aydcd’ADN plasmidique a 100 pg/mL.

- Incuber a température du laboratoire pendant 10 min

- Electroporer dans une cuvette de 0,2 cm (2,5 k\yR®t 60Q2) avec I'appareil Biorad Micropulsgt
programme Ec2 (Biorad, Marnes-la-Coquette, France).

- Rependre les cellules dans 1 mL de bouillon BHWisleX™, et incuber & 37°C pendant 2 h a
200 rpm.

- Etaler sur le milieu de sélection adéquat: BHMisaleX™- 2% d’hémoglobine, additionné de
I'antibiotique adéquat (étaler 100 uL, centrifudemreste, reprendre le culot dans 100 uL de BHI, et
étaler).

- Les clones apparaissent aprés 2 a 6 jours d'inicubat37°C.

192



ANNEXE VI

Cryotransformation de Francisella®®’

Réactifs :
KCI 0,2 M
KCI (M=74,56 g/mol)............cooeeiiniiiiiien 2,98 ¢g
Eau distillée..............coooeciiiiiii e gsp 200 mL

Conserver a +4°C.

Tampon de cryotransformation : 0,2 M MgSQ, 0,02 M Tris acetate, pH 7,5

MgSQ, 7H,O (M=246,48 g/mol)..........c.c...... 9,86 g
Tris-base (M=121,1 g/mMOl) ....cccevevrrrennr.n 0,489
Eau distillée..............coooeiiiiiiii e gsp 200 mL

Dissoudre dans 160 mL d’eau distillée, ajusteHeap7,5 avec de I'acide acétique glacial et coraplét

200 mL avec de I'eau distillée.

Conserver a +4°C.

Protocole :

Isolement sur gélose chocolat enrichie de 48 h°& dur les sous-espéctgarensisou holarcticaou

de 24 h a 37°@ourF. novicida

Gratter la culture a I'oese (10 uL) et suspensetactulture dans 400 puL KCI 0,2 M.

Mélanger 25 pL de cellules compétentes et 25 ptadgon de cryotransformation, et 1 uL d’ADN a
100 pg/mL dans un tube eppendorf de 1,5 mL.

Incuber 10 minutes a température ambiante.

Incuber 5 minutes dans de l'azote liquide.

Incuber 5 minutes dans un bain-marie a 37°C.

Déposer 50 pL du mélange au centre d’'une gélossotdtoenrichie.

Incuber 4 h & 37°C pot. novicidg et 7 h & 37°C pour les sous-espéakrensisou holarctica
Récupérer la culture de 4 h ou 7 h avec 'oeseu(l)0par grattage, et la suspendre dans 400 uL KCI
0,2M.

Etaler sur le milieu de sélection adéquat: 400 de_la suspension répartis sur 4 géloses BHI-

IsoVitaleX™- 2% d’hémoglobine, additionné de I'antibiotiqueégdat (soit 100 uL par boite).

193



ANNEXE VII

Amorces et oligonucléotides utilisés pour la consiction de la deuxieme

génération de vecteurs navettes

Amorces /
oligonucléotides

Description

5’-CTATATAGGCGCGCOTATTTAC-3' — amorce « forward » pour I'amplification duopnoteurgroESdeF-. t. tularensigpour pF242-Cm

