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Introduction

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxine (STEC) ont été découverts il y a une
vingtaine d’années. Les STEC isolés lors d’infections chez I’Homme sont appelés
Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC). Ils sont le quatriéme agent responsable de
toxi-infections alimentaires dans le monde, et la France a connu, au quatriéme trimestre 2005,
2 ¢pidémies conduisant a I’hospitalisation d’une centaine de patients majoritairement
composée d’enfants. Les EHEC provoquent des pathologies intestinales qui peuvent aller de
la simple diarrhée a des complications graves comme le syndrome hémolytique et urémique
(SHU) ou le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) dont le pronostic peut étre
fatal. Le pathovar STEC comprend des bactéries appartenant & de nombreux sérotypes
différents, mais le prototype des EHEC appartient au sérotype O157:H7. La contamination
par ces bactéries résulte principalement de I’ingestion de produits alimentaires contaminés,
tels que la viande ou les fromages au lait cru. En effet, ces produits sont susceptibles d’étre
souillés par les fécés de bovins dont le tube digestif apparait comme le principal réservoir
naturel de ces bactéries. Le principal facteur de virulence des EHEC est une toxine apparentée
a la toxine Shiga de Shigella dysenteriae, appelée Shiga-like toxine ou Shiga toxine (Stx), qui
provoque la mort des cellules endothéliales et est a I’origine des complications les plus graves
de I’infection. Les STEC produisent 2 types de Shiga toxines, Stx1 et Stx2. C’est Stx2 qui
apparait le plus souvent associée aux cas de SHU. Les Shiga toxines sont codées par des
genes (stx) portés par des phages de type Lambda. Ainsi, I'induction du systéme SOS de
réparation de I’ADN bactérien provoque une libération importante de Stx2 par les EHEC. Il a
été montré que les EHEC produisent in vitro de grandes quantités de Shiga toxines, et
certaines ¢études suggerent que la quantité de Stx2 produite dans I’intestin est corrélée a la
gravité des pathologies engendrées lors de I’infection. Cependant, toutes les souches STEC ne
produisent pas la méme quantité de Stx2. De plus, les facteurs biotiques ou abiotiques qui

influencent la production de Stx2 dans le tube digestif de I’ Homme sont largement méconnus.

Une premiere partie de mon travail a donc consisté en 1’étude de la production de toxine
Stx2 in vitro par des souches STEC provenant de diverses origines (bovine ou clinique),
appartenant a divers séropathotypes, et codant pour différents variants Stx2. Le but de 1’étude
¢tait de déterminer si la production de Stx2 pouvait étre corrélée a la pathogénicité de la
souche. Cette premicre partic a ainsi permis le développement de techniques d’analyses

couramment utilisées au laboratoire depuis lors.

Peu de données sont disponibles concernant les facteurs pouvant influencer la production de

Stx2 par les EHEC in vivo. Certaines ¢tudes suggerent que des molécules produites soit par
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les cellules intestinales eucaryotes, soit par le microbiote résident, exercent une influence sur
la production de Stx2. La seconde partie de mon travail a donc été d’étudier in vitro
I’influence sur la synthése de Stx2 de molécules présentes dans le contenu intestinal et déja
décrites comme activant le systéme SOS, ou comme régulant I’expression d’autres facteurs de

virulence des EHEC.

L’objectif de la derni¢re partie de ma thése était d’analyser la syntheése de Stx2 dans un
milieu le plus représentatif possible du contenu intestinal humain, et ainsi de caractériser les
facteurs environnementaux susceptibles de réguler in vivo la syntheése de Stx2. Pour cela, j’ai
mis en place une méthodologie originale permettant de cultiver les EHEC dans un milieu
proche du milieu intestinal humain, contenant a la fois les métabolites provenant de

I’alimentation ou produits par I’hote, et les métabolites produits par le microbiote résident.
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Revue de littérature

Les Escherichia coli producteurs de Shiga toxine (STEC) ont été décrits pour la premiére
fois en 1977 par Konowalchuk sur la base d’une activité toxique pour les cellules Vero de
surnageants de cultures de certaines souches d’Escherichia coli isolées d’enfants atteints de
diarrhées (Konowalchuk et al., 1977). Dans les années 1980, les STEC ont ¢té associés a
I’apparition de cas de colites hémorragiques et de syndrome hémolytique et urémique
(Karmali et al., 1983a;Karmali et al., 1983b). A partir de ces constatations, un nouveau
pathovar de E. coli a ét¢ défini : les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) (Levine,

1987).

Les STEC/EHEC sont caractérisés par la combinaison O:H de leurs antigénes
lipopolysaccharidiques de paroi (O) et flagellaires (H) (Kauffmann, 1947). Les STEC isolés a

partir d’échantillons humains sont répartis dans plus d’une centaine de serotypes (Johnson et

al., 2006).

Taux de patients

infectés par des STEC

non-O157 parmi les

Nb de cas d'infections
par les STEC non-
0157/nb de cas

infections par les STEC yinfection par les STEC

Pays Sérogroupes non-0157 communément identifiés %
United States 028, 045, 0103, 0104, O111, 0119, 0121, 0145, OR 44 62141
Canada 02, 028, 091, 0103, 0111, 0113, 0146 20 69341
United Kingdom 026, 065, 01456 28 1563
Garmany 026, 066, 078, 091, 0103, 0111, 0113, 0118, a4 3271748
0128, 0145, 0146, ONT, OR
Spain 026, 098, 0118, 0145, 0160 78 87N
Italy 026, 066, 0103, 0111, 0145 34 92/264
Czech Republic 01, 06, 028, 085, 0111 57 16/28
Balgium 028, 091, 0111, 0113, 0118, OR, ONT 63 41/65
France 091, 0103, 0113, 0X3 a3 39118
Denmark 026, 0103, 0111, 0117, 0121, 0128, 0145, 0146, 76 493/655
0174, OR
Finland OR, 015, 026, 0103, 0145, 0174 B3 &7N07
Sweden 08, 0117, 0121, OR, ON 33 20/80
Australia 086, 026, 048, 098, 0111 €9 31445
New Zealand 022, 026, ONT, OR 100 16116
Chile 028, 0111 63 &8
Argantina 08, 028, 0103, 0113, 0121, 0145, 0174, ONT 40 38/96
Japan 026, 0111, 0128, 01456, 0165 12 10/52

Tableau 1 : Identification des sérogroupes de E. coli producteurs de Shiga-toxine (STEC) non-
0157 impliqués dans des infections humaines dans 17 pays industrialisés sur la période 1982-
2003. (Johnson et al., 2006)

Le sérotype le plus fréquemment isolé de cas cliniques est le sérotype O157 : H7. Il est en

particulier a ’origine de la grande majorité des épidémies survenues aux Etats-Unis et au

Royaume Uni. Cependant, des souches provenant d’autres sérogroupes tels que 026, 091,

0103, 0111, 0113, O145 ont été isolées de cas cliniques (Johnson ef al., 2006) (tableaul).
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1 - CLINIQUE ET EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS A
EHEC

1-1. Aspects clinigues

1-1.1. Symptomatologie
Les infections 8 EHEC dont la dose infectieuse est estimée a moins de 50 bactéries (Tilden
et al., 1996) sont caractérisées par différents symptomes dont 1’apparition se fait
séquentiellement dans les 15 jours suivant I’ingestion de 1’aliment contaminé. Les premiers
symptomes apparaissent sous forme de diarrhée aqueuse modérée entre 1 et 9 jours apres
ingestion (Brunton J, 1994). Dans 90% des cas, la diarrhée devient sanglante et s’accompagne
de sévéres douleurs abdominales spasmodiques et d’une déshydratation modérée. Cette colite
hémorragique dure 2 a 10 jours généralement sans apparition de fievre. Elle peut en revanche
étre accompagnée de vomissements. Des complications pouvant mettre en cause le pronostic
vital apparaissent dans 10% des cas une semaine environ apres le début des troubles. Ces
complications, dues a la production de Shiga-toxines (Stx) diffusibles a partir des sites de
colonisation, se traduisent par des microangiopathies thrombotiques de 2 types : le syndrome
hémolytique et urémique (SHU) et le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)

(Figure 1) (Gillis, 1996;Nivet et al., 1995).

Symptomatologie des infections & EHEC

Ingestion
3-4 jours

Diarrhée aqueuse modérée

90% —— Résolution

Colite hémorragique

7 jours, 10% =————>  Résolution

Microangiopathies thrombotiques

—
SHU T e
Syndrome hémolytique et urémique Purpura thrombotique thrombopénique
sthrombopénie fiévre
canémie hémolytique *signes neurologiques
~insuffisance rénale aigué *Mortalité: 10%

*Mortalité: 5%

Figure 1 : Evolutions cliniques apres ingestion des EHEC
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Le SHU se caractérise par une anémie microangiopathique hémolytique, une thrombopénie
et une insuffisance rénale aigué. De plus certains troubles du systéme nerveux central tels que
léthargie, convulsions et encéphalopathie ont été observés (Tesh et al., 1993). Ce syndrome

touche principalement les enfants de moins de 5 ans.

Le PTT présente les mémes caractéristiques physiopathologiques que le SHU mais il differe
du SHU par le fait que les patients présentent une fievre importante et des symptomes

neurologiques plus marqués. Cette forme touche plus particulierement les personnes agées.

1-1.2. Traitements
Les traitements mis en place dans le cas d’une infection aux EHEC sont essentiellement
symptomatiques (diurése, hémodialyse, transfert de plasma frais) (Andreoli et al., 2002). Ils
permettent de diminuer la mortalité de 40 a 4% dans les cas de SHU et de 90 a 10 % dans les
cas de PTT (Gillis, 1996). Cependant les séquelles sont fréquentes et durables, notamment au

niveau rénal. Le taux de guérison sans séquelles est d’environ 70%.

L’antibiothérapie est trés discutée. Plusieurs études montrent qu’elle n’est pas efficace
(Bell et al., 1997) et méme peut s’avérer un facteur de risque plus important pour le
développement d’un SHU (Wong et al., 2000;Farquhar, 2000). A I’heure actuelle, plusieurs
nouvelles thérapies sont a I’étude. L’administration d’anticorps monoclonaux anti toxine Stx
semble diminuer la probabilité d’apparition de symptdmes neurologiques chez le porcelet
gnotobiotique. L’administration de I’agent SYNSORB Pk composé¢ de sucres mimant le
récepteur de la toxine permet de séquestrer la toxine dans la lumiére intestinale et donc
d’empécher 1’absorption systémique (Trachtman and Christen, 1999). L’administration de F.
coli non pathogénes produisant des analogues structuraux du récepteur de la toxine abolit

completement 1’effet d’une dose 1étale de O157 :H7 chez la souris (Paton ef al., 2000).

1-2. Epidémies et cas sporadiques d’infection

De nombreuses ¢tudes épidémiologiques ont été réalisées afin de déterminer la prévalence
des infections a8 EHEC. Des épidémies et des cas sporadiques d’infection a EHEC ont été
recensés dans de nombreuses parties du monde mais les Etats-Unis sont les premiers

concernés par ce type d’infection.

1-2.1. Les épidémies
Les Etats-Unis sont les plus touchés par les épidémies d’infection par les EHEC. En effet,

depuis 1982, plus d’une centaine d’épidémies impliquant les O157 ont été répertoriées aux
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Etats-Unis (Armstrong et al., 1996;Griffin, 1995;Rangel et al., 2005). En particulier, entre
1998 et 2002, 140 épidémies dues a E. coli ont été comptabilisées sur I’ensemble du territoire
américain et la majorité de ces épidémies étaient dues aux E. coli du sérotype O157 :H7

(http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/ss5510al.htm). Elles se  développent

généralement au sein des communautés : les créches, les écoles, les centres de loisir, les
prisons, etc... (Karmali, 1989), ou dans les restaurants

(http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/ss5510al.htm). L’une des plus importantes a

touché 732 personnes dans 1’état de Washington en 1993, dont 55 ont développé un SHU et 4
sont décédées (Bell er al, 1994). L’age moyen des malades était de 7 ans. L’aliment
incriming était de la viande de beeuf hachée. Une épidémie massive a touché 781 personnes en
1999 avec 14 cas de SHU et 2 déces. Elle fut attribuée a la consommation d’eau contaminée.
Plus récemment, en 2006, eurent lieu 2 épidémies ; la premiére due a la consommation
d’épinards frais contaminés toucha 204 personnes dans 25 états différents. 32 personnes
développerent un SHU et il y eut 3 morts (Maki, 2006). La seconde toucha 71 personnes dans
5 états différents. Cette épidémie a été liée a la consommation d’aliments contaminés dans les

restaurants de la chaine Taco Bell.

D’autres pays industrialisés ont aussi été¢ gravement touchés par les infections a EHEC.
Parmi eux on peut citer le Japon qui a connu la plus grande épidémie jamais répertoriée en
1996. Pres de 1000 personnes ont été touchées, 101 ont développé un SHU et 8 sont décédées
(Michino et al., 1999). Cette épidémie est survenue dans les cantines scolaires a la suite de la
consommation de pousses de radis crus contaminées et a ensuite touché les membres

d’encadrement et les membres des familles d’enfants atteints.

L’Europe connait quant a elle régulicrement des cas d’infection par les EHEC. La plus
grande épidémie survenue en Europe date de novembre 1996 en Ecosse. Elle a touché 501
personnes dont 20 sont décédées. La cause de I’infection fut la consommation de viande
froide contaminée par E. coli O157:H7 (Ahmed, 1998). Pour la période 2000-2004, il a été
recensé en Europe pres de 2600 cas d’infection aux STEC dans les 17 pays du réseau Enter-
net. Plus de la moitié des infections était due a E coli de sérotype O157:H7. 99% des cas
recensés en Europe non continentale étaient en effet dus aux O157:H7 mais seulement 30%
des cas étaient dus aux E. coli appartenant a ce sérotype en Europe continentale (figure 2)

(http://www.hpa.org.uk/hpa/inter/enter-net_menu.htm).
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Figure 2 : Proportion d’isolats non-O157 vs O157 lors d’infections par les STEC dans les pays
du réseau Enter-net pour la période 2000-2004.

La France n’a jusqu’a présent connu que deux épidémies de grande ampleur. Elles ont
respectivement touché 69 et 17 personnes et ont provoqué chacune 17 cas de SHU, tous chez
des enfants a 1’exception de 1 cas. La premiere €tait due a la consommation de steak hachés
de beeuf surgelés contaminés par des E. coli O157:H7 et la seconde était due a la
consommation de camemberts au lait cru contaminés par des E. coli non O157:H7

(http://www.invs.sante.fr/surveillance/shu/shu_2005.pdf).

Enfin, 1’Australie connait en moyenne 49 ¢pidémies chaque année. Ces ¢épidémies
n’exceédent que treés rarement la dizaine de patients et elles ne sont en général pas dues aux
EHEC de sérotype O157:H7 mais aux EHEC appartenant a des sérogroupes plus rares tels
que O113 ou O111 (http://www.foodsafetycentre.com.au).

Des épidémies sont de plus en plus fréquemment décrites dans les pays d’Amérique du sud

dans lesquels la détection se fait de plus en plus efficace.

1-2.2. Les cas sporadiques
Alors que les grandes épidémies sont souvent bien documentées, la fréquence des cas
sporadiques d’infection est probablement sous-estimée. En effet, les STEC ne sont pas

recherchés systématiquement chez les patients atteints de diarrhées et a I’heure actuelle il
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n’existe pas de test rapide permettant la détection de souches de sérotype non O157:H7 du fait
de leur grande diversit¢ biochimique. Les formes sporadiques d’infection représenteraient

pourtant la majorité des cas.

En France, aucune donnée sur 1’incidence des infections a STEC n’est disponible et par
conséquent le seul outil disponible est la surveillance du SHU typique chez 1’enfant. En 2006,
le réseau de surveillance des cas de SHU a recensé 104 cas chez les enfants de moins de 15
ans. Une tendance saisonnicre a été observée depuis 1996 avec 51% de cas survenant entre

Juin et Septembre (http://www.invs.sante.fr/surveillance/shu/shu_2006.pdf) (figure 3).
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Figure 3 : Distribution par mois du nombre de cas de SHU en France chez I’enfant de moins de
15 ans durant la période 1996-2006.

Pour chaque année, le nombre de cas pour chaque mois est représenté par une barre.

Le taux d’incidence moyen est inférieur a 1 cas pour 10> enfants de moins de 15 ans et la
tranche d’age la plus touchée est celle comprise entre 1 et 3 ans (figure 4). Cette tranche d’age
présente  depuis 1996 une incidence de 2,3 cas pour 100000 enfants

(http://www.invs.sante.fr/surveillance/shu/shu 2006.pdf).
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Figure 4 : Distribution par dge du nombre de cas de SHU en France chez I’enfant de moins de 15
ans durant la période 1996-2005

1-3. Réservoirs et vecteurs

La diversité des aliments incriminés est importante mais il semblerait que la principale
origine soit la contamination par le contenu digestif des bovins. Le rumen et le célon des
bovins semblent en effet constituer le réservoir le plus important des STEC. Cependant ces
bactéries ont été retrouvées chez d’autres ruminants tels que les ovins, ainsi que chez les

porcins et d’autres animaux sauvages ou domestiques.

Les taux de prévalence sont trés élevés et les STEC paraissent ubiquistes dans la
population bovine : selon les études et le mode de détection, le pourcentage d’animaux
porteurs de STEC varie de 0 a 70% (Pradel et al., 2000;Blanco et al, 1996;Clarke,
1994;Montenegro et al., 1990;Wells et al., 1991;Wilson et al., 1996). Cette prévalence varie
en fonction du mode d’¢levage des bovins. En effet, la prévalence des STEC est comprise
entre 0,3 et 56% chez les animaux issus d’élevages intensifs, et entre 1 et 45% chez les
animaux issus d’¢levages extensifs (Hussein, 2007). Cette prévalence est plus faible pour les
souches appartenant au sérotype O157:H7 (Hussein and Bollinger, 2005). Plusieurs études
ont montré que la prévalence suivait un rythme saisonnier, les mois les plus chauds
correspondant a une augmentation du nombre d’animaux porteurs (Jenkins et al.,

2002;Barkocy-Gallagher et al., 2003;Pradel et al., 2000;Hancock et al., 1994).

Les STEC sont excrétés par les bovins et leur concentration dans les féceés varie d’un

animal a Pautre. Une étude réalisée aux Etats-Unis montre que la quantité de bactéries
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excrétées varie de 10% a 10° cfu /g de fécés (Zhao et al., 1995) et plusieurs études laissent
supposer que le changement de régime alimentaire serait responsable de I’excrétion
intermittente des bactéries (Brown et al., 1997;Hancock et al., 1997;Harmon et al., 1999).
Cette excrétion importante des STEC est considérée comme un facteur de risque élevé pour
I’exposition et I’infection des humains a ces agents pathogénes (Omisakin et al., 2003;0gden

et al.,2004).

1-4. Sources d’'infection

Les STEC entrent le plus souvent dans la chaine alimentaire par contact des carcasses avec
les produits bovins contaminés. Si I’abattage des animaux est correctement réalisé, il est peu
probable que les carcasses se trouvent au contact du contenu intestinal des animaux porteurs
lors de la découpe. En revanche, il est assez difficile d’éliminer sirement 1’autre source
importante de contamination : la peau. En effet, il a été montré que les cuirs des bovins étaient
fréquemment porteurs de souches STEC (Elder et al, 2000;Cobbold and Desmarchelier,
2002). Lors de la découpe des carcasses, les bactéries peuvent étre ainsi transmises de la peau
a la viande par les ouvriers, soit par les mains ayant touché la peau soit par les outils tels que
les couteaux (BELL, 1997;McEvoy et al., 2000). Les aliments les plus fréquemment
impliqués sont la viande de beeuf (essentiellement les steaks hachés insuffisamment cuits)
mais aussi les saucisses, le lait et les produits dérivés (fromages yaourts) (Keene et al.,

1997;Vernozy-Rozand, 1997;Hussein and Bollinger, 2005) (tableau 2).

Epidémies Ampleur de I'épidémie Cas
Voie de transmission
N Total %  Alimentaire % Mediane (étendue) N Total % Alimentaire %

Viande bovine 75 21 41 8 (2-732) 1,760 20 33
Vecteur alimentaire inconnu 42 21 23 8 (2-86) 646 8 12
Produit 38 11 21 20 (2-736) 1,794 21 34
Autre produit bovin 11 3 6 17 (2-323) 563 7 11
Autre vecteur alimentaire 10 3 5 15 (2-47) 206
Produit laitier 7 2 4 8 (2-202) 300 3

Sous total, alimentaires 183 52 11 (2-736) 5,269 61
Voie inconnue 74 21 4 (2-140) 812 9
Personne a personne 50 14 7 (2-63) 651
Eau récréative 21 6 8 (2-45) 280
Contact animal 11 3 5 (2-111) 319 4
Eau de boisson 10 3 26 (2-781) 1,265 15
Laboratoire 1 <1 2 2 <1

Sous total, autres voies 167 48 5 (2-781) 3,329 39

Total 350 8,598

Tableau 2 : Nombres d’épidémies et de cas sporadiques d’infection par les O157:H7 en fonction
du mode de transmission. Période 1982-2002. (Rangel et al., 2005)

26



Revue de littérature

Les fruits et les salades ayant été en contact avec du fumier ont également été mis en cause
(Ackers et al., 1998). Deux épidémies survenues en 1991 et 1996 aux Etats-Unis et au Canada
ont été attribuées a la consommation de jus de pomme (Besser ef al., 1993;Cody et al., 1999).
En Suede en 2005 des salades ont ét¢ mises en cause lors d’infections dues a O157:H7
(Soderstrom et al., 2005). Entre 1982 et 2002 les fruits et légumes ont été a 1’origine de 34%
des toxi infections alimentaires dues aux STEC aux Etats-Unis (Rangel et al., 2005). En 2006,

aux Etats-Unis des lots d’épinards frais ont été a I’origine d’une épidémie.

Des cas de contamination via I’eau de boisson ou de baignade ont été rapportés (Brewster et
al., 1994;Schoonmaker et al., 2000;Mannix et al., 2005). Les contaminations par 1’eau
représentaient en 2002 9% des épidémies survenues aux Etats-Unis entre 1982 et 2002
(Rangel et al., 2005) (tableau 2). D’autre part, des études menées par Muniesa et al. ont mis
en évidence des particules virales libres codant les toxines Stx dans les eaux de riviéres et en
station d’épuration. Ces particules constituent donc un réservoir naturel de genes stx capables

d’étre acquis par E. coli par transduction (Muniesa and Jofre, 1998;Muniesa ef al., 1999).

La contamination inter-humaine est également possible et intervient en particulier dans les
creches et les écoles ainsi que parmi le personnel soignant des hdpitaux lors d’épidémies.
Entre 1982 et 2002, ce type de contamination qui intervient préférentiellement pendant les
mois d’été a été a ’origine de 14% des épidémies dues a O157:H7 et de 8% des cas (Rangel
et al., 2005).
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1-5. Phylogénie des STEC, classification en
séropathotypes

1-5.1. Phylogénie de E. coli

En 1984 Ochman et Selander ont constitu¢ une collection de 72 souches E.coli d’origine
diverse (ECOR). La variabilité génétique au sein de la collection a été analysée et les souches
ont été classées en 6 groupes phylogénétiques majeurs A, Bl, B2, C, D et E (Ochman and
Selander, 1984). Une étude réalisée sur les souches de la collection ECOR et de la collection
DEC (comprenant 15 souches responsables de diarrhées) a révélé une dispersion des E. coli
pathogenes parmi les groupes de la collection ECOR (Boyd and Hartl, 1998). Lors de cette
¢tude, la comparaison des souches portait sur I’analyse des régions spécifiques des ilots de
pathogénicité mis en évidence chez les E. coli uropathogenes. Il s’est avéré que ces souches
ainsi que les autres EXPEC (extra-intestinales) appartiennent majoritairement aux groupes B2
et D. Les auteurs avaient alors suggéré que les ilots de pathogénicité avaient été acquis par les
groupes B2 et D puis par transfert horizontal par certaines souches des groupes A, Bl et E.
Cependant les souches entéropathogeénes sont massivement présentes dans les groupes A et
B1 en particulier les souches des pathovars EHEC, ETEC (entérotoxigéniques) et EIEC
(entéroinvasives). Les pathovars EPEC, EAEC (entéroaggragatives) dont les pathologies
associées sont plus modérées sont réparties sur 1’ensemble des groupes (Escobar-Paramo et
al., 2004). Les souches STEC/EHEC sont présentes dans les groupes phylogénétiques A et B1
mais les souches de sérotype O157:H7 sont regroupées dans le groupe E (Girardeau et al.,

2005;Escobar-Paramo et al., 2004).

1-5.2. Origine et phylogénie des EHEC
Différentes hypotheses ont été développées concernant I’origine des EHEC sachant que les
relations clonales entre les EPEC et les EHEC sont assez complexes, et que certaines souches

appartiennent a des sérotypes communs aux deux pathovars.

Certaines ¢études suggéraient que les EPEC dérivaient des STEC ayant perdu les génes stx
codant les Shiga toxines. Cependant il est plutét admis aujourd’hui que c’est I’acquisition des
genes stx par deux clones d’EPEC qui a conduit a I’émergence des 2 lignées majeures de
EHEC : EHEC-1 constituée de souches O157 et EHEC-2 constituée de souches 026 et O111
(Sperandio et al., 1998;Wieler et al., 1997). En effet, I’analyse des sites d’insertion du Locus
d’Effacement des Entérocytes (LEE, voir plus loin paragraphe 2-2.1) et des variants eae

(codant pour une adhésine, I’intimine) chez les EHEC et les EPEC montre que le LEE aurait
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été acquis au niveau de selC chez le clone EPEC a ’origine du groupe EHEC-1 (y-intimine),
et au niveau de pheU chez le clone a I’origine de EHEC-2 (B-intimine) (Agin and Wollf,
1997).

L’analyse des plasmides des STEC suggere un autre scénario évolutif : I’analyse du géne
ehxA, codant une entérohémolysine, des 79 souches EHEC représentant 37 sérotypes a mis en
¢vidence deux groupes de souches différents de EHEC-1 et EHEC-2 (Boerlin et al., 1998).
Ces résultats sont corroborés par la présence du LEE dans I’'un des 2 groupes seulement. De
plus, la technique AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism) a confirmé que les
souches eae-positives appartenaient toutes a la méme lignée évolutive. Ces résultats suggérent
que c’est d’abord le plasmide qui a été acquis, puis aurait évolué de facon indépendante dans
deux lignées. Le locus LEE aurait été acquis a plusieurs occasions chez les souches de 1’une
des lignées. Cependant certains points de ce scénario évolutif restent obscurs, notamment la

raison du transfert du LEE uniquement au sein d’une des lignées.

Karch et al. ont quant a eux proposé I’existence de 4 lignées évolutives indépendantes chez
les EHEC, caractérisées par le sérotype et les facteurs de virulence : ’une regroupe les
souches de sérotype O157:H7, O157:H- et O55:H7 ; une autre les souches O113:H21 et
091:H21 ; une troisiéme, les souches O103:H2 et O45:H2 ; et enfin les souches O26:H11 et
O111:H8 (Karch H., 1999). Ces regroupements ont été aussi €tablis par Wittham et al. et ont
¢t¢ nommés respectivement EHEC 1, STEC 1, STEC 2 et EHEC 2

(http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/clonal) (Figure 5).
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Figure 5 : Diversité clonale des STEC isolés de patients.

Arbre phylogénétique (méthode du plus proche voisin) basé sur les données obtenues par la technique MLEE
(sur 20 loci enzymatiques). Les boites colorées représentent les 4 groupes de STEC dans lesquels sont présents
les clones les plus répandus. ET: type électrophorétique. (Whittam, 1998).
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Un modéle concernant 1’émergence du clone O157:H7 a été proposé en 1998 (Figure 6)

Souches EFEC
GUD +SOR +

l

@H 055:H7

GUD+ SOR+

Phage six2

E.coli O535:H7
GUD+ SOR+
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— "
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Figure 6 : Modele de I’émergence de E. coli O157.

Modéle basé sur I’analyse MLEE (multi locus enzyme electrophoresis), les mutations des génes uidA, rfb,
la présence des genes Stxlet stx2, les phénotypes de fermentation du sorbitol (SOR) et la production de -
glucuronidase (GUD). (Feng et al., 1998)

Les souches génétiquement les plus proches des EHEC O157:H7 seraient des EPEC de
sérotype O55:H7. Ces deux lignées auraient émergé a partir d’un ancétre commun possédant
le LEE, il y a au moins trente mille ans (Karch H., 1999;Whittam, 1995). Selon ce mod¢le, la
premicre €étape a 1’origine de la séparation des deux lignées aurait ét¢ 1’acquisition du gene
stx2 vraisemblablement par un mécanisme de transduction par les phages, résultant en
I’émergence d’un clone OS55:H7 stx2-positif. Le clone O157:H7 aurait alors acquis le
plasmide pO157, puis aurait perdu la capacité a fermenter le sorbitol puis acquis le géne stx/

et enfin perdu la capacité a produire une B-glucuronidase (Feng et al., 1998;Reid et al., 2000).

1-5.3. Classification des STEC en séropathotypes
En 2003, Karmali ef al. ont proposé une classification des STEC en séropathotypes basée
sur la sévérité des pathologies engendrées et par la fréquence d’apparition d’une pathologie
provoquée par les STEC d’un sérotype donné. Cinq séropathotypes ont ainsi été définis : A,

B, C, D et E. Le séropathotype A est composé des souches de sérotype O157:H7 et O157:NM
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qui ont une incidence élevée, qui sont fréquemment a I’origine d’épidémies et qui provoquent
les pathologies les plus graves. Vient ensuite le séropathotype B qui regroupe les sérotypes
026:H11, O103:H2, O111:NM, OI121:HI9 et O145:NM ayant une incidence modérée,
rarement a 1’origine d’épidémies, mais provoquant des pathologies graves. La classification
va ainsi en incidence et sévérité décroissante (tableau 3), le séropathotype E regroupant donc
les sérotypes jamais isolés de cas cliniques (Karmali ef al., 2003). Depuis, la distribution des
différents facteurs de virulence des EHEC au sein de ces séropathotypes a été étudiée, ce qui a
permis I’identification de marqueurs génétiques pour identifier les souches présentant un
danger sanitaire (Karmali et al., 2003;Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). En particulier,
Girardeau et al. ont montré que certains variants stx2 étaient préférentiellement associé€s a un

séropathotype particulier (Girardeau et al., 2005).