POOL et pF242-Km
P002 5’ €TATTGTATGGATCCTAGTCGAG-3' — amorce « forward » pour I'amplification duopnoteurgroESdeF. t. tularensigpour pF243-Cm
P003 5’-CCAAAAAGTACT CAAATCCTATTG-3'— — amorce « forward » pour 'amplification decopoteurgroESdeF. t. tularensigpour pF243-
Km
P004 5’-GGACGAATGTGCATGQAATC-3'— amorce « reverse » pour 'amplification du mpiateurgroESdeF. t. tularensigpour pF242-Cm
pF242-Km pF243-Cm et pF243-Km
G001 5’-GAAATTAAGCATGCGTAAAGGAG-3'— amorce « forward » pour I'amplification du gagfp pour pF242-Cm pF242-Km pF243-Cm et
pF243-Km
G002 5’ CTAATTAAGGCGCGCOTATTTG-3'— amorce « reverse » pour I'amplification du ggfp pour pF242-Cm et pF242-Km
G003 5’ CTAATTAGGATCCTTATTTGTATAG-3'— amorce « reverse » pour I'amplification du ggfp pour pF243-Cm
G004 5’ GCTAATTAAGTACTTATTTGTATAG-3'— amorce « reverse » pour I'amplification du ggfp pour pF243-Km
PG001 5’AATTCCTGCAGCCCGGGGGA3'— amorce « forward » pour I'amplification du gmentgro-gfppour pF242-Cm et pF242-Km
PG002 5'6CTCTAGCCCCTAATTAAGGG3'— amorce « reverse » pour 'amplification dugineentgro-gfppour pF242-Cm et pF242-Km
PG003 5'6ATCCGCCCCTATTGTATG3'— amorce « forward » pour I'amplification du grentgro-gfp pour pF243-Cm
PG004 5'6CTCTAGCCCCTAATTAGG3'— amorce « reverse » pour 'amplification dugineentgro-gfppour pF243-Cm
PG005 5'6GATCOGCCCCCAAAAAGTAC-3'— amorce « forward » pour I'amplification du @rmentgro-gfppour pF243-Km
PG006 5’'€CGCTCTAGCCCGCTAATTAAG3'— amorce « reverse » pour I'amplification dugireentgro-gfppour pF243-Km
AOOL 5’-GCTTGTTTAAAGAGCGAATAGGCGCGCTCGAACACTAAAAAGCTTGATAC-3'— amorce « forward » pour la création d’un siéerestriction
unigueAsd dans pF242-Cm et pF242-Km
5’-GTATCAAGCTTTTTAGTGTTCGAGGCGCGCTATTCGCTCTTTAAACAAGC-3'— amorce « reverse » pour la création d’un déeestriction
A002 .
uniqueAsd dans pF242-Cm et pF242-Km
BOO1 5’-CTAGTGACAGAATGTAGGATCCAAAACCAAGAGCCATTGC-3'— amorce « forward » pour la création d'un sigerestriction uniguBamH
dans pF243-Cm
B002 5’-GCAATGGCTCTTGGTTTTGGATCCTACATTCTGTCACTAG3'— amorce « reverse » pour la création d’unditeestriction uniguBamH
dans pF243-Cm
MOOL 5'-GGCTAATAGTCTTGCAGACGCGRGCCACTTCAAATTGTCGG3'— amorce « forward » pour la création d'un sigerestriction uniquiiul
dans pF242-Crat pF242-Km
5’-GCGACAATTTGAAGTGGCTACGCGTTGCAAGACTATTAGCC-3'— amorce « reverse » pour la création d’'undéeestriction uniquiiul
M002
dans pF242-Cm et pF242-Km
5’-GATACTTTCTTGGTCAACTAACGCGTGGGAAGACTATCTATATTGGC-3'— amorce « forward » pour la création d’'un siéerestriction unique
MO003
Mlul dans pF243-Cm et pF243-Km
MOO4 5'-GCCAATATAGATAGTCTTCCCACGCGTTAGTTGACCAAGAAAGTATC-3'— amorce « reverse » pour la création d'unddeestriction unique
Mlul dans pF243-Cm et pF243-Km
MCO01 5'-P-CGCGTGGATCCCGGGTACCTGATCAGATCTGCGGCCGCGAGCTCGATCGEECTCGAGGCCTAS — oligonucléotide porteur du MCS pour
pF242-Cm
5’-P-CGCGTAGGCCTCGAGTCGACGATCGAGCTCGCGGCCGCAGATCTGATCAGBCCCGGGATCCA3'— oligonucléotide complémentaire a
MC002
MCO001
C003 5’-P-CGCGTGGATCCAGATCTGATCAGGTACCGCGGCCGCGAGCTCGTCGACGGCCGGGCCCGTTTAAACAS — oligonucléotide porteur du MCS
pour pF242-Km
C004 5'-P-CGCGTGTTTAAACGGGCCCGGCGCCGTCGACGAGCTCGCGGCCGCGGTAGATCAGATCTGGATCCA3'— oligonucléotide complémentaire a
C003
CO005 5'P-CGCGTGGCGCGCCCGGGTACCGATCGCGGCCGCTCGAGCTCAGGCCTGROB-3'— oligonucléotide porteur du MCS pour pF243-Cm
C006 5'P-CGCGTGTCGACAGGCCTGAGCTCGAGCGGCCGCGATCGGTACCCGGGCARmA-3'— oligonucléotide complémentaire a C005
5'-P-CGCGTGGCGCCTGCAGGCGCGCCGGATCCTGCGCAGGTACCGCGGCCGTHAAACGAGCTCGTCGACGTCA3 — oligonucléotide porteur du
C007
MCS pour pF243-Km
C008 5'-P-CGCGTGACGTCGACGAGCTCGTTTAAACGCGGCCGCGGTACCTGCGCAGEBBCGGCGCGCCTGCAGGCGCGA — oligonucléotide

complémentaire a C007

2 Les régions soulignées correspondent aux sitesstiéctions Asd (amorces P001, G002, A001, AOOBamH (amorces P002, G003,
B001, B002)Scd (amorces P003, G004,3pH (amorces P004, GOO1pyul (amorces FOO01, ROO1$tu (amorces FO02, R0O02, FOO03,
R003),Mlul (amorces M001, M002, M003, M004). Le groupe plagp ajouté a I'extrémité 5’ est représentéfar
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ANNEXE VIII
Séquence nucléotidique du pF242 (EU850812)

ATGGCAAGT TTTTACGAATATATTCAGCATGI TATAGATTCTAATAAATTTTTAGAAGAA
AAGAATCTTGATAAAAAAAAATTAAATCTTAAAGATTTATCCGGT GGGGT TAATAAAAAA
TTTGATCCAAGTATGGGACGT GT TATTACAATGAAAAATAACGCAAGAAGTGATTATGAA
AAAGAAGATAGAGT GAAAAAAGT TTTAGAAGAAAATGATTATACTCCTTCATTCTTAAAA
TCATTAGACAAACCATATTATTATTATTTTATATCATTCCAAAATAGT TTAGATGATAGT
GATGATGI TGAAGAATTATACGGT CGCGAAAGAGT TGATTTTCGTAGAGI TAGTATTTAC