Tncidence Fréquence Association avec
Séropathotype lati d’implication dans  des pathologies Sérotypes
relative des épidémies séveres
A Haute commune Oui 0157:H7, O157:NM
026:H11, 0103:H2,
B Modérée peu commune Oui O111:NM, O121:H21,
0145:NM
. 0104:H21, 091:H21
C B 0] ’ ’
asse rare " 0113:H21, autres
D Basse rare Non Multiples
unlqufement non NA NA Multiples
humaine

Tableau 3 : Classification des STEC en séropathotypes en fonction de la fréquence d’isolement
lors d’épidémies et de la sévérité de la pathologie engendrée. (Karmali et al., 2003)

2 - PHYSIOPATHOLOGIE

2-1. Résistance a l’acidité gastrique

Apres ingestion par le consommateur, les EHEC transitent par I’estomac ou ils doivent faire
face au premier systtme de défense de I’hdte, a savoir ’acidité gastrique. Les EHEC
possedent plusieurs mécanismes pour répondre a cette agression, ce qui explique la faible
dose infectieuse nécessaire pour provoquer la pathologie. Les 3 systémes de résistance a
I’acidité mis en évidence sont un systeme oxydatif (AR1), un systéme arginine dépendant
(AR2) et un systéme glutamate dépendant (AR3) (Choi et al., 2000;Lin et al., 1996;Price et
al., 2000). De plus, il existe un ilot d’adaptation a ’acidité, appelé « Acid Fitness Island »
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(AFI), qui porte des génes impliqués dans la résistance au stress acide dii a des acides
organiques faibles, et a une résistance induite a forte densité cellulaire (Masuda and Church,
2003;Mates et al., 2007). La plupart de ces mécanismes sont inductibles par un stress acide
modéré. Ainsi, des conditions préadaptatives dans des milieux a pH faiblement acide
permettent une meilleure survie des souches O157:H7 dans des conditions ensuite plus acides
(Leyer et al., 1995;Small et al., 1994). Ces mécanismes permettent la survie des bactéries a
différentes conditions environnementales de stress acide, telles que les conditions de
I’estomac (pH 1 a 3 en présence d’acides minéraux) et de I’intestin (pH 4,5 a 7 en présence
d’acides organiques faibles). La résistance aux conditions acides mais également a la chaleur
et a la salinité dépendent entre autres du régulateur général de réponse au stress 6° codé par le
gene rpoS (Cheville et al., 1996;Price et al., 2000). Dans ce sens le régime alimentaire des
bovins peut avoir un impact sur la résistance des EHEC a 1’acidité. En effet, les aliments
riches en amidon favorisant le maintien d’un pH légérement acide et la production d’acides
gras a chaines courtes dans le compartiment ruminal pourraient ainsi permettre aux bactéries
d’induire les mécanismes de résistance a ’acidité et par conséquent de survivre dans la
caillette, et ainsi permettre a un plus grand nombre de bactéries d’atteindre les sites de
colonisation de I’intestin (Boukhors et al., 2002). Une fois induite, la résistance a ’acidité
persiste plusieurs jours (Berry and Cutter, 2000). Les bactéries excrétées seraient ainsi plus
aptes a survivre dans les aliments fermentés et a traverser le compartiment stomacal de
I’homme. L’étude comparative des E. coli O157:H7 et des E. coli K12 a montré que les
O157:H7 étaient plus résistantes a 1’acidité (Arnold and Kaspar, 1995;Buchanan and Edelson,
1999;Riordan et al., 2000). En revanche, elles ne paraissent pas plus acido-résistantes que
d’autres bactéries commensales (Lin et al., 1996). Des ¢études plus approfondies sont
nécessaires pour déterminer si les EHEC, et en particulier les souches O157:H7, présentent un
avantage écologique par rapport aux autres E. coli dans le tractus digestif du ruminant ou de

’homme.

2-2. Colonisation intestinale: les facteurs d’adhésion

Une fois passé I’estomac, les bactéries se retrouvent dans ’intestin ou elles colonisent la
muqueuse en adhérant aux cellules épithéliales. Cette colonisation a été observée chez les
modeles de porcs gnotobiotiques (Donnenberg et al., 1993;McKee et al., 1995) infectés ainsi
que dans les modeles lapins (Pai et al, 1986) et murins (Conlan and Perry,
1998;Wadolkowski et al., 1990), mais a ce jour la colonisation de I’intestin des patients

infectés par les EHEC n’a toujours pas été observée. Ceci est probablement di au fait que les
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biopsies faites sur ces individus interviennent a un stade tardif de I’infection quand les
bactéries ont déja été €liminées. L’observation de ces biopsies de patients a néanmoins permis
de mettre en évidence des lésions de la muqueuse du cdlon et c’est pourquoi il est admis que
le colon est le principal site de colonisation des STEC chez ’Homme (Griffin et al., 1990).
L’utilisation d’explants d’intestin humain montre que l’initiation de la colonisation par les
EHEC O157:H7 et O103:H2 est limitée aux plaques de Peyer de 1’iléon distal (Chong et al.,
2007;Fitzhenry et al., 2003). La dissémination des EHEC a partir de ce site initial de
colonisation reste a étudier. Les EHEC posseédent plusieurs facteurs d’adhésion participant a

cette colonisation.

2-2.1. Le Locus d’Effacement des Entérocytes (LEE)

Les souches de STEC appartenant aux séropathotypes A et B possédent des facteurs de
virulence leur permettant d’adhérer de fagon intime aux cellules épithéliales. Cette adhésion
est a lorigine de Iésions dites d’attachement-effacement (A/E) caractérisées par un
effacement des microvillosités intestinales subséquent a une réorganisation du réseau d’actine
de la cellule épithéliale. Ce réarrangement du cytosquelette provoque I’apparition d’un

piédestal sous la bactérie (Frankel et al., 1995;Sherman and Soni, 1988) (figures 7 et 8).

Y. & EREe

Figure 7 : Phénotype d’adhésion intime.

Observation par microscopie électronique a transmission de lésions A/E provoquées par une souche STEC
O113:H- adhérant a la surface des entérocytes d’un iléon distal de lapin (Sherman and Soni, 1988).
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Figure 8 : Lésions d’attachement-effacement induites par une souche E. coli O157:H7 sur des
cellules rectales de mouton.

Les bactéries adhérent a la surface des entérocytes (E). Les microvillosités sont effacées et certaines
bactéries sont sur un piédestal (P). La bordure en brosse normale est présente (M) sur les entérocytes
adjacents non colonisés (Wales et al., 2001).

Tous les génes nécessaires a la formation de 1ésions A/E sont localisés sur un ilot de
pathogénicité de 43,36 kb appelé LEE pour Locus d’Effacement des Entérocytes, situé¢ sur le

chromosome bactérien (Figure 9)

(>orf de fonction inconnue ’régulateur ’protéine structurale / machinerie de type III

’protéine effectrice sécrétée chaperon ’protéine translocatrice sécrétée intimine
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Figure 9 : Organisation génétique du locus d’effacement des entérocytes. Les couleurs des
fleches indiquent la fonction des génes correspondants (Garmendia et al., 2005).
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Bien que légeérement différent, ce locus est également présent chez les bactéries E. coli
entéropathogénes (EPEC) qui posseédent aussi cette faculté d’adhésion intime. Le LEE est
organisé en 5 opérons majeurs : LEE1, LEE2, LEE3, LEES et LEE4. Il porte un ensemble de
geénes (sep et esc) codant pour un systéme de sécrétion de type III (SSTT) (Jarvis and Kaper,

1996) (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma du Systéme de Sécrétion de Type III (SSTT) des EHEC.

La partie basale du SSTT est composée de la sécrétine EscC, des protéines de membrane interne EscR,
EscC, EscT, EscU et EscV ainsi que de la lipoprotéine EscJ qui connecte les structures en anneaux des
membranes internes et externes. EscF constitue la structure de la seringue tandis que les sous-unités EspA
polymérisent pour former le filament EspA. EspB et EspD forment le pore de translocation dans la
membrane de la cellule hote connectant ainsi la bactérie avec la cellule eucaryote via le filament EspA.
L’ATPase cytoplasmique EscN fournit I’énergie au systéme en hydrolysant les molécules d’ATP en ADP.
SepD et SepL sont des composants cytoplasmiques du SSTT. CesT est une protéine chaperon nécessaire a
la sécretion de Tir en favorisant le contact physique avec EscN (Garmendia et al., 2005).

Ce systeme de sécrétion est nécessaire pour I’injection a ’intérieur de la cellule eucaryote
de protéines effectrices codées par le LEE. Celles-ci perturbent la structure des filaments
d’actine, détruisent le réseau de microtubules, de filaments intermédiaires, et participent a la
formation du piédestal sous la bactérie adhérente. Elles sont aussi responsables de
I’augmentation de la perméabilit¢ de la barriere intestinale par destruction des jonctions
serrées (Crane et al., 2001), et altérent la fonction des mitochondries en diminuant leur
potentiel de membrane, conduisant a leur mort (Kenny and Jepson, 2000). Le SSTT permet
aussi la translocation dans la cellule hote du récepteur de I’intimine, la protéine Tir

(Translocated Intimin Receptor) codée par le LEE (Kenny et al., 1997). De plus, le SSTT est
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nécessaire a 1’injection dans la cellule hote de protéines non codées par le LEE impliquées
dans le recrutement de D’actine (Campellone et al., 2004;Garmendia et al., 2004), la
colonisation du bovin (Vlisidou et al., 2006), ou dont le rdle est inconnu (Gruenheid et al.,
2004). Le LEE porte aussi le géne eaed codant pour I’intimine, facteur de virulence majeur
nécessaire a la formation des 1ésions A/E. L’intimine, qui est insérée dans la membrane
externe bactérienne, n’est pas sécrétée par le SSTT mais par la voie générale de sécrétion.
L’interaction entre 1’intimine et son récepteur Tir établit une adhésion intime aux entérocytes

(figure 11) (Donnenberg et al., 1993;McKee et al., 1995).
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Figure 11 : Liaison intimine-récepteur.

Le modéle est basé sur les données structurales du complexe formé par le fragment C-terminal de
P’intimine (domaines D2, D2, et D3) et le intimin-binding domain (IBD) de Tir. L’intimine est montrée en
vert avec les domaines identifiés et les résidus extrémes numérotés. Les domaines Ig-like DO, D1 et D2 sont
représentés par des rectangles, et le domaine lectin-like D3, qui se lie a I’IBD de Tir par un ovale. Tir est
montré ici en dimére (en rose et bleu foncé) dans la membrane de la cellule hote et est étiqueté comme
Pintimine. L’IBD de Tir est le composant extracellulaire de Tir entouré par les domaines
transmembranaires ™ prédits. Un IBD dimérique est observé avec 2 hélices dans chaque monomeére
formant un motif de 4 hélices qui est stabilisé par de multiples liaisons hydrogéne et interactions
hydrophobes. Le domaine N-terminal de Tir s’ancre via d’autres facteurs (Tccp, N-Wasp, Arp2/3) aux
composants du cytosquelette de ’hdte (comme I’actine) qui sont nécessaires a la formation des lésions A/E
caractéristiques de la surface de la cellule hote aprés adhésion bactérienne (Luo et al., 2000).
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L’expression des génes du LEE est régulée par de nombreux facteurs (figure 12).
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Figure 12 : Figure 12: Modé¢le de régulation de I’expression du LEE.

Les facteurs montrés en gris sont présents dans les EHEC et E. coli K12, tandis que les facteurs
représentés en noir sont spécifiques des EHEC. Les lignes pleines représentent les régulateurs dont
P’interaction directe avec le promoteur cible a été biochimiquement définie, et les lignes pointillées
représentent les interactions indirectes ou qui n’ont pas été biochimiquement caractérisées comme se
fixant a la cible. H-NS est un régulateur global qui se fixe aux promoteurs des opérons LEE1, LEE2,
LEE3, et LEES5 et réprime la transcription. Ler active griR/A, LEE2, LEE3, et LEES5 en se fixant a leur
promoteur déplacant ainsi H-NS et autorisant la transcription de ces opérons. IHF (Integration host
factor) active aussi la transcription de LEE1. Hha réprime LEE1 soit en s’oligodimerisant avec H-NS ou
en se fixant directement sur la séquence promotrice. La protéase ClpXP régule ’expression du LEE via
des interactions avec RpoS et GrlIR. Le signal AI-3 et épinéphrine/norépinéphrine active la transcription
de I’opéron LEEL et de ler via des récepteurs inconnus. GriR et GrlA, 2 régulateurs codés par le LEE
répriment et induisent respectivement la transcription de LEE1. EtrA et EivF sont 2 régulateurs codés par
un second SSTT non fonctionnel qui régulent négativement I’expression de LEEL. Les génes pch sont un
autre groupe de régulateurs spécifiques des EHEC qui activent la transcription de LEE1l et par
conséquent le LEE tout entier. Le régulateur GadE réprime D’expression de LEE2 et LEE4
indépendamment de Ler (Walters and Sperandio, 2006).

Certains de ces facteurs sont des régulateurs globaux du métabolisme chez E. coli, mais
d’autres sont retrouvés exclusivement chez les EHEC. Le premier géne du premier opéron du
LEE code pour un activateur transcriptionnel, Ler. Ler active la transcription des opérons
LEE2, LEE3, et LEE5S (Mellies et al., 2007). L’activation de ’expression de LEE4 est
controversée chez les EHEC, mais démontrée chez les EPEC (Sharma and Zuerner,
2004;Elliott et al., 2000). La plupart des autres facteurs régulateurs activent ou répriment
I’expression de ler (Mellies et al., 2007). Deux autres régulateurs spécifiques de I’expression
du LEE sont également codés par le LEE lui-méme : GrIR et GrlA, qui sont respectivement
un répresseur et un activateur de la transcription de ler (Deng et al., 2004). Ler active la
transcription de 1’opéron grliRA, ce qui crée une boucle de régulation nécessaire a une

expression optimale du LEE. De plus, deux protéines non codées par le LEE, EtrA et EivF,

répriment I’expression de 1’opéron grlRA (Zhang et al., 2004).
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Plusieurs régulateurs globaux contrdlent 1’expression du LEE. La protéine H-NS est
impliquée dans la thermorégulation du LEE en réprimant la transcription de LEE1 (et donc de
ler) a 27°C mais pas a 37°C (Umanski et al., 2002). La protéine IHF active 1’expression de ler
(Friedberg et al., 1999), alors que la protéine HhA la réprime en se fixant directement sur
I’ADN ou en se dimérisant avec H-NS (Sharma and Zuerner, 2004). La protéase ClpXP
influence I’expression du LEE en interagissant avec RpoS et GrlR (Iyoda and Watanabe,
2005). Le régulateur GadE, qui induit les mécanismes de résistance a 1’acidité chez E. coli,
réprime I’expression du LEE4 indépendamment de Ler (Tatsuno ef al., 2003). Il a été montré
aussi qu’un petit ARN non codant, DsrA, active la transcription de /er en interagissant avec
RpoS (Laaberki et al., 2006). Enfin, le quorum sensing active I’expression du LEE,
notamment par le régulateur QseA qui active la transcription de /er (voir chapitre 5-2.2.1)
(Sperandio et al., 2002). Toutes ces données montrent que la régulation de 1’expression du
LEE est un phénomene éminemment complexe qui n’est pas totalement €lucidé, et indiquent
que I’expression de ce locus est régulée trés finement, certainement en réponse a une grande

variété de signaux environnementaux qui ne sont pas encore clairement caractérisés.

2-2.2. Les autres facteurs d’adhésion
D’autres facteurs d’adhésion ont été identifiés chez certaines souches STEC et sont
potentiellement impliqués dans 1’adhésion a I’épithélium intestinal, en particulier dans le cas

de souches ne possédant pas le LEE.

Parmi ces facteurs on peut tout d’abord citer les « long polar fimbriae » ou Lpf. Ce facteur
d’adhésion est codé par deux opérons fimbriaux identifiés aprés séquencage du génome de
deux E. coli O157:H7, EDL 933 et Sakai (Hayashi et al., 2001;Perna et al., 2001). Ces 2
opérons /pf (OI-141 et OI-154) comportent 5 ou 6 génes dont /pf4 qui code la sous-unité
fimbriale majeure (Torres et al., 2002). Un cluster /pf homologue au cluster /pf OI-154 de
EDL 933 a ét¢é identifié¢ dans le génome d’une souche O113:H21 (Doughty et al., 2002), et la
présence des genes Ipf4 a aussi été observée dans le génome de souches STEC de sérogroupes
Ol111, 026 et O70 (Toma et al., 2006). L’introduction de cet opéron dans une E. coli K12
dépourvue de fimbriae semble étre suffisante pour induire une adhésion aux cellules
eucaryotes in vitro (Torres et al., 2002). Ces Lpf semblent également jouer un rdle dans la
formation de microcolonies par les EHEC et contribuent a la colonisation par les O157:H7 de

modeles animaux (Jordan et al., 2004).