GAAAATATGAATCCATCCGGATATTTATATATAGATCAAAGGCAACAATTATTTTCCTGT

ATTCATCAGT TAATGI TTATTCATTTTATTTTATTCGTAAATAGAATAAAGCATGGAGAT

ATCCATATGAAAAATATTAAATGGATTAAATTTCACAAAAATAATAAAGATTTTTATTCT

GTTAAGCCTTTTGATTTTGGGCATGCTGAGGT GAATTGT GGT GGGATTATAGGT TCACGT

TATACTGATATTAATTATTTATTTAAATTGAAATCTCAAAAAAAATCTCTCGTAGGATTT

TTTGAGGGCAGATCAAGATTTAATGACTATATAAGT GGTGAAAATCAAAATAGAATGGAA

AAGCACTTTCCATTACATCATTTGI TAACCAATCACCAAGTACCAAATTTAAGAAAAATT

CATAAAAATATTCCTATTGATTTTTTAAATCGAGAAGGT GATCGATTGGAGAGAAATTTA

AGAGAAATTAAAGACAAAAATATTACTAATGAATATTCATGTAATTTAGT TCTCAAAGAA

TTCGCAGCATCATCTGAAAGAGTAGT TGGTATACTTAGATGAAATTTTATTCTGGATTGC

TTATAGAGGT TTTAAGCCGATTTAAGAGCCATTTTTGATTTTAACGT GAAAAACTATATC

GAAGCTTAAAATCGCCTTAAAATCGCTTTCTATGI TTCCAGAATGCGACAATTTGAAGT GG

CTAGCCGTCTGCAAGACTATTAGCCTTGATGATTTTTAAAATGTCCAAAAATGATAATAC

AATCATAACATAATCATTTTTTTGITTTCTGITTTATTTTGITTTCTTTCTCAGITTCTT

TTTTGTICTTTTCCTATGACTTCCTTTAGICTTTCTTTTTGAGATTTTTTCCTTTTGAGAA

AGITAAACATTTTTCTGTITCTTCTGAGT TGAATGTCTAATTTTTCCACCTTTTTTCTTAA
AGCTCAATATGCATTGACTGCGTCAAAGT AAAATTGAGT TGT TTTCACAGT TAGTAAAAA
TCGCTAATCGCTGGATTTTAACCCCT GCAAAAAT GAAAAAAT GAAGCT TGAGAAGATCGC
CAAAAAAGGECGAAGCCGT TTTGGTCTTTACT TGATACAAAGT ATATTGGAAACAAGT GCA
GATTTTATGATTGAATAGATACAAAAAAAGT CCTATACTTTTAAGCGACCAAACTAAAAA
ATACAGGACTAATTTTAATGAAAAATAATAATTCAATTTTGECACAAAAGCAACACATAA

CCCAATTGAAAAATAATCAAACT CGCATACAACGATTATTTTCTTTCAACACAAAAATAC
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1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

AAAATAACATTTGTGATTGTI GGTCGCTATATTCAGCTAAACAAAAAAAGAAATTACGATA

CAGCAGAAATTAAAAAGGAAGT TGAACAAGCTTATACATGCAAATATCGT TATTGTCCGT

TGTGTAATTATTACCGTATTTGI TCTGTGTCTCCTCAAATGGT TAAAGCACTTGAAGACC

AACAAAACAAAGGAAATAAGATATTGT TTCTAACCTTAACTGT TCCAAATTGCGATTATT

CAGAAACTAGAAAAACTATCTCGAATATGAATAGCGCATATAAGAGAT TGACT GAACAAA

ATTTATTTAAAAATATTGAAGCT TGGATACGAACTACAGAAGTAACATTTAACACAAAAG

GCGAAGCACACCCACATTTTCACATTGCCCTAGCAGT TAATGAAAACTACT TCAAAAAAG

GTAATTACAAGACTACTAGAGAGT GGTCTAAAATATGGT CAAAAGCT TACAAGAGCGATA

AGCAATTAATCGTAGATATCCGAAAAT CATACAAGAGTAAAAAGCACT CAAAGAGAGATT

TAGACATTCATTCAACTGT TAAAGAGT TGGCTAAATACTGCATAAAATCAACCGACTTGC

AGAGAATTAAAACCCCT GAAAATATGGAGATTATATTCAATCAAT TAAAGGGT TTGAGGT

TTATTGCCACTAGT CAAAACATCAAACTATCAGAAGATAAAAAAGATGAGT TAAATTCTA

ATGAATGGGAACTAATTGAGT CAATTATTTTGAAGTACTACCCAGACATGAAACAATATT

TACATCATAGAACGGTATCAAAAAATGAAACAGT TTGATTTGT TTGGCGEGATTTTCTAAA

CCTACAAAATCAAAAACT AAAACT GGT AAT CAAGGGCGACCAAAAAAGATAACGCCT GGA

GITGTTTTTGAAACTAAAAAACT TTTGAGI TCCAAAAAGAAAAT CTCAAATGATGAAATT

ATGCCAAAAACTTAATCTAACAAAATCAATTTTTTATCGAATCAAGAAAGGT TATTATGAT

GACCTTTTTAAAAGATTTTTAGAAACGAACATTCAAAACTTTTCACTTACTCAAGAAGAG

AATTAGATAAGATATATTTTTTTATTTTTTTTGCTCATACCCTTTTTGAAAAAGTAAAAT

TTATCTTTTGTATTGCTTTTGTATCAAGCTTTTTAGIGT TCGACGCTATTCGCTCTTTAA

ACAACGCATCTTGAAGCATCTTTTAGATTTTTCTAAAGGCTCATTATCCATTGAAAAAATT

TCAATGGTAATTCGTAGAAAATAGACACGCTATAAACTCAAATTTTGAGT TTATAGCGT G

CCCTTTTATCCCTGICAATTTGCATAATTTTTGAGCATAGT GACAGGGTGATAAAACTAG

TGATGATTAATTGTACTCAAAGGGGAT TACTAGAATGT TAAAAAGT GATAAGCCGTITTTA

AGGCGATTTAAGAGCCATTTTTGATTTTAACGT GAAAAACTATATCGAAGCTTAAAATCG

CTTAAAATCGCTTTTAAATCATCTAGAATGAGCTGT TTTGATCCTGI TATTGATTTAAAA

GATTATATTTCTTGATATTTTTGATTTTGATATTTTATGCTTCCTCTATTTCCACAGATG

CTTCCTCTTTCTTTAGTTTTTGAGACTTTGGTATTATTTTTTTATCAAGAAATATTTCAA

AATCTTTTACTAGAATTTCTTTTATTTCTTCTACATTTATGTCTTGACCTTCTACTTCTC

CGGATTGAACAAAACCTACAAGT TCATCAAAAATCTCTAAAGT TGATTTTGATATTTTTI

CGTCTAATTTTGGAAGTATTACACCTAATTGGATTTTAAAAGCTAAGT TGTCCATTTTAA
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3541

3601

3661

3721
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3841

3901

TCTATATTGITTTTTTTTGATTTTGATATTTTCTCATAAAAGI TTTGTGATTAAAAAAAT 3600
ATTTACACTTTCCAGAATGCGACAAT TTGAAGT GGCTAGCCGT CTGCAAGACTATTAGCC 3660
TTGATGATTTTTAAAATATTAAAAAATAATAATGCCAGT CATAACAGATTATTGAAGGCAA 3720
TAAAAATAACTGCCCTTTATTAGCCTTTGAAAGAATTTGAACCTTTGATAATGCTAAATT 3780

GCGAATAGCGT TAAGGGEGTGTGCTTTCTTTGAGTGT TATTTTTAGAACTAAAGTGAATTA 3840

GAAAGGAAAGCACAATAAAATCATAGCATAATTATTTTTTTGITTTATACGITTAGGTTT 3900

ATTGITACAATGITTTTTTTGGCAATTTTTTAATAT 3936
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ANNEXE |IX
Séquence nucléotidique du pF243 (EU850813)

GATACAAAAATGTGT TTTTAAATTGAAAAGT GATACAAAAATGTGTTTTTAAATTGAAAA
GITGATACAAAAATGTGTTTTTAAAATTTACAAAATCCTCTGAAAGTATTGATATCACTAC