Treés récemment, il a été montré que les EHEC O157:H7 produisaient des pili de type IV

trés importants pour la premiere phase d’adhésion des bactéries a 1’épithélium. La production
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de ces pili a été démontrée in vitro et un mutant déficient pour le géne hcpA (hemorrhagic coli
pilus) codant pour la protéine majeure de ces pili était fortement déficient pour 1’adhésion de
la bactérie envers différents modeles cellulaires et d’explants intestinaux. De plus, la mutation
de ce gene résulte en I’absence de dommages structuraux infligés par les EHEC aux explants
intestinaux de porcs. Enfin, les sera des patients atteints de SHU réagissent a la protéine
HcpA, ce qui n’est pas observé pour les patients controles. Ceci prouve de facon indirecte que
ces pili sont produits in vivo lors d’infection par les EHEC (Xicohtencatl-Cortes ef al., 2007).
Iha (Iron-homologue adhesin) est une protéine de membrane qui confére un phénotype
d’adhésion diffuse sur lignées cellulaires aux E coli O157:H7 et certains STEC eae-négatifs

de sérotype O113:H21 (Tarr et al., 2000).

Un autre type d’adhésine a été caractérisé par le groupe de Paton dans une souche
O113:H21 responsable d’une épidémie de SHU en 1998 : Saa pour STEC Autoagglutinating
Adhesine. Le geéne saa est porté par un plasmide présent chez certaines souches LEE-
négatives portant aussi un géne homologue a iha. Saa est localisée a la surface de la bactérie
et in vitro son absence diminue de prés de 50% I’adhésion des bactéries aux cellules (Paton et

al., 2001).

Efal pour EHEC Factor for Adherence a ét¢ caractéris€¢ dans une souche de sérogroupe
O111 possédant le géne eae (Nicholls et al., 2000). Efal est impliqué dans la colonisation de
souches STEC OS5 et O111 chez le bovin et dans ’adhésion aux cellules épithéliales in vitro
(Stevens et al., 2002). Le geéne efal posséde une homologie avec le géne foxB présent sur le
plasmide pO157, et il a ét¢é montré que ToxB et Efal interviennent dans 1’expression des
génes de I’opéron LEE4 ainsi que dans la sécrétion des protéines codées par cet opéron
(Stevens et al., 2004). Cependant, la mutation de ces 2 geénes (efal et foxB) n’altére pas la
colonisation des EHEC chez le veau ou le mouton (Stevens ef al., 2004). Le géne efal a été
retrouvé dans le génome de 99 souches EHEC toutes eae positives, mais n’a jamais été
retrouvé dans le génome de souches eae négatives (Nicholls et al., 2000;Cergole-Novella et
al., 2007). Ces données suggerent que ce facteur n’est pas une alternative a I’intimine pour

I’adhésion des souches STEC LEE-négatives.

2-3. Réponse inflammatoire induite par les EHEC

De nombreuses études cliniques indiquent que la gravité de I’infection aux EHEC, et en
particulier I’apparition du SHU chez les enfants, est liée a I’intensité de la réponse pro

inflammatoire (Litalien et al., 1999;Westerholt et al., 2000;Gobert et al., 2005). Les quantités
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de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 mesurées chez les enfants atteints de SHU sont
supérieures a celles mesurées chez des enfants contrdles et corrélées a la sévérité de la
maladie (Fitzpatrick et al., 1992;Inward ef al., 1997;Murata et al., 1998;Proulx et al., 1998).
De plus, une étude rétrospective sur des enfants atteints de SHU a montré que les enfants
décédés lors de la phase aigué de la maladie présentaient les plus fortes concentrations d’IL-8
circulante corrélées a une forte concentration sanguine en neutrophiles (Fitzpatrick et al.,
1992). Les cellules de la barriere épithéliale intestinale étant les premiéres au contact des
EHEC, il a été suggéré que la réponse immune mucosale jouerait un role prépondérant dans la
pathophysiologie de I’infection et le développement du SHU (te Loo et al., 2000;Hurley et al.,
2001) : une réaction inflammatoire locale trop importante au niveau de I’épithélium infecté
pourrait engendrer une déstabilisation de la barricre intestinale, facilitant ainsi le passage des
Shiga toxines par une voie para cellulaire. Ceci aurait pour effet I’activation des immunocytes
sous jacents a la muqueuse qui libérent alors des médiateurs de I’inflammation, augmentant
encore la réponse pro inflammatoire, et 1’accés d’un grand nombre de molécules de Shiga
toxines a leurs récepteurs sur les cellules de 1’endothélium vasculaire (O'Loughlin and
Robins-Browne, 2001). Les facteurs des EHEC inducteurs de la réponse mucosale sont peu
caractérisés. La flagelline de souches LEE-positives et LEE-négatives et de différents
sérogroupes (H7, H10, H21) semble étre un ¢élément important de 1’activation des cellules
(Rogers et al., 2003;Berin et al., 2002;Gobert et al., 2007). Un SSTT fonctionnel est
également impliqué dans I’induction de la réponse mucosale chez les EHEC LEE-positives
O157:H7, mais pas I’adhésion intime médiée par ’intimine (Gobert et al., 2007). La
flagelline et les protéines effectrices sécrétées par le SSTT n’agissent pas de concert pour
stimuler la réponse inflammatoire, car leur expression est inversement coordonnée par la
phase de croissance bactérienne et les facteurs environnementaux (Yona-Nadler et al., 2003).
Ainsi, les cellules intestinales peuvent étre stimulées par 1’un ou ’autre de ces facteurs quel
que soit I’état physiologique des EHEC. Les EHEC LEE-négatifs sont également capables de
stimuler la réponse inflammatoire des cellules intestinales lorsque la flagelline est peu
produite mais le facteur en cause n’est pas caractérisé (Gobert et al., 2007). Cette observation
indique que différents groupes clonaux de EHEC ont ¢laborés diverses manicre de stimuler
les cellules. S’il est clair que les Shiga toxines stimulent les immunocytes (macrophages,
monocytes, neutrophiles polymorphonucléaires) pour la production de cytokines pro
inflammatoires, elles diminuent au contraire la réponse inflammatoire des cellules intestinales

induite par le SSTT ou la flagelline (Gobert ef al., 2007).
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2-4. Autres facteurs de virulence

D’autres facteurs de virulence ont été recherchés chez les EHEC, et il s’est avéré qu’ils
possédaient dans leur génome des génes codant pour différents types de toxine autre que les
toxines Stx. La répartition de ces toxines parait dépendante du sérotype des souches. Ces
toxines ne peuvent cependant pas étre absolument définies comme des facteurs de virulence
tant qu'on ne connait pas leur degré d’implication dans la pathogénicité des EHEC en
montrant par exemple qu’en Otant le facteur en question la virulence de la souche est
diminuée. Or ce genre de manipulation est assez difficile a réaliser du fait de la
multifactorialité de la virulence des EHEC. En effet, le fait de supprimer une toxine
secondaire pourrait avoir un effet sur la virulence qui soit peu visible a cause de la présence
de tous les autres facteurs de virulence. En outre, I’absence de modéles animaux permettant
I’étude de la colonisation et le développement de la maladie liée aux EHEC ne rend pas la
tache facile. Cependant 1’é¢tude de la toxicité in vitro et in vivo de souches non pathogenes
dans lesquelles ces facteurs ont été introduits peut permettre de suspecter le caractere virulent

de ces facteurs.

2-4.1. L’entérohémolysine

L’entérohémolysine ou E-HIyA présente chez certaines souches STEC est codée par le gene
ehxA présent sur le grand plasmide pO157 (Schmidt ef al., 1996). On la retrouve dans toutes
les souches O157 :H7 mais aussi dans certaines souches de sérogroupe O26 ainsi que de
sérotypes O113:H21, O91:H21, O103:H2 (données du laboratoire). Elle appartient a la
famille des toxines RTX (repeats in toxin). Son mécanisme d’action est probablement
comparable a celui de 1’a-hémolysine (Pellett and Welch, 1996). Son activité cytolytique est
liée a sa capacité d’insertion dans la membrane et a sa capacité a former des pores engendrant
ainsi la lyse osmotique des cellules (Soloaga ef al., 1999). Le rdle de E-HIyA a été suspecté a
la suite de la mise en évidence d’anticorps anti-E-hlyA chez des patients (Schmidt et al.,
1995). Ce mécanisme d’action serait liée a la libération de fer engendrée par les hématies
lysées ce qui permettrait un meilleur développement des bactéries. De plus, il existerait un
effet synergique de E-hlyA et des Shiga-toxines : E-hlyA induirait la production d’IL-1f qui
active ’expression de Gb3 a la surface des cellules endothéliales (Schmidt ez al., 1994). Cette
toxine a ¢été identifiée dans le génome de souches isolées de patients atteints de SHU de
sérogroupe 026 ne possédant pas de geéne stx. La délétion du géne codant pour I’hémolysine

réduit considérablement la toxicité de ces souches envers des cellules endothéliales en culture.
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Cette hémolysine apparait donc comme pouvant a elle seule causer des dommages sur le tissu

endothélial (Aldick et al., 2007).

2-4.2. La sérine protéase EspP
Un autre facteur de virulence a été décrit en 1997. Il s’agit d’une sérine protéase
extracellulaire codée par le géne espP situé sur le plasmide pO157 capable de cliver le facteur
V de coagulation humain (Brunder et al., 1997). La production de cette sérine protéase
résulterait donc en 1’aggravation des colites hémorragiques observées chez les patients. EspP
a été retrouvé chez certaines souches 026 mais pas chez des souches O103 (Brunder et al.,

1997).

2-4.3. La toxine CDT

La toxine CDT (Cytolethal Distending Toxin V) est produite par de nombreuses souches
O157:H7 et O157:H-, ainsi que par des souches STEC non-O157 (O91:H21 , O113:H21)
(Janka et al., 2003). Il a ét¢ montré que la CDT des STEC avait un effet sur une grande
variété de lignées de cellules endothéliales ainsi que sur des explants endothéliaux humains.
CDT induit de maniére dose-dépendante un arrét du cycle cellulaire en Go/M ce qui conduit a
la distension cellulaire, I’inhibition de la prolifération, et finalement la mort cellulaire
(Bielaszewska et al., 2005). Cet effet avait déja ét¢ démontré pour la CDT de Campylobacter
Jjejeuni (Whitehouse et al., 1998) et la CDTII de E. coli sur des cellules epithéliales (Aragon
et al., 1997). 1l existerait une corrélation positive entre la présence de la toxine CDT et la

capacité des souches STEC non-O157 a provoquer des pathologies séveres (Bielaszewska et

al., 2004).

2-4.4. La subtilase

Une nouvelle toxine a été mise en évidence en 2004 par Paton dans une souche O113:H21
responsable d’une épidémie de SHU et a été retrouvée dans d’autres STEC LEE-négatifs
appartenant a divers sérotypes (données du laboratoire). Cette toxine appartient a une
nouvelle famille de toxine ABS5S et posséde une activité subtilase (sérine protéase). Elle
posséde une activité cytotoxique envers les cellules Vero et cause chez la souris des
thromboses microvasculaires et des nécroses du cerveau, du foie et du rein (Paton et al.,
2004). La subtilase possede 2 activités : une activité d’inhibition de la synthese protéique par
la sous-unité SubA et une activité vacuolisante pour laquelle seule la présence de SubB est
nécessaire (Morinaga et al., 2007). Sa production dans une souche E. coli K12 rend cette

derniére toxique envers toutes les lignées cellulaires testées et envers les souris (Paton et al.,
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2004), ce qui laisse penser que cette toxine est réellement impliquée dans la virulence des

souches qui la possedent.

3 - LES SHIGA-TOXINES

Les principaux signes cliniques des infections aux EHEC sont dus a la production de Shiga
toxines dans la lumiére intestinale. Ce sont elles qui sont responsables des symptomes
hémorragiques observés chez les patients. Un schéma général du rdle des Shiga toxines dans

la physiopathologie de I’infection est présenté figure 13.

Gt lumen

Submiscosa and microvasculature

Figure 13 : Physiopathologie des infections 8 EHEC.

Les Shiga toxines pénetrent dans I’héte a partir de la lumiére du tube digestif a travers les cellules
épithéliales, vraisemblablement par la voie paracellulaire. Elles agissent directement sur les cellules
immunitaires de la sous-muqueuse, qui libérent des cytokines pro-inflammatoires, ce qui augmente
P’inflammation et par conséquent la quantité de récepteurs Gb3 a la surface des cellules endothéliales. Les
Shiga toxines se fixent sur les récepteurs Gb3 des cellules endothéliales et provoquent une thrombose
particuliérement importante dans le cerveau et les reins.

Gb3, globotriaosylceramide; ICAM, intracellular cell adhesion molecule; IL, interleukine; Mogo,

macrophage; PMN, leucocyte polymorphonucleaire; TNF, tumour necrosis factor. (O'Loughlin and
Robins-Browne, 2001).
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3-1. Structure des Shiga toxines

Toutes les souches STEC se caractérisent par la présence dans leur génome des genes
codant les Shiga-toxines (Stx ou SLT ou VT). Ces toxines présentent des homologies avec la
toxine de Shigella dysenteriae de type 1 (O'Brien et al., 1982;Strockbine et al., 1988). Elles
sont codées par deux geénes, stxA4 et stxB, qui sont généralement portés par des prophages de
type Lambda. Les Shiga-toxines sont des hétéropolymeres de 70-kDa constitués d’une sous-
unité A (active) de 33-kDa qui porte 1’activité catalytique, et de 5 sous-unités B (Binding) de
7,7-kDa (figure 14) nécessaires a la fixation au récepteur Gb3 (globotriosyl céramide 3)
(O'Brien and Holmes, 1987). Les données cristallographiques montrent que les sous-unités B
forment un anneau pentamérique qui encercle une hélice a située a I’extrémité C-terminale de
la sous-unité A. Cette région C-terminale de la sous-unité A est essentielle pour I’assemblage

de I’holotoxine (Haddad and Jackson, 1993).

Figure 14 : Représentation tridimensionnelle de la Shiga-toxine 2.

La sous-unité A portant Dactivité enzymatique est représentée en vert tandis que les 5 sous-unités B
organisées en anneau sont multicolores. Le pont di-sulfure interne a la sous-unité A est en jaune. Données
récoltées dans la  banque de données des protéines PDB (PDB ID: 1rdp
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1R4P) (Fraser et al., 2004)
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3-2. Rbéle dans la physiopathologie

3-2.1. Action sur I'épithélium intestinal

Les EHEC ne sont pas considérés comme invasifs bien que certaines souches O157 : H7
puissent envahir certaines lignées cellulaires (Oelschlaeger et al., 1994) et que quelques
souches LEE-négatives O113:H21 soient capables d’envahir des cellules CHO-K1 (Luck et
al., 2005). Les EHEC ne sont en revanche jamais retrouvés dans les organes et les ganglions
mésentériques et ne provoquent pas de septicémies. Il n’existe pas de preuve directe de la
production de toxine Stx2 in vivo chez I’Homme, cependant la toxicité¢ envers les cellules
Vero des fécés de patients atteint de SHU a été démontrée (Brigotti ef al., 2006). Les toxines
Stx sont donc vraisemblablement produites dans la lumiére intestinale, il leur est donc
nécessaire de traverser la barriere épithéliale afin d’atteindre le tissu endothélial puis la
circulation sanguine pour atteindre leurs cellules cibles. Or, les cellules ¢épithéliales
intestinales n’expriment pas a leur surface le récepteur spécifique de la toxine Gb3 (Bjork et
al., 1987;Holgersson et al., 1991;Schuller et al., 2004). Trois hypothéses ont ¢été
avancées pour expliquer la présence des toxines Stx au contact des cellules endothéliales:
elles pourraient passer soit par les breéches créées par la destruction des cellules de la
mugqueuse, soit par voie paracellulaire apreés une altération des jonctions serrées, soit par

translocation a travers les cellules épithéliales intactes.