ATCACAGT TTGAAAACAGAGT TGCTACAATATTAAAGAGAATATTAAAGAGAAAATATCT

TTAGGAAATTTTGCAAATTTCAAAGATTTAACGACTTTTTTGACTTTTTAAAAGATAAGA
TCTACAATATAAGTACTTATTTAAGTACATGGATTTACATAATGCAAACAGT TAATTATT
CAACTTTTAGAAGTGAGT TATCTGATTCAATGGATAGAGTAACAAAAAATCATAGTCCTA
TGATTGI TACTAGAGGCT CAAAGAAAGAAGCAGT TGT TATGATGTCATTAGAAGATTTTA
AACCTTATGAAGAAACAGCTTATCTGATGAGAAGCATGAATAACTATAAGAGATTACAAA
ACTCTATTGATGAAGTAGAATCTGGTTTAGCTATCCAAAAAGAGT TGATTGAAGAATGAT
ACTTTCTTGGTCAACTAATGCT TGGGAAGACTATCTATATTGGCAAAGCATAGATAAGAA
AAAGCTAAAACGGATTAATTTGCTAATCAAAGACATTATGAGAAATCACT TTGAGGGATT
AGGAGAGCCTGAACCTTTAAAACATAACTTCTCTGGT TATTGGT CTAGACGAATAGACAA
AGAACATCGAATAATCTACAAAATTGAAAATCAAAATCTAATCATTATTCAATGTAGATA
TCATTATTAGT TTGATGAAAAAAACAATGGTATCATTACTCCTGTACTAGT GTGGAACAC
AAAGAGCTATCCAAGTAGAGCT TCCAAACAAAACTTGT TTAGCTCTCCACCTACTTTCAT
AATTCATCAAAATACAAATATATAATTTTTCGT TAATTAAATTTCTTAGAAATATGAAAT
TCCAACCTCAGTGAATTTTAGATTTTTAAGAAACAAATGATGATGI TGACTATCATTCTG
TCAATAGTTTGTAACTAGT GACAGAAT GTAGGATAAAACCAAGAGCCAT TGCACACGGCGA
AAATAGATTATAATTTGGTATTGAAATGCTATAGT GATGCCTATAAAATTAACACTAACG
ATACTGATGAAAGGTATAACCTAGAAACTATTTATGTAGICTATCGTAGT TGCTACTCCA
GCCTTGTAGGAGT TCGTTTCAAATTACTGGT TTTACCAGCCCGT TACAAAATACTAGCTT
AGCTAGCTCGTTTCAAATTACCGATGATATCGGACCGT TCCAACT TACCGACCAGI TCGG
CAGGTATGTATTTGCGTGCATTCCTATACAAAAAAACATAAGCCAAAACCT TGAAAAACT
TATAACGGAACT CAACAGAGT TAGATTATAAAACCCT GCTTTGCTAAGCAGAACGCAAGA
ATTGAATGACTTATAGTCATATCCCTTCGACCCTCGTAGATTAGTAGICTTGAGCTATTA
ACTGGT TGAAACACTTAACAAATAAAGAT TAAAAGCGATAAAAAT GAAAGATAATACAGC
TAAAAATAGAGATTTCAGAAAGACTATTTTATCTGCGT TACAACGCAATAAAGATGCCTC

TTTTGCTACGCAAGCAAATAGAAAGT CTATTCTGTI TGCAAGCAACTAAAGACCTTAAAAA
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1681

1741

1801

1861

1921
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2041
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GGTAGGEGT TTAGCAAGGT TACAGCCGAAAACT TCGGTAATAAGCATTGCTATGCACTTAG

AGACCACT GGAAAGACCAGGGAT TAGCCACAGCAACGATAAAAAATCGT TTAGCTTGITT

AAGGT GGCTAGGCGAGAAAAT AGCCAAAGAAT TGCCTGATAATCGAAAATTAGAGATTGA

GAATAGAAAGTATAGCGATAATTCGGTAAATAAGGCT CAAGAAATCGATTTTAAGGCGAT

TTCTGCTTTAACTGATAGGCAAGCCCTAGCAATACAGT TACAACGCGAATTCGGECTTCG

TAGAGAAGAAAGT CTGAAGT TTCAGCCTAGT TATGCAATCAAAGAGCT TAAGATCGACGCT

TAAAAGCT CTTGGACAAAGGGT GGAAGACCAAGAGAAAT CCCAATCTTGAATGAAAAACA

GAGAGAGT TGTTAGAAAAAGT AAAAGAGGT AGCAGGT AAAGGCT CTCTAAT CGAGAGCGA

GAAGACTTATAAGCAAGCATTAGATAGCCT GAAAATAAACACATATAGAGCAGCEGTTAG

GAATATGCACGGT TTTAGGCATGCGTATGCT CAAGACAGATATAGACAAT TAACGGEGEGECG

TGAGT GTCCTAAAAAT GGAGGCCTAACATCTAAACAGCTAACACCAGAGCAAAAGCAGCA

AGATTATGAAGCTAGAATGACTATTAGT GAAGAGT TAGGGCATGGTAGAGAGGATGTAAC

GGTTAATTATTTAGGTAGATAATGT TATCATTGCCCTGTATTAGT GTGGAACACAAAGAG

CTATCCAGATGAGTGACCAAACAACAATCTGTTTAGCTCCCCACCTTTTCATAATTTCCA

TTAGAAAAAAGCTATATTTTCAATTCTTTTTTTTTAGAATCTTAATGCCGATAAAATAAC

CTAAAAACCCTATAGGGATAAAGTAAACTAAAGAAGCCCCTATAAAACTTATAAAGT TAA

TCTCTACATTAAATGCAGAATAAAAGT AAAATATCCAAATAAAATAAAACAGT GTTAATA

ATGGATAAATTAAGAAATTATAAATGGTATCAAAAATTTTAAATTTAAAAGATTGATTAT

TATTTTTTGTAGACATATTTAGCAAATTCCTTTTCTATAAAATACCAGTAACACTCTAGA

CCAAGTGCATATAAACATTTATAAAGCTTTGGGT TATTACTTTTCAATCTTTGECTTGCC
ATAAAAGATAATTTAGCCGAACTAAACCT AAGAAAAAGT CATATTCATACCTATGGATGA
TAGAGATGCTATAAATCCTCTAGCTATAACATTTGTAACTATTCTAGACAGGATAGCCCT
AGTTATTTGATTTACAATATACCCTGTAGATAAAGATCTAATACTATTGT TTACTAATAA
CTTATCAAACTCTTGTTGATTTTCTTTTCTAATAAATTCTATTACAGTTTTAGTAGITTT
GTATAAAGGGT TACTCTCTGTATAAGAGT TAAAAAGAAATTTAGCAGCTTTCTGAGCT TG
CGGTTTATACCTAGI TTCATAAAACACCTCTTTTTGCTCATCATACATTTTACTAAGAAC
AAAACTAGT TCCTCTAACGGGAGT GTAAACTATTTCCAATAATACTGATCTTCCTTCCTC
TTGTAAGGTTTTAATTTCTTCT TTAGACCAGGCACCACTATTGTAAACATTGTTTAAGAG
AAGATCTCCAGGCATAACTAATGCCCACCATCAACGGT TTTTATAACTCCTGAAGTATTG