Des arguments expérimentaux existent en faveur de chacune des trois hypothéses :

Tout d’abord, il semblerait que les toxines Stx aient un impact sur D'intégrit¢ de
I’épithélium intestinal. En effet, en absence de bactéries adhérentes la présence de toxine a
forte concentration (lpg/ml) induit des changements structuraux de la muqueuse, en
particulier une extrusion des cellules épithéliales. De plus, des observations microscopiques
d’ileum de lapins montrent que les Shiga-toxines de Shigella dysenteriae a forte concentration
alterent 1’épithélium et provoquent une nécrose des cellules épithéliales (Chopra et al., 2006).
Cependant, 1’effet observé pourrait étre attribué non pas a un effet direct de la toxine sur
I’épithélium mais a une conséquence sur 1’épithélium des dommages causés a 1’endothélium
(Schuller et al., 2004). En outre, les concentrations de toxines utilisées lors de ces expériences
sont assez ¢levées et on peut mettre en cause la pertinence de ['utilisation de telles

concentrations en I’absence de données in vivo.

La migration des leukocytes polymorphonucléaires (PMN) de la circulation sanguine vers
la lumiére intestinale lors de I’infection par des STEC pourrait faciliter le passage des toxines

Stx a travers la barriére épithéliale. De nombreux pathogenes intestinaux induisent la
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transmigration des PMN a travers des cellules épithéliales intestinales polarisées (McCormick
et al., 1993;McCormick et al., 1998;Savkovic et al., 1996). Cette transmigration est due a la
sytnhése d’IL-8. Une quantité importante de leukocytes est plus fréquemment observée dans
les féces des patients infectés par les EHEC que lors d’une infection par Campylobacter,
Salmonella ou Shigella, ce qui suggere que cette réponse a I’infection intervient plus
fréquemment dans le cas d’une infection par les EHEC que dans celui d’une infection par un
autre pathogene intestinal (Slutsker et al., 1997). La quantité de toxine traversant la barriere
intestinale est corrélée avec le nombre de PMN traversant la mono couche de cellules
¢épithéliales intestinales in vitro (Hurley et al., 2001). L hypothése la plus probable est donc
que le passage des PMN augmente la perméabilit¢ paracellulaire de la monocouche,
permettant ainsi le passage des toxines Stx vers I’endothélium. Il avait été montré que la
toxine Stx1 était capable de se fixer aux PMN pour étre ensuite transportée jusqu’aux organes
cibles (te Loo et al., 2000), mais cette observation a été récemment controversée (Geelen et

al., 2007).

Acheson et al. ont montré que la toxine Stx1 était capable de passer a travers un tapis de
cellules T84 (n’exprimant pas Gb3) dont la résistance ¢lectrique n’avait pas été altérée et que
cette translocation était un processus nécessitant un apport énergétique (Acheson and Keusch,
1994). Ce résultat a été confirmé par Philpott et al. qui en outre ont mis en évidence la
présence de la toxine Stx1 séquestrée a 'intérieur des cellules T84 dans des endosomes
associés au transport rétrograde (Philpott et al, 1997). La comparaison des taux de
translocation des deux toxines Stx1 et Stx2 a révélé que la toxine Stx2 traverse la barricre
épithéliale avec une efficacité plus faible que Stx1. De plus, il apparait que la translocation de
Stx2 est indépendante des microtubules, contrairement a celle de Stx1 (Hurley et al., 1999).
En revanche, dans les deux cas une endocytose dépendante d’un récepteur semble Etre
impliquée (Hurley ef al., 1999), et il a été montré en microscopie confocale que la toxine Stx1
co-localisait avec la calnexine, protéine chaperon impliquée dans le transport rétrograde

(Schuller et al., 2004).

A la lumiere de ces résultats, il apparait difficile de trancher en faveur d’une de ces
hypotheses, et ces données mettent a nouveau en exergue la complexité des infections a
EHEC. Le mécanisme par lequel les toxines Stx atteignent 1’endothélium intestinal est

multifactoriel et fait probablement intervenir des ¢léments des trois mécanismes.
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3-2.2. Action sur I’endothélium
Une fois passée la barriere épithéliale et aprés avoir atteint la circulation sanguine, les
Shiga-toxines se fixent sur les cellules qui expriment a leur surface le récepteur Gb3. Chez
I’Homme, ce récepteur est exprimé en grande quantité a la surface des cellules glomérulaires
rénales et cérébrales, ce qui explique les lésions observées dans ces deux régions chez les

personnes infectées.

La premiere étape du mécanisme d’action est la fixation a la membrane cytoplasmique de la
cellule cible (figure 15). Les sous-unités B assemblées en anneau se lient au récepteur Gb3 en
reconnaissant le digalactoside terminal (motif Galactose-a (1-4)) (Bast et al., 1999). S ensuit
alors une endocytose puis un transport rétrograde a travers I’appareil de Golgi et le réticulum
endoplasmique. Lors de ce transport rétrograde, la sous unité A subit un clivage protéolytique
dans le réticulum endoplasmique (figure 16). Il en résulte la libération de deux fragments, Al
et A2 (Garred et al., 1995). Le fragment Al posséde une activité N-glycosidase qui agit sur
I’ARNr 28S de la sous-unité 60S du ribosome, ce qui conduit a I’excision d’une adénine en
position 4324 (Endo et al., 1988). Cette dépurination provoque I’inactivation du ribosome et

donc l’arrét de la synthése protéique

Figure 15 :
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Meécanisme d’action
des Shiga-toxines.

Les STEC possédent
sur leur chromosome
des bactériophages
portant les génes StxA
et stxB. La toxine
comporte 1 sous-unité
A et 5 sous-unités B.
Aprés fixation de la
toxine sur le
récepteur Gb3 a la
surface des cellules
eucaryotes,
internalisation,
transport rétrograde
et translocation,
Pactivité N-
glycosidase de la sous-
unité Al sur PARN
28S entraine une
inhibition totale des
synthéses protéiques
et donc la mort de la
cellule (Pradel N.,
2001).
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Figure 16 : Internalisation et transport de la Shiga-toxine de la membrane apicale vers le
cytosol.

Le clivage catalytique de la sous-unité A intervient d’abord a I’étape 1 par I’intermédiaire de la furine
puis par un mécanisme secondaire dans le RE par I'intermédiaire de la calpaine a I’étape 2. ER,
endoplasmic reticulum; TGN, trans-Golgi network (Sandvig and van Deurs, 1996).

L’arrét de la synthese protéique conduit a 1’apoptose des cellules par I’activation en cascade
des caspases 8, 3 et 9, menant a la fragmentation de I’ADN (Kodama et al., 1999-;Harrison et
al., 2005;Ching et al., 2002;Fujii et al., 2003). Cette activation successive des caspases a €té
particulierement étudiée sur les lignées cellulaires Hep-2 (Cherla et al., 2003) et HeLa (Fujii
et al., 2003). Une étude parue en 1999 a montré que les Shiga-toxines inhibaient 1’apoptose
spontanée des PMN, ce qui aurait pour effet d’augmenter la quantité de cytokines
proinflammatoires produites et donc d’augmenter les dommages liés a I’'inflammation (Liu e?
al., 1999). Cependant, une étude treés récente montre que les Shiga toxines n’ont aucune
influence sur I’apoptose des PMN (Flagler et al., 2007). Les différentes techniques utilisées
peuvent expliquer cette discordance, et par conséquent il est assez difficile d’affirmer si oui

ou non les Shiga-toxines exercent une quelconque action sur les PMN.
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3-3. Les différents variants

3-3.1. Description

Il existe deux types de Shiga-toxines: Stxl et Stx2. Alors que les toxines Stx1 sont
neutralisables par des anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriae, les toxines Stx2 ne
le sont pas (Strockbine ef al., 1986). Stx1 et Stx2 posseédent respectivement 99% et 56%
d’homologies avec la toxine de type 1 de Shigella dysenteriae (O'Brien et al.,
1982;Strockbine et al., 1988). Elles se distinguent par leurs propriétés immunologiques. En
effet, un anticorps anti Stx1 n’est pas capable de neutraliser la toxine Stx2. Ceci est expliqué
par le fait que les 2 types de toxine ne partagent respectivement que 55% et 57% d’identité en
ce qui concerne les sous-unités A et B. En revanche, leur mécanisme d’action et leurs

propriétés biochimiques sont similaires.

3-3.1.1. Stx1

Il existe plusieurs variants Stx dans les deux classes. Le groupe Stx1 apparait comme le
plus homogéne. Dans la plupart des cas les geénes stx; de différentes souches présentent la
méme séquence nucléotidique (Zhang et al., 2002). Paton et al. ont comparé les séquences de
3 souches STEC et ont montré que les 3 génes stx; présentaient 99% d’identité de séquence
avec la séquence du phage 933J qui porte stx; dans la souche de référence EDL 933 (Paton et
al., 1993;Paton et al., 1995a). Malgré cette grande homogénéité, plusieurs variants stx/ ont

été décrits: stx;, stx;., stx;q (Burk et al., 2003;Koch et al., 2001;Beutin ef al., 2007).

3-3.1.2. Stx2

La toxine Stx2 est la plus répandue parmi les STEC. Des ¢études réalisées in vitro sur des
cellules endothéliales microvasculaires rénales (Louise and Obrig, 1995), et in vivo sur des
modeles animaux (Lindgren et al., 1993;Wadolkowski et al., 1990), indiquent que Stx2 est
une toxine plus puissante que Stx1. Ces résultats corroborent les études épidémiologiques
indiquant que les souches responsables des cas les plus séveres chez I’Homme, comme les
souches de sérotypes de O157:H7, possedent majoritairement la toxine Stx2 (Boerlin,

1999;Ostroff et al., 1989).

On distingue plusieurs variants pour la toxine Stx2 dont la nomenclature n’est pas trés
claire, et qui porte souvent a confusion, les auteurs ne donnant pas toujours le méme nom au
méme variant : Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2-vha (Stx2d1), Stx2-vhb (Stx2d2), Stx2-vhc, Stx2e,
Stx2f, Stx2-OX3A, Stx2-0X3b, Stx2-O111, Stx2-048, Stx2-0118, Stx2-NV206 (Ito et al.,
1990;Schmitt et al., 1991;Paton et al., 1995;Friedrich et al., 2002;Pierard et al., 1998;Bertin
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et al., 2001). Les variants Stx2d1 et Stx2d2 possédent une caractéristique particuliére. Tous
deux posseédent un site de clivage par 1’¢lastase présente dans le mucus intestinal. L’¢élastase
clive la sous unité A et rend ainsi les toxines actives (Kokai-Kun et al., 2000;Melton-Celsa et
al., 2002). Chaque nouvelle étude ou presque portant sur un nombre important de souches
révele un ou plusieurs nouveau variant. Tous ces variants décrits sur la base de différences de
séquence nucléotidique ne varient que trés peu en termes de séquence protéique, et par

conséquent il est probable que ces différences soient muettes en termes d’activité biologique.

3-3.2. Association des variants Stx avec les manifestations
cliniques des infections a EHEC.

Les différents variants Stx ne sont pas isolés avec la méme fréquence lors des d’infections
par les EHEC. Le variant Stx1 n’est pas présent seul chez les souches de séropathotype A, le
plus virulent. Il est en revanche présent chez les souches appartenant aux autres
séropathotypes, en particulier chez les sérotypes qui ne sont pas retrouvés lors d’infections ou
associés aux cas les moins séveres d’infection, qu’il soit seul ou présent sur le génome en
compagnie de Stx2 (Girardeau et al., 2005;Boerlin, 1999-;Ostroff et al., 1989). Lors d’études
épidémiologiques, il a ét¢é montré que ce variant était majoritairement présent chez les
souches provenant de patients atteints de simples diarrhées ou méme de porteurs
asymptomatiques (Boerlin, 1999-;Friedrich et al., 2002). Le variant Stx1c est également trés
peu associé a des cas de pathologies séveres. En effet, lors de deux études épidémiologiques
distinctes, il a été montré que les patients infectés par différentes souches possédant ce variant
¢taient soit des porteurs asymptomatiques, soit souffraient de simples diarrhées (Zhang et al.,
2002;Friedrich et al., 2003). Aucune information clinique n’est disponible concernant le
variant Stx1d, qui semble peu fréquent. Cependant, il est possible qu’il y ait une spécificité
géographique. En effet, il est apparu qu’au Brésil la majorité des souches responsables de
diarrhées sanglantes, d’anémie hémolytique et de SHU portaient le variant Stx1 (Cergole-
Novella et al., 2006). Malgré tout, d’'une fagon générale, on peut considérer que le type Stx1

est plutdt associé aux souches peu ou pas virulentes.

Les souches portant les variants Stx2, Stx2c¢ et Stx2d (Stxz.,x, €t Stx,.,4p) activables sont les
plus associées aux pathologies les plus séveéres comme le SHU, tandis que les variants Stx2e
ou Stx2f sont associés a des pathologies telles que les diarrhées ou du portage
asymptomatique (Boerlin, 1999-;Bielaszewska et al., 2006;Friedrich et al., 2002;Whittam,
1998) (tableau 4). Ces derniers sont majoritairement retrouvés dans les souches appartenant

aux séropathotypes C, D et E (Girardeau et al., 2005), alors que les variants Stx2 et Stx2¢ sont
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majoritairement portés par les souches de sérotype O157:H7 qui sont les plus virulentes pour
I’Homme (Posse et al., 2007). Les STEC produisant Stx2e sont pathogénes pour le porc,
provoquant la maladie de 1I’cedéme (Fratamico ef al., 2004). Les souches produisant Stx2f sont

trés rarement isolées de I’Homme, leur réservoir naturel étant le pigeon (Sonntag et al., 2005).

Genotype SHU (%) Diarrhées sans SHU (%) Nb total d'isolats (%)
stx 23 (4,5) 151 (34,6) 174 (18,3)
Stxic 0 11 (2,5) 11 (1,2)
Stxic + Stxz 0 1(0,2) 1(0,1)
Stxic + Stxza 0 22 (5,0) 22 (2,3)
StX1d 0 1(0,2) 1(0,1)
stxz 311 (60,9) 120 (27,5) 431 (45,5)
Stx1 + stxz 42 (8,2) 12 (2,7) 54 (5,7)
Stxac 16 (3,1) 17 (3,9) 33 (3,5)
Stx1 + StXac 15 15 (3,4) 30 (3,2)
Stxz + StXac 93 (18,2) 19 (4,3) 112 (11,8)
Stx1 + stxz + Stxac 8 (1,6) 5(1,1) 13 (1,4)
Stxzar 0 15 (3,4) 15 (1,6)
StXad activable 3(0,6) 9(2,1) 12 (1,3)
stx1 + StXaa* 0 26 (5,9) 26 (2,7)
Stxze 0 12 (2,7) 12 (1,3)
Stxer 0 1(0,2) 1(0,1)
TOTAL 0511 (100) 437 (100) 948 (100)

Tableau 4 : Génotype stx des STEC et leur fréquence relative parmi les isolats cliniques de
patients atteints de SHU et de diarrhées (1996-2004) (Karch et al., 2006).

Les souches STEC posseédent fréquemment plusieurs génes stx. Bien que ’expression de
chacun de ces geénes n’ait jamais été montrée dans de telles souches, elles apparaissent plus
cytotoxiques pour les cellules Vero que les souches possédant un seul variant (Bertin et al.,
2001). Le nombre de geénes stx portés par une souche pourrait donc contribuer a sa
pathogénicité. Trés peu d’études ont été jusqu’a présent conduites pour déterminer si
I’association des différents variants Stx avec la gravité de l’infection était corrélée a

I’expression des genes stx ou a la cytotoxicité relative de chacun des variants.

3-3.3. Toxicite des variants
Bien que les différences observées sur la séquence protéique des différents variants Stx
soient peu nombreuses, elles entrainent toutefois dans certains cas des différences de toxicité

des variants Stx envers des modéles cellulaires ou animaux.
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Tout d’abord, il apparait que la toxine Stx1 est beaucoup moins puissante que la toxine Stx2
pour induire la 1étalit¢ de modeles murins (Tesh et al., 1993). Cette différence a aussi été

observée sur modeles cellulaires tels que les cellules Vero.