GITATATTATTCTCAAAAACCATTTTATAAAACTCTAGATGTAGTGTGACTACTCCATCG

199

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

GTTTTATCAGCCT CATCCAAAGATACAGAGGT TAAAACCCCCTCTTCTCCAGTATATGT T

TTTATAACCTTATTTCTATTAGATCCAGCT CCTGCAGCTCGACTAGTTCCAACCACTTTA

AGAACAAAATTAGT TATCTTATCTCTACCATTTAGCACATTAAAAACGGATGATATAACT

GGAGCATAAGCCGGTACAGT CACACTAAAACTAAAAATAGCATTATTAAGTCCCCCTGI T

TGAGAAACT CCAGAAAAAGAATAAT GGCTAACCAATATAGCATTTTCTCCAGCTGAAGCC

GITGTGI TAGATACACTTTTAGCAACCTCTTTTGITCCACATTTTGGGAAAAATTCTTTG

TTATTCTCTGTTTGCATTTCACAGTATATAGCCATCTCAAAACCTCTTTTTAGATTGITT

AAGTAACTGGCATTCAGTAACTTATATCATGI TTAAATTTCATTTTCTTCTCTTTCATTA

ATTTTCATAATTTTATCTCGTTGI TCGATCATATCTCATCAAATCCAAATGTGTGGTTTT

CCGTTTTCTTCTTGITTAGCTTTTTAATCTCTCCTAAAAACAAGECTTTTTTAGACATCA

ACTTTGCATTATCCCAACTCTTCCAAACAGTATCGCAAACATTTTCTATATCTCGCAATA

AATAATGCTCAAAGATATGT TTCACATAGT TTGTATCTAAATCAACTTCATCACTTAAAA

CAATCTCTTTAAGI CTGTCAGAAGCTTCAAAAGGTATGAAATCATCTTTTGI TTTAGIGT

TCAGAATCTTGTCAATTTGI TCGTTTGTGGT TTTAGGTGGT TTTGT TATGAAAAATTGTA

TTTTCCATACTTTACGCCCTGCTTTTATAACATCATAAGT CACAAAAAACTCTGITAAAG

TGTTTATTTCTTCTAGIGATTTATGTAAAAAACTCTCCTTAAAATGAGAGTATCTTATCT

TGTATGTATCAGGCATAGAAAAGCGATTTATTATTTCATCTACCTCAAAAGT TGCTGGCA

CTATAACCTTATGACTCTCTTGTAAACCATATTCACTTTTAAGCAATAGATATAAACGAC

CAGAATATTTGCTTTTAAACCTAAATAAATGCCTCTAATTCTGCCTTGGTGTACCTTTGEC

TCAACTCAATTAAGT GGGGECTTTAAAGCCCAATGAAACTCACATATTAAAGCACTATTTT

TGGGATCTGCTTTAATGTATGAAAACCAGT TTCCTATTTCTGT TTGT TCCATATCTAGCC

ATATAGGT TTTGACATAATTGAATACATTAATTCTTTTAATCTAACTCGATTGTCCTTAA

CACCTGTAGCTTTTTCTAAATCTGT TATGGAAACTCTGTATTTCTTAAAATCCTCATCAG

AACTGT TTATTTGAGAAGCCACGAGAAATATCAAATTCTCCTCTTCTTTGGT TAAATGAT

ATTTACCAGCAACAAGACTATTTGACATAGCAATTTCTTTTTTATCTTTTATCTCTTTCA

TTTAGCACATTTAAATATCTATTGIGT TGATTGACATATTAAAAGGTCTTTTAGATAATA

TCAACACAAATATATAGTTATTGTGTTTTAAT 5072
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Francisella tularensisest I'agent étiologique de la tularémie, zoonas@dmissible a
’'Homme par des animaux infectés. Cette bactérigdment pathogéne est classée parmi les
agents du risque biologique provoqué en raisoradeagsmission par voie respiratoire, de sa
faible dose infectieuse, d'un fort taux de l|étalge de I'absence de vaccin homologué.
Actuellement, peu de données sont connues surysiq@athologie de la tularémie et sur les
mécanismes de virulence #e tularensis La plupart des études a ce sujet ont été menées
chezF. novicida peu pathogene pour 'Homme. Par ailleurs, I'étded-. tularensisa été
ralentie par le manque doutils moléculaires spgeds. Dans ce travail, nous avons
caractérisé cheg. philomiragiadeux nouveaux plasmides naturels et développéta ga
ceux-ci des vecteurs navettes, utilisables poaolaplémentation de mutants et pour le suivi
de l'infection in vitro et in vivo. D’'autre part, nous avons développé une méthode de
mutagenese dirigée de. tularensis qui nous a permis d’obtenir un mutant déficient e
phosphatase acide A. L’AcpA, enzyme inhibitrice dfress oxydant des cellules
phagocytaires, a été reconnue comme un des faaeuxsrulence dd-. novicidaet, par
extrapolation, dé-. tularensis Pour tester cette hypothése, nous avons dévelappéodele
d’infection par voie respiratoire chez la souri@ud avons ainsi confirmé la faible DL50 de
F. tularensiset montré que I'’AcpA n’est pas impliqguée dansisalence. L’extrapolation des
conclusions dé&. novicidaaF. tularensisn’est donc pas justifiée, il s’avere indispensalse
disposer de modéles d’études basés-stularensis

Francisella tularensiss the causative agent of tularemia, zoonoticadisdransmitted to
humans by contact with infected animals. This higtéthogenic bacterium is listed among
potential biowarfare agents because of its trar@onsby the respiratory route, its low
infectious dose, a high rate of lethality and theklof licensed vaccine. Today, few data are
available about the pathophysiology of tularemia about the virulence mechanisms of
F. tularensis Most of the studies have been conducted Wwithovicidg a weak pathogen in
humans. Moreoverti-. tularensisstudy has been hampered by the lack of specifietgen
tools. In this work, we characterised fa philomiragiatwo new cryptic plasmids and we
developed from them several shuttle vectors udefumutant complementation and for
vitro andin vivo infection studies. Then, we developed a directedagenesis method of
F. tularensis allowing us to obtain an acid phosphatase A-defeatiutant. The respiratory
burst-inhibiting AcpA was recognized as a virulerfegtor in F. novicida data further
extended td-. tularensis To check this hypothesis, we developed a moustehuad infection
by the respiratory route. We thus confirmed the FavularensisLD50 and we showed that
AcpA is not involved inF. tularensis virulence. Extension of conclusions obtained in
F. novicidato F. tularensisis not valuableF-. tularensisbased models appears mandatory.