De plus, des différences de toxicité ont été observées parmi les variants Stx2. Ces
observations sont dépendantes des variants qui sont comparés et de I’approche expérimentale
utilisée. En effet, dans certains cas une différence de toxicité des variants est observée sur
modele cellulaire mais pas sur modéle animal (Lindgren et al., 1994), et dans d’autres cas les
différences sont observées par les 2 méthodes (Paton et al., 1995). On peut donc
raisonnablement penser que les différences observées suivant les modeles reflétent
effectivement une réalité biologique. Il a ainsi ét¢ montré que le variant Stx2-vhb était moins
cytotoxique envers les cellules Vero que le variant Stx2. Ce variant Stx2-vhb est activable par
le mucus, ce qui pourrait expliquer que la différence de toxicité observée sur modéle
cellulaire n’ait pas été confirmée sur modéle animal. Le variant Stx2c est aussi moins
cytotoxique que le variant Stx2. L.’acide aminé responsable de cette différence de cytotoxicité
a ¢té identifié¢ en position 16 de la sous-unité B, nécessaire a la fixation au récepteur Gb3
(Lindgren et al., 1994). Une autre étude portant sur d’autres variants Stx2 a montré que la
substitution d’un seul acide aminé dans la sous-unité A pouvait entrainer une baisse de la
cytotoxicité du variant Stx2-O111 par rapport au variant Stx2-OX3a. En revanche, c’est plutot
une différence dans la séquence protéique de la sous-unité B qui explique les différences de
cytotoxicité observées pour les variants Stx2-048 et Stx2-OX3b (Paton ef al., 1995). Lors de
cette étude, les différences observées in vitro n’ont pas été toujours retrouvées lors
d’expériences in vivo dans un modele murin. Le méme groupe a identifi¢ 2 acides aminés
dans la sous-unité¢ A qui pourraient €tre a I’origine d’une toxicité différente des variants Stx2-
048 et Stx2-OX3b envers un modele murin (Paton et al., 1995b). 1l est par conséquent
hasardeux d’affirmer qu’il existe des acides aminés particuliers nécessaires a la toxicité des
variants Stx in vivo ou in vitro, celle-ci étant une combinaison d’une bonne capacité¢ de la
toxine a se lier a son récepteur (sous-unité B) a laquelle vient s’ajouter sa capacité a inhiber la

synthése protéique (sous-unité A).

3-4. Réqulation de I'expression des géenes stx.

Afin de bien comprendre la régulation de 1’expression des genes stx, il est nécessaire de
bien connaitre leur organisation. Depuis 1’analyse génétique de la souche 026 :H11 H19 et de
la souche O157:H7 EDL 933, on sait que les génes stx sont portés par des prophages de type
lambda (Scotland et al., 1983;0'Brien et al., 1984)(figure 17). La taille du génome de
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différents phages est variable et a ¢ét¢ estimée entre 47 kb et 70 kb (Rietra et al.,
1989;Willshaw et al., 1987).

PR [R'
EI[EIII:EEQIC_.-:-EIE 933w

tRNAs
pR R
M T T Tl T et H19B
PR R

o+ B0 - 3 -

Figure 17 : Représentation schématique des régions précoces et tardives des phages 933W (stx2),
H19B (stx1) et lambda.

Les génes O et P représentent les origines de réplication, Q code un antiterminateur, S, R et Rz codent les
protéines de lyse, nécessaires pour la libération des particules phagiques. Trois ARNt sont localisés en
amont du géne stx2 du phage 933W. Les rectangles entre O, P et Q représentent des génes dont les phases
ouvertes de lecture sont conservées chez les 3 phages (Schmidt, 2001).

3-4.1. La réponse SOS

Les phages portant les genes stx sont inductibles comme les autres phages de type lambda.
Cette induction passe par un systéme bactérien de réponse au stress : le systetme SOS. Ce
systéme est mis en place dans la cellule bactérienne lorsqu’il y a accumulation d’ADN simple
brin dans la cellule suite a des dommages de I’ADN lors d’une irradiation aux UV, lors d’une
alkylation de I’ADN, ou lors de tout autre processus d’altération de ’ADN (Sutton et al.,
2000). La réplication de I’ADN est alors bloquée, et la réponse SOS se met en place
(figurel8). Le régulateur majeur de la réponse SOS est la protéine RecA, présente en faible
quantité mais de fagon constante dans la cellule. En présence d’ADN simple brin, la protéine
RecA se fixe sur ’ADN endommagé pour former des filaments et acquiert ainsi une activité
protéase. RecA ainsi activée induit 1’autoclivage du répresseur LexA qui réprime les genes du
régulon SOS. Parmi les génes du régulon SOS figurent les génes lexA, recA, les génes uvr
impliqués dans la réparation des dommages liés aux UV, le géne sul4 qui inhibe la division
cellulaire afin de laisser le temps nécessaire a la réparation de ’ADN (Janion, 2001). Ces
génes possedent sur leur promoteur un site de fixation de LexA nommé SOS box. En

analysant le génome de E. coli, il a été découvert que 1% des geénes possédaient une SOS box
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sur leur promoteur (Fernandez de Henestrosa et al., 2000). La réponse SOS est donc un
phénomene cellulaire global dont [D’activation est sous la dépendance de nombreux
phénoménes physiques ou biologiques qui peuvent aller d’une simple variation de pH a
I’action d’antibiotiques ayant un effet sur I’ADN, comme la mitomycine C (MC) ou les

quinolones.

DNA Damage LEMlnductn::on of the SOS Response
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Figure 18 : Induction de la réponse SOS bactérienne.

Suite a une altération de ’ADN, la protéine RecA présente dans le cytosol se fixe 2 ’ADN simple brin
(ssDNA) pour former un complexe nucléoprotéique. RecA acquiert ainsi une activité co-protéase qui
permet le clivage du régulateur négatif LexA conduisant & une expression des génes de réparation de
I’ADN, tels umuC, umuD, uvrA. Dinl inhibe I’activité co-protéase du complexe RecA-ADN simple brin
(Sutton et al., 2000).

RecA induit aussi I’autoclivage du répresseur cl du phage lambda. Le prophage est
maintenu en phase lysogénique par le répresseur cl produit par I’expression constitutive des
geénes présents sur le phage lui-méme (figure 19). Ce répresseur se fixe sur des opérateurs
présents sur les promoteurs des geénes précoces du phage, pL et pR. Les génes stx sont situés
en aval d’un autre promoteur tardif du phage, pR’ (Plunkett et al., 1999;Wagner et al., 2001).
Un terminateur de transcription assure 1’inefficacité de ce promoteur lors de la lysogénie. En
revanche, lorsque le phage est induit, le répresseur cl est clivé, I’expression des genes
précoces (de réplication du phage notamment) est rendue possible. Parmi ces génes précoces
se trouve aussi le geéne codant pour I’antiterminateur Q. Cet antiterminateur permet la
transcription des genes tardifs du phage, dont les geénes stx et les génes de lyse, a partir du
promoteur pR’. En outre les études génomiques ont identifi¢ un autre promoteur, pstx, situé
directement en amont des génes stx et en aval de 1’antiterminateur (Sung et al., 1990). Par
conséquent, les mécanismes de régulation de I’expression des geénes stx pourraient intervenir
au niveau de ces 2 promoteurs par une régulation directe du promoteur pstx et par une action

sur I’induction de la phase lytique du phage.
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Figure 19 : structure du phage 933W portant les génes Stx2.

p:promoteur, t:terminateur, cl: répresseur, N, Q : antiterminateurs, attL. et attR: jonctions prophage-
ADN bactérien. Les génes Stx2 sont situés en amont des génes de la lyse du phage. En phase lysogénique, la
réplication du phage est réprimée par cl. Les génes stx sont faiblement exprimés sous I’effet d’un
promoteur constitutif. Lorsque le phage est induit, le répresseur cl subit un autoclivage et les deux
protéines N et Q produites permettent une forte expression des génes de la réplication, de la lyse et de la
morphogénése du phage ainsi que I’expression des génes Stx2.

La Shiga toxine Stx2 est induite par un grand nombre d’antibiotiques dont ceux de la classe
des quinolones (Matsushiro et al., 1999;Kimmit et al., 2000). Or les quinolones sont des
agents inducteurs puissants du systétme SOS par I’inhibition d’une ADN gyrase, ce qui
provoque une altération de I’ADN et une activation de la protéine RecA (Piddock et al.,
1990). L’absence de RecA dans les bactéries diminue considérablement la production de
phages in vitro, ce qui se traduit par une totale avirulence de la souche in vivo (Fuchs et al.,
1999). Une étude parue en 2003 a évalué I’effet d’un traitement a la MC sur des souches
STEC provenant de diverses origines (bovines ou humaines responsables de SHU). Au cours
de cette étude, il a ét¢ mis en évidence que le gene stx/ était peu induit en présence de MC
dans la plupart des souches, tandis que le géne stx2 était fortement induit dans la quasi totalité
des souches (Ritchie et al., 2003). Cette observation a conduit a 1’hypothése que dans la

plupart des souches les génes stx/ sont situés sur des prophages défectifs.

Cette régulation positive de la production de toxine Stx2 par le systtme SOS est un
phénoméne trés important puisque cette toxine est a 1’origine des cas les plus séveres
d’infections par les EHEC. Dans I’intestin humain les EHEC sont probablement soumises a
un certain nombre de stimuli qui peuvent avoir un impact sur I’intégrité de leur ADN. Entre
autres on peut citer le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) produit par les neutrophiles. Il a déja été
montré in vivo que H,O, avait une action positive sur la production de Stx2 (Wagner et al.,
2001). Les autres stimuli peuvent étre dus a la composition méme du contenu intestinal
humain (pH, présence d’autres bactéries, métabolites, hormones, etc) ou bien aux traitements
médicaux administrés aux patients infectés, comme les antibiotiques. Ces antibiotiques

pourraient donc avoir un effet positif sur la production de toxine par les EHEC et par
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conséquent un effet négatif sur la santé du patient traité en aggravant ses symptomes.
Cependant, il n’a pas ¢ét¢ mis en évidence de corrélation claire entre le traitement aux
antibiotiques et le développement d’un SHU. Ceci est appuy¢ par le fait que dans la plupart
des cas le traitement antibiotique est administré quand les symptomes hémorragiques
apparaissent, ce qui correspond au moment ou les EHEC sont déja éliminées du tractus
intestinal, qu’elles ne colonisent que de fagon transitoire. De plus, certains stress subis par les
EHEC éventuellement présentes dans les aliments lors de la chaine de préparation pourraient
induire une forte production de toxine Stx2. Par exemple, il a ét¢é montré que la pression
hydrostatique exercée par I’industrie agroalimentaire pour détruire les microorganismes
présents dans les aliments pouvait induire une production importante de phages codant pour
les toxines par des souches E. coli K12 lysogénisées. Cette production de phages est corrélée
a une induction de I’expression du geéne recA. Ces deux observations n’ont cependant pas été
retrouvées dans le cas d’EHEC sauvages, laissant supposer que celles-ci disposent de

mécanismes de régulation plus fins (Aertsen et al., 2005).

3-4.2. Influence de la concentration en fer

Il était connu depuis de nombreuses années que la synthése de la Shiga-toxine par S.
dysenteriae était sous la dépendance de la concentration en fer (Harmsen H. J. M. et al.,
1999). En 1982, il a ét¢ montré que la production de Shiga toxine de type I chez E. coli était
aussi réprimée en présence de fer (O'Brien et al., 1982), et que cette régulation était sous le
controle de la protéine Fur, régulateur transcriptionnel négatif produit en présence de Fe
(Calderwood and Mekalanos, 1987), qui se fixe probablement en amont du promoteur pstx/.
Cependant, la concentration en fer ¢tant faible dans D’intestin, le promoteur pstx/ est
probablement déréprimé et par conséquent il est peu probable que cette répression joue un
role important in vivo. La synthése de Stx2, quant a elle, n’est pas réprimée en présence de fer

(Sung et al., 1990).

Outre les agents endommageant I’ADN, d’autres facteurs peuvent intervenir dans
I’activation du systéme SOS bactérien. En effet, il a été montré que les polyamines, qui sont
abondamment présentes dans le tube digestif et aussi produites par E. coli, jouaient un role
dans I’expression du geéne recA chez E. coli K12 (Kim and Oh, 2000;0h and Kim, 1999). Les
polyamines sont impliquées dans 1’expression de recA en absence d’induction du systéme
SOS mais aussi sous I’effet de la MC et d’autres agents inducteurs. En effet, la déplétion en
polyamines diminue de fagon drastique 1’expression du geéne rec4 en conditions basales ou

induites. Il apparait donc que les polyamines sont des médiateurs essentiels a 1’expression de
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recA et donc a la bonne activation de la réponse SOS chez E. coli K12 (Oh and Kim,

1999;Kim and Oh, 2000).

En résumé, comprendre les mécanismes de régulation des genes stx in vivo n’est pas une
tache aisée du fait de la complexité du milieu intestinal et donc de la multitude de stimuli
probablement exercés sur les EHEC dans ce milieu aussi bien par I’hote, les conditions

physico-chimiques et le microbiote intestinal.

4 - LE MICROBIOTE COLIQUE HUMAIN.

4-1. Structure du microbiote colique

4-1.1. Biodiversité et composition de la flore colique
La flore colique humaine consiste en une importante biomasse d’environ 10'* bactéries
réparties en plus de 1000 especes différentes dont la plupart sont des bactéries a Gram positif

et vivent en anaérobiose (Zoetendal et al., 2006).

Depuis les travaux pionniers de Wilson (Wilson and Blitchington, 1996), de nombreuses
¢tudes ont permis de mettre en évidence les espéces bactériennes dominantes issues
d’échantillons fécaux d’adultes. Par différentes approches (Dot-Blot, Hybridation
Fluorescente In Situ (FISH) et puces a ADN), trois groupes majeurs ont été identifiés (figure
20): le groupe des Bacteroides (et les especes apparentées a ce genre comme Prevotella et
Porphyromonas), le groupe des Clostridium coccoides, et celui des Clostridium leptum. Ces 2
derniers groupes comprennent, en fait, un ensemble d’espéces appartenant aux genres
Eubacterium, Ruminococcus et Clostridium, ainsi que les espéces Coprococcus eutactus et
Faecalibacterium prausnitzii (Sghir et al., 2000;Wilkinson and Schut, 1998;Franks et al.,
1998;Harmsen H. J. M. et al., 1999;Harmsen et al., 2002;Doré J., 2004).

Estomac Genres angrobies Genres aérobies

10!-103 ufc/ml Bifidobacterium Escherichia

Duodenum
101-103 ufc/ml Clostridium Enterococcus
Célon Jejunum/lleum  Bycteroides Streptococcus
10'1-10'2 ufc/ml 104-107 ufc/ml ) )
Eubacterium Klebsiella

Figure 20 : Densité bactérienne dans le tube digestif humain et principaux genres représentés.

La densité bactérienne augmente en descendant le tube digestif pour atteindre un niveau de population
record pour un écosystéme. (O'Hara et al., 2006)
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Ces études ont aussi montré qu’il existait une grande variabilité inter-individuelle en ce qui
concerne la proportion des 3 différents groupes. En effet, les groupes Bacteroides,
Clostridium coccoides et Clostridium leptum varient respectivement de 7 a 74%, de 6 a 39%
et de 7 a 28% de la flore totale (Sghir et al., 2000) (Wilson and Blitchington, 1996) (tableau
5). La technologie des puces a ADN a permis entre autres choses de caractériser trés
rapidement un €cosystéme complexe. Ainsi, les espeéces Bacteroides vulgatus, Bacteroides
thetaiotaomicron, Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus spp., Eubacterium spp., et
Ruminococcus productus, déja considérées comme dominantes par les autres techniques, ont

été retrouvées dominantes dans la flore fécale (Wang et al., 2002;Wang et al., 2004).

Franks et al., 1998 Sghir et al., 2000 Harmsen et al., 2002

(% de la flore totale) (% de I’ARN total) (% de la flore totale)
Genres ou groupes FISH Dot Blot FISH
bactériens
Bacteroides
Prevotella 20 37 27,7
Porphyromonas
Groupe des 16
Clostridium leptum
Groupe des + E. rectale 14 + E. rectale
C. coccoides 29 22,7
Ruminococcus ND ND 10,3

Lactobacillus 12 2 + Enterococcus

0,01

Enterococcus ND 1 * Lacgoé)lacnlus
Atopobium ND ND 11,9
Bifidobacterium 3 2 4.8
% total retrouvé 64 70 77,4

Tableau S : Comparaison de la composition des principaux genres ou groupes microbiens du
colon par les techniques de Dot-Blot et d’hybridation in situ (FISH) (Franks et al., 1998;Sghir et
al., 2000;Harmsen et al., 2002).

Des résultats comparables ont été obtenus a partir d’échantillons issus de tissu colique sain.
Cependant, la majorité des micro-organismes observés dans ces €tudes (62 a 75 %) ne
correspond pas a des especes connues, indiquant la présence potentielle d’une multitude de
bactéries encore non identifiées mais faisant partie de la flore colique dominante (Hold et al.,
2002;Hayashi et al., 2002;Eckburg et al., 2005). La répartition de ces clones a I’intérieur des

3 grands groupes (Bacteroides, Clostridium coccoides et Clostridium leptum) est trés variable
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selon les individus. A I’inverse, 100 % des séquences affiliées au groupe des Archaea se

rassemblent sur un seul phylotype, celui de Methanobrevibacter smitii (Eckburg et al., 2005).

4-1.2. Etablissement et variation de la flore colique

4-1.2.1. Etablissement de la flore colique

Le tube digestif du nouveau-né étant stérile, les premieres bactéries colonisatrices du tractus
digestif different selon I’environnement auquel I’enfant est exposé¢ (Edwards and Parrett,
2002). Ainsi, la composition de la flore vaginale et fécale de la meére, et le mode
d’accouchement (naturel ou par césarienne) sont autant de facteurs susceptibles d’influencer
la diversité bactérienne du tube digestif de I’enfant (Mountzouris et al., 2002). Une flore
simplifiée s’implante tout d’abord a partir des flores maternelles vaginales, intestinales et
cutanées, puis 1’exposition continuelle aux flores de I’environnement conduit a une flore
digestive beaucoup plus diversifiée qui est considérée comme identique a celle de 1’adulte

vers 1’age de deux ans (Mackie et al., 1999).

Si I’acquisition d’une flore d’adulte peut prendre plusieurs mois, le mode d’allaitement joue
¢galement un role déterminant dans 1’évolution de la composition de la flore entre la
naissance et le sevrage. Ainsi, plusieurs études basées sur des approches culturales ont montré
que les enfants nourris au sein développent une flore dominée par les bactéries appartenant
aux genres Bifidobacterium et Lactobacillus alors que la flore des enfants nourris au lait
maternisé est principalement représentée par des Bacteroides, des Clostridium et des
entérobactéries (Fuller R., 1992;Harmsen ef al., 2000). Le genre bactérien indicateur de
I’alimentation au lait maternisé serait le genre Clostridium, dont les espéces sont toujours
représentées dans ce cas (Tannock G.W., 1994). D’autres études ont mis en évidence la
présence en dominance d’espéces du genre Ruminococcus dans la flore fécale d’enfants agés
de quelques jours a plusieurs mois, quel que soit le type d’alimentation (Favier et al., 2002).
Cependant, apres le sevrage, quel que soit le type d’alimentation antérieure de 1’enfant, la
composition globale de la flore colique, au niveau des grands groupes microbiens, devient

semblable (Mackie et al., 1999).

4-1.2.2. Variation de la flore colique au cours du temps

La majorité des études concernant la stabilité de la flore des sujets adultes indique que
celle-ci est stable sur une période de quelques semaines a quelques mois chez le sujet sain, a
I’échelle du groupe, du genre, et méme de 1’espéce (Holdeman et al., 1976;Zoetendal et al.,

1998). Franks et al. ont étudié la variation de la flore fécale sur 8§ mois chez 9 sujets (Franks
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et al., 1998). La variation au sein du groupe Bacteroides était plus importante que celle du
groupe Clostridium coccoides. Cependant, le genre le plus variable était Bifidobacterium chez
tous les sujets. A 'opposé, d’autres auteurs ont montré que Bifidobacterium était une

population stable du colon sur une période de quatre semaines (Satokari et al., 2001).

Il existe assez peu d’études portant sur la flore du sujet agé (Blaut et al., 2002;Saunier and
Dore, 2002), mais celles-ci montrent que la diversit¢ de la flore augmente avec 1’age. Le
vieillissement s’accompagnerait d’une diminution du nombre de bifidobactéries et d’une
augmentation concomitante des lactobacilles, clostridies et entérobactéries (Benno et al.,

1989;Saunier and Dore, 2002).

4-1.2.3. Variation de la flore en fonction du site colique

Des dénombrements effectués sur des sujets décédés de mort subite indiquent que la
composition de la flore fécale est représentative de la population bactérienne présente dans le
colon (MacFarlane and Cummings, 1991). Cependant, le nombre de micro-organismes
anaérobies stricts augmente de plus de 100 fois du colon proximal au célon distal (Marteau et
al., 2001). Les micro-organismes anaérobies facultatifs représentent environ 25 % de la flore
dominante de colon proximal et leur concentration reste constante dans le colon distal. Les
espeéces des genres Bacteroides et Bifidobacterium sont en nombre significativement plus

important dans les selles que dans le colon proximal (Tableau 6).

4-1.2.4. Variation de la flore colique en fonction de I'alimentation

Une modification importante et constante de la composition de la flore colique d’un sujet
adulte semble assez difficile a obtenir par changement du régime alimentaire (Salyers et al.,
1985), comme cela a pu étre observé chez la souris, le rat et les ruminants. Toutefois, la
composition de la flore colique dominante de sujets vivant dans différents pays et ayant, par
conséquent, des habitudes et des régimes alimentaires différents (par exemple, sujets

occidentaux et orientaux) varie considérablement (Finegold, 1983).

4-2. Fonctions du microbiote humain

Le microbiote intestinal joue un réle important dans les fonctions de 1’intestin, en exercant

différentes actions protectrices, structurales et métaboliques (figure 21).
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Fonctions protectrices Fonctions structurales  Fonctions métaboliques
Effet barricre Fortification de la barricre C%rlltr(‘)le de la prolifération et de la différentiation des
Compétition pour les Induction des IgA ] o o ] )
nutriments . . . Meétabolisation des carcinogénes alimentaires
o Fortification apicale des . o i

Compétition pour les jonctions serrées Synthése des vitamines : biotine, folate...
récepteurs . . - . . N

P ) Développement du Fermentation des résidus alimentaires non digestibles
Production de facteurs systéme immunitaire . .
antimicrobiens: bactériocines, Absorption des ions

acide lactique... Récupération d’énergie

Acides gras a chaine Mg 2 Vitarmin K
- courte : Biotin
Bactéries commensales
Folate

Figure 21: Différentes actions protectrices, structurales et métaboliques exercées par le
microbiote intestinal humain sur la muqueuse intestinale (O'Hara et al., 2006).

4-2.1. Fermentations

La principale fonction des bactéries composant le microbiote intestinal humain est la
fermentation de substrats présents dans le tube digestif et apportés par 1’alimentation ou 1’hote
lui-méme. Ces substrats sont multiples : glucides tels que 1’amidon résistant, les
polysaccharides non digestibles (cellulose, hémicellulose), oligosaccharides (fructo ou
glucooligosaccharides, inuline), monosaccharides, mucines et les glucides synthétiques. Les
protéines d’origine alimentaire ou endogenes peuvent aussi €tre utilisées comme substrats au
méme titre que les cellules épithéliales desquamées ou les acides organiques. Les bactéries
sont organisées en chaine trophique de dégradation, ce qui permet une meilleure utilisation
des nutriments et fournit a ’hote des substrats énergétiques : les acides gras volatils ou acides
gras a chaine courte (AGV ou AGCC). Les acides gras majoritaires produits par le microbiote
colique humain sont 1’acétate, le butyrate et le propionate. Ces 3 acides gras représentent 85 a
95% des AGCC totaux et le rapport molaire des ces AGCC varie peu ; il est de ’ordre de
60/20/20 (acétate/propionate/butyrate) (MacFarlane and Cummings, 1991). Les autres AGCC,
produits en moins grande quantité, sont le lactate, le succinate et le formiate. La production
d’AGCC totaux varie de 200 a 500 mmoles/jour (Flourié B., 1988), et la concentration
d’AGCC dans le colon proximal est de 142 mmoles par kg de contenu colique et 96 mmoles
par kg dans le c6lon distal (Cummings et al., 1987). Cependant, cette production d’AGCC ne
représente qu'un apport trés mineur d’énergie pour I’hdte, estimée a environ 5% de I’énergie
totale ingérée.
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4-2.2. Synthese de vitamines

L’étre humain n’est pas capable de synthétiser les vitamines, cofacteurs essentiels pour les
fonctions cellulaires et le développement. Une déficience en une ou plusieurs vitamines peut
avoir un effet délétere important. Par conséquent, il est nécessaire d’obtenir ces vitamines de
manic¢re exogeéne. Les deux sources de vitamines sont l’alimentation et le microbiote
intestinal. En effet, les bactéries sont capables de synthétiser une grande variété de vitamines
telles que la biotine (vitamine H), la famille des vitamines B (B1, B2, B5, B6, B7, B9 et B12),
la vitamine K. I1 a été montré récemment que les voies métaboliques de biosynthése du folate
(vitamine B9), de la thiamine (vitamine B1), de la pyridoxine (vitamine B6) ainsi que de la
cobalamine (vitamine B12) sont fortement représentées dans le métagénome du microbiote
colique humain (Gill ef al., 2006). Les cellules épithéliales humaines sont capables d’absorber

ces vitamines grace a des systémes de transport efficaces (Said and Mohammed, 2006).

4-2.3. Induction de I'angiogénése du tube digestif

Le microbiote intestinal est également impliqué dans 1’angiogénéese intestinale. Cette
vascularisation est aussi médiée par les cellules de Paneth au cours des 4 premiéres semaines
de la vie de la souris. Ces cellules sont capables seules de permettre le développement d’une
vascularisation du villus intestinal, mais il a été¢ observé chez les souris axéniques une faible
vascularisation comparativement a celle observée chez les souris conventionnelles
(Stappenbeck et al., 2002). De la méme maniére que pour la synthése d’angiogénine 4,
I’inoculation d’un microbiote provoque une vascularisation tardive mais équivalente en
termes de densité de réseau a celle des animaux conventionnels. De plus, B. thetaiotaomicron
est capable a lui seul d’induire cette angiogénése via les cellules de Paneth (Stappenbeck et

al., 2002).

4-2.4. Réle dans la protection de I’héte

4-2.4.1. Effet barriere

Un des effets majeurs de la présence d’un microbiote dans le tube digestif humain est la
protection de I’hote contre les infections en empéchant la colonisation du tube digestif par les
bactéries pathogeénes (Lievin-Le Moal and Servin, 2006). Cet effet barriére s’exerce a
plusieurs niveaux, et tout d’abord par une compétition pour les nutriments. En effet, une
bactérie exogéne ne peut s’implanter que si elle utilise des nutriments différents de ceux
utilisés par les bactéries déja présentes, ou si elle possede un avantage en regard de 1’efficacité

d’utilisation des nutriments. La flore résidente limite aussi la colonisation par les bactéries
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pathogeénes en occupant la quasi totalité des sites de colonisation situés sur 1’épithélium
intestinal. Les bactéries lactiques, qui sont représentées dans le microbiote, ont la particularité
d’adhérer méme mortes aux cellules intestinales en culture, empéchant ainsi 1’adhésion de

bactéries pathogenes (Chauviere ef al., 1992).

Un autre facteur important pour la mise en place de I’effet barriere est la production
d’agents antimicrobiens tels les bactériocines ou 1’acide lactique. Les bactériocines sont des
composés protéiques produits par les bactéries lactiques, en particulier du genre Enterococcus
(Nes et al., 2007). Elles sont classées en 4 groupes : la classe I ou lantibiotiques, petits
peptides qui subissent d’importantes modifications post traductionnelles. La classe II
comprend des petits peptides de 4 a 6 kDa thermostables qui ne subissent pas de
modifications post traductionnelles. Cette classe est subdivisée en plusieurs sous-classes. Les
bactériocines appartenant a ces 2 classes sont secrétées par un ABC transporteur. La classe 111
est constituée de grandes protéines thermosensibles, et la classe IV de grandes protéines
complexes. Ces bactériocines ou entérocines possédent suivant le cas des activités
antimicrobiennes contre certaines especes phylogénétiquement proches de bactéries de la
flore, appartenant en particulier aux genres Enterococcus ou Lactobacillus, mais aussi et
surtout contre certaines bactéries pathogénes présentes dans I’alimentation, comme Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus (Cleveland et
al., 2001). Certaines bactériocines peuvent avoir un effet sur des souches pathogenes
d’espéces présentes dans le microbiote : par exemple I’entérocine T8 est active contre des
souches uropathogenes de Enterococcus faecalis de (De Kwaadsteniet et al., 2006). Les
bactéries lactiques produisent en outre de I’acide lactique qui posséde un effet délétere sur la
survie des agents pathogeénes. En effet, la production d’acide lactique a pour effet de baisser

trés localement le pH intestinal a une valeur qui inhibe la croissance des agents pathogenes.

Outre la production directe de bactériocines, les bactéries de la flore sont capables d’induire
la production de molécules antimicrobiennes par les cellules épithéliales (Lievin-Le Moal and
Servin, 2006). En effet, I’épithélium secréte des protéines antimicrobiennes, en particulier via
les cellules de Paneth situées au fond des cryptes des villosités intestinales. Ces cellules
sécretent des granules contenant de fortes concentrations de molécules antimicrobiennes telles
que le lysozyme, la phospholipase A, et les défensines ou les angiogénines. La production de
ces molécules peut étre régulée par la présence de bactéries (figure 22). Par exemple, la
production d’angiogénine 4 augmente progressivement chez la souris nouveau-né

conventionnelle parallelement a I’implantation de la flore, et sa concentration atteint
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rapidement le niveau retrouvé chez 1’adulte (Cash H. L. Hooper L. V., 2005). Cette régulation
n’est pas retrouvée chez la souris axénique sauf si on lui inocule a posteriori une flore
intestinale. De plus, I’espeéce B. thetaiotaomicron seule est suffisante pour stimuler la
production de I’angiogénine 4. Cette régulation par les bactéries n’est pas observée pour la

phospholipase A; et pour la famille des a-défensines (Hooper ef al., 2003).

Ang cible les bactéri e
p gram+, aidant a établi
. dans Pintestin une
population
m?oritairement gram-

2 o
Les bactéries commensal
déclenchent l’expreﬂion.
PAngiogenine-4

Granules de Cellules de Paneth
sécrétion contenant
I’Angiogenine-4

Figure 22 : Contributions bactériennes a ’immunité innée de ’intestin.

Les bactéries commensales déclenchent I’expression de ’angiogénine-4, une protéine bactéricide produite
par les cellules de Paneth de DP’intestin gréle. Cette angiogénine-4 cible spécifiquement les bactéries a
Gram-+, tandis que les organismes 2 Gram- sont épargnés. Les bactéries jouent un réle central dans la
formation de I’arsenal antimicrobien des cellules de Paneth. Les molécules signal utilisées par les bactéries
pour communiquer avec les cellules de Paneth sont inconnues (Cash H. L. Hooper L. V., 2005).
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4-2.4.2. Développement de I'immunité

Une autre fonction du microbiote colique est le développement du systéme immunitaire. En
effet, de nombreuses études montrent que le microbiote intestinal est nécessaire a la
maturation du tissu lymphoide intestinal et au bon développement du répertoire des
lymphocytes B. Les lymphocytes se développent au contact d’antigénes intestinaux auxquels
ils sont confrontés, notamment au niveau des plaques de Peyer (Mowat, 2003). Or, il a été
observé que les animaux axéniques possédent peu de plaques de Peyer, et que le cas échéant
celles-ci sont moins actives que chez les animaux conventionnels. L’inoculation d’une seule
espece bactérienne ne suffit pas a rétablir un développement complet des plaques de Peyer.
Ceci suggére donc qu’un large consortium bactérien et donc d’antigénes est nécessaire a un
bon développement des lymphocytes B. Le microbiote contribue aussi au développement des
lymphocytes intraépithéliaux qui sont insérés entre les cellules épithéliales intestinales

(Umesaki et al., 1993).

4-2.4.3. Homéostasie de la réponse inflammatoire.

Les cellules épithéliales sont constamment exposées aux microorganismes commensaux.
De facon assez surprenante, la quantit¢ de bactéries présentes ne provoque pas une
inflammation de la muqueuse intestinale en conditions physiologiques. Il semble donc que la
réponse immunitaire innée soit séveérement régulée pour éviter une inflammation chronique.
L’ensemble des mécanismes de régulation impliqués n’a pas encore €té identifié, mais le role
de certaines voies de signalisation a ét¢ démontré. En effet, la voie de régulation des Toll Like
Récepteurs (TLR) sous I’effet des bactéries commensales apparait essentielle pour le maintien

de la fonction barriere (Cario et al., 2004;Vora et al., 2004)(figure 23).
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Figure 23 : Les voies de signalisation des TLR
dans les cellules épithéliales intestinales (CEI).

L’expression de TLR4 et MD-2 est faible dans les
CEI en particulier dans le célon. TLR4 permet la
reconnaissance du LPS aussi de facon
intracellulaire. MD-2 est une protéine accessoire
nécessaire a la reconnaissance du LPS par TLR4.
MyD88 est une protéine adaptatrice nécessaire a

P’activation des voies signalisation induites par la
fixation des ligands bactériens au TLR. TLRS
reconnait la flagelline, TLR2 reconnait le
lipopeptide bactérien et TLR1-TLR6 reconnait le
peptidoglycane le lipoarabinomannane et D’acide
lipotechoique. TLRS est exprimé aux poles
basolatéral et apical. NOD2 et TLRY9 sont
intracellulaires. La voie de signalisation des TLR
utilise plusieurs intermédiaires utilisés par les
récepteurs a Dinterleukine-I dont la protéine
IRAK. TRAK via la protéine TRAF6 permet la

&L\“
NFKBy " e’

w v W

e |
TLR-9

MyD&8 translocation nucléaire du facteur de transcription
.TLRS NF-xB en phosphorylant IkB. IRAK est inhibé par
Flagellin Tollip ou SIGIRR. Le récepteur cytoplasmique

NOD?2 une fois activé par le muramyl dipeptide
(MDP: la plus petite unité du peptidoglycane
commune aux bactérie Gram + et Gram -) agit
directement sur IkB (Abreu et al., 2005).

Ces récepteurs cellulaires sont présents a la surface des cellules épithéliales intestinales et
reconnaissent certains ligands bactériens comme le LipoPolySaccharide (LPS) (TLR4),
I’acide lipoteichoique (LTA) (TLR2), la flagelline (TLRS), le PeptidoGlycaNe (PGN)
(TLR2). Plusieurs études ont montré que I’activation des TLR via I’adaptateur MyD88
eucaryote par le microbiote intestinal jouait un rdle essentiel dans 1’inhibition de
I’inflammation chronique du c6lon (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Pour expliquer la tolérance
de D’épithélium aux bactéries commensales, 2 mécanismes peuvent étre envisagés. La
premicre hypothése serait une sous expression constitutive des ces TLR. En effet, les cellules
¢épithéliales intestinales expriment peu de TLR2 et TLR4 et par conséquent ne montrent pas
une forte réponse a la présence de LPS et de peptidoglycane (Abreu et al., 2001;Melmed et
al., 2003). L’induction d’une tolérance des cellules épithéliales aprés une exposition répétée
aux ligands est un autre mécanisme envisagé. En effet, I’exposition aux ligands d’origine
bactérienne provoque une réduction de la quantité de récepteurs TLR a la surface de la
cellule, bien que la quantité de protéine TLR totale dans la cellule reste identique. De plus,
une protéine Tollip (Toll-interacting protein) inhibitrice des voies de signalisation des TLRs
via la protéine IL-1R-associated Kinase (IRAK), est surexprimée dans les cellules exposées
au LPS et LTA (Otte et al, 2004). La protéine cytoplasmique Nod2 pourrait aussi étre

impliquée. Cette protéine reconnait un composant du PGN bactérien et il a ét¢ montré que la
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mutation de nod?2 induit la voie de signalisation des TLR. Nod2 répondant au peptidoglycane
aurait donc une action régulatrice sur la signalisation des TLR conduisant a 1’activation de
NF-kB et donc a une inflammation (Watanabe et al., 2004). En absence d’induction les 2
sous-unités de NF-kB sont piégées dans le cytosol par I’inhibiteur IkB. Lors de 1’activation
des TLR, IkB va étre ubiquitinylé, ce qui provoque sa destruction par le protéasome, libérant
ainsi NF-kB qui va étre transloqué dans le noyau. Or les bactéries commensales peuvent
inhiber I’inhibition de IkB et ainsi empécher la translocation de NF-kB est avoir un role anti
inflammatoire (Neish et al., 2000).

Les bactéries commensales peuvent donc moduler la réponse inflammatoire afin de
maintenir I’intégrité de 1’épithélium intestinal en conditions non physiopathologiques. Les
microorganismes commensaux sont en outre capables d’atténuer la réponse inflammatoire
induite par les bactéries pathogénes afin d’éviter une altération trop importante de la barricre
épithéliale (figure 24). En effet, Bacteroides thetaiotaomicron est capable d’inhiber la
production d’IL-8 induite par E. coli O157 :H7 ainsi que le recrutement des leukocytes par

Salmonella Enteritidis.
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Figure 24 : Mécanismes d’inhibition de ’activation de NF-xB.

Les bactéries pathogénes déclenchent I’activation de la kinase IkB, la dégradation de IkBa et la
translocation nucléaire des sous-unités p50/p65 de NF-kB. Certaines bactéries commensales court-
circuitent ces effets en favorisant I’exportation hors du noyau de p65 via des associations avec le
peroxisome proliferator-activated receptor (PPARy). D’autres bactéries commensales inhibent la
dégradation de IxBa (O'Hara et al., 2006).
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En fait, B. thetaiotaomicron favorise I’export de RelA (sous-unité¢ de NF-kB) en association
avec le facteur anti inflammatoire PPARYy hors du noyau, ce qui diminue ’effet de ce facteur
transcriptionnel (Kelly et al., 2004) (figure 25). Lactobacillus reteuri inhibe quant a lui
I’inflammation induite par Salmonella enterica en empéchant la dégradation de IxB (Ma et
al., 2004), tandis que Bifidobacterium infantis et Lactobacillus salivarius inhibent la
production d’IL-8 NF-kB dépendante induite par Salmonella Typhimurium (O'Hara et al.,
2006).

Salfrmon

Salmonella
enteritiois

== + — . Baclteroides
thelaiolacericron

Figure 25 : Action anti-inflammatoire de Bacteroides thetaiotaomicron.

Aprés contact avec les CEL, Salmonella Enteritidis déclenche I’activation de la kinase IxB, la dégradation de
IxkBa et la translocation nucléaire de la sous-unité RelA de NF-kB. La flagelline de Salmonella via
P’activation de TLRS est cruciale pour ’activation de I’expression de génes proinflammatoires NF-xB
dépendante. B. thetaiotaomicron exerce ses effets antiinflammatoires en favorisant ’exportation de RelA. Cet
effet est dépendant du récepteur nucléaire PPARy qui s’associe physiquement a RelA et ’exporte hors du
noyau terminant ainsi le processus proinflammatoire (Kelly et al., 2005).
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4-3. Influence des bactéries commensales et
probiotiques lors d’'infections a EHEC

A T’heure actuelle aucune étude n’a ét¢ menée pour analyser 1’effet du microbiote intestinal
humain sur la croissance des STEC ou sur I’expression de leurs facteurs de virulence. Les
seules études disponibles jusqu’a présent concernent I’effet d’autres E. coli sur la persistance
des EHEC et/ou la production de toxine. La plupart des études récentes s’intéressent plutdt a
I’effet d’un probiotique donné sur la colonisation des EHEC O157 :H7 et sur la production de

certains facteurs de virulence chez la souris.

4-3.1. Effet des E. colicommensaux

Les bactéries commensales peuvent avoir un effet sur la colonisation des E. coli O157:H7.
En effet, la présence de souches E. coli commensales chez la souris traitée a la streptomycine
diminue de fagon significative les taux d’excrétion fécale d’une souche E. coli O157:H7
(Gamage ef al., 2006). Mais la présence des bactéries commensales peut également favoriser
I’infection par les EHEC. En effet, il a ét¢ montré que des souches E. coli commensales non
pathogenes peuvent étre transduites dans I’intestin de souris par les phages des EHEC codant
les geénes stx, ce qui augmente les quantités de phages stx et de Shiga toxines produites in vivo
(Acheson et al., 1998;Gamage et al., 2003;Gamage et al., 2006). Cependant ces études ont été
réalisées dans un modele de souris traitées a la streptomycine. Dans ce modéle les E. coli
commensaux ont été ¢liminés et les seuls E. coli présents sont les souches de laboratoire
susceptibles ou non aux phages apportées par I’expérimentateur. Ces études ne tiennent donc
pas compte de la susceptibilité aux phages stx des E. coli commensaux. Or, la majorité des E.
coli présents dans I’intestin sont résistants a une infection par un phage (Kasman, 2005), et la
proportion d’E. coli sensibles aux phages a été estimée a 10% de la population totale des E.
coli commensaux (Gamage et al., 2004b). L’impact que pourrait avoir cette sensibilité aux
phages de certaines souches E. coli en conditions réelles in vivo lors de I’infection par les

EHEC est encore hypothétique.

En outre, il a ét¢ montré que le LPS de 2 souches E. coli non pathogénes de sérogroupe
0107 et O117 avait la capacité de se fixer a Stx2 et de diminuer sa toxicité envers les cellules
Vero, ce qui tend a prouver que certains composés connus ou inconnus produits par les
bactéries commensales peuvent avoir une influence sur la toxicité de la toxine Stx2 (Gamage

et al.,2004a).
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Toutes ces observations indiquent que les E. coli commensaux peuvent influencer la
persistance des EHEC et par conséquent la production de toxine dans le tube digestif. Les
caractéristiques de ces E. coli (sensibilité aux phages par exemple) semblent étre importantes
pour la propagation des phages codant les toxines et pour 1’éventuelle neutralisation des
toxines produites. En revanche, aucune étude ne montre I’effet du microbiote intestinal global

sur les EHEC, en particulier sur I’expression de leurs facteurs de virulence.

4-3.2. Effet des probiotiques lors d’infections par les EHEC
Les probiotiques sont des microorganismes (bactéries ou levures) qui, ingérés vivants en
quantités suffisantes, sont capables d’exercer des effets bénéfiques pour la santé de I’hote. Les
principales bactéries utilisées comme probiotiques sont majoritairement des bactéries
lactiques. L’essentiel des probiotiques disponibles sur le marché appartiennent donc aux
genres Lactobacillus (L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum et L. acidophilus) et

Bifidobacterium (B. animalis et B. lactis).

Les ¢études pionnieres du groupe de Reid ont démontré que les lactobacilles possédaient des
propriétés anti-adhésives qui leur permettaient d’inhiber I’adhésion de bactéries pathogénes
aux cellules hotes (Reid et al., 1995). 1l avait donc été suggéré que les lactobacilles et les
bifidobactéries partageaient ce mécanisme pour combattre les pathogénes gastrointestinaux.
En effet, les bactéries pathogénes sont étroitement associées a la muqueuse intestinale grace a
des facteurs d’adhésion produits par la bactérie. Si une telle association ne se fait pas, ’agent
pathogéne est rapidement éliminé. Un certain nombre d’espeéces de lactobacilles et de
bifidobactéries ont été montrées responsables d’une baisse de I’adhésion sur modeles
cellulaires d’agents pathogeénes des genres Salmonella, Yersinia, Klebsiella, Listeria ou
Escherichia. (Atassi et al., 2006;Bernet et al., 1994;Lee et al., 2003;0sset et al., 2001;Chen et
al., 2007;Johnson-Henry et al., 2007).

En plus de I’inhibition compétitive de 1’adhésion a la muqueuse intestinale qu’ils exercent
sur les microbes pathogeénes, les probiotiques sont capables de produire des agents
antimicrobiens ou bien de stimuler I’immunité mucosale. En effet, il a ét¢ montré que les
bactéries du genre Lactobacillus produisent du peroxyde d’hydrogeéne (H,O;) qui a pour effet
d’inhiber la croissance de Gardenella vaginalis lors de vaginose (Mastromarino et al., 2002).
Un tel effet n’a pour lors pas été démontré dans le tube digestif mais certaines souches
intestinales du genre Lactobacillus sont également capables de produire du H,O, (Annuk et
al., 2003). Les lactobacilles produisent en outre des acides tels que ’acide lactique et 1’acide

acétique et par conséquent peuvent baisser le pH de maniére trés locale et inhiber ainsi la
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croissance d’agents pathogeénes comme Salmonella enterica, Escherichia coli, etc.... Les
probiotiques modulent la réponse immune de 1’hote en activant la production de cytokines pro
et anti-inflammatoires, ce qui permet le recrutement des cellules du systéme immunitaire sur

le site de I’infection (Servin, 2004).

Enfin, les probiotiques sont capables au méme titre que les bactéries commensales de
produire des bactériocines actives contre certaines especes des genres Clostridium,
Pseudomonas et Staphylococcus entre autres (Silva et al., 1987). La baisse du pH provoquée
par la production d’acide lactique permettrait d’augmenter ’effet des bactériocines en

perméabilisant les membranes (Alakomi et al., 2000).

Les probiotiques semblent donc posséder un réel potentiel bénéfique pour 1’héte lors d’une
infection intestinale en agissant a plusieurs niveaux de I’infection : la colonisation, la réponse
immunitaire, et la réponse antibactérienne. Plusieurs études montrent un effet des

probiotiques sur les EHEC aussi bien in vitro qu’in vivo dans des mod¢les murins d’infection.

4-3.2.1. Impact des probiotiques sur la colonisation des EHEC et la

production de Shiga-toxine

Plusieurs études ont montré 1’impact des probiotiques sur la colonisation intestinale dans
des modeles animaux d’infection par les EHEC. En 2001 Ogawa et al. ont montré que la
souche Shirota de Lactobacillus casei permettait I’élimination d’une souche E. coli O157:H7
du colon de lapereaux coinfectés avec ces deux souches. La souche probiotique quant a elle
subsistait dans cet organe et la souche E. coli O157 était capable de se maintenir a un niveau
de population €levé en absence du probiotique (Ogawa et al., 2001a). Il a été observé aussi
que le pH du cdlon n’était pas significativement différent chez les lapins traités par la souche
probiotique comparé a celui des lapins non traités. La concentration d’acide lactique était
légérement augmentée dans le cas des lapins traités par le probiotique. La quantité de toxine
dosée dans les 2 lots de lapins était différente. En effet, les colons de lapins inoculés avec la
souche probiotique contenaient moins de toxine que ceux des lapins contrdles. De plus, les
IgA anti Stx étaient en concentration plus importante dans les premiers (Ogawa et al., 2001a).
Des résultats similaires ont aussi été obtenus in vitro dans des cocultures de STEC et
Lactobacillus. Dans ce cas, I’inhibition de la croissance des STEC a été relié¢e a la production
d’acide lactique par la souche probiotique (Ogawa et al, 2001b). L’inhibition de la
colonisation par les EHEC des souris traitées par les probiotiques peut aussi étre expliquée par
le fait que les probiotiques diminuent I’expression de certains facteurs de virulence qui sont

impliqués dans cette colonisation. Cette idée est corroborée par une étude in vitro récente
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montrant que 1’expression des geénes du LEE est diminuée dans un milieu de culture
conditionné par la souche probiotique Lactobacillus acidophilus La-5 (Medellin-Pena et al.,
2007). Dans un modele de souris traitées a la streptomycine, le probiotique Bifidobacterium
breve Yakult inhibait la production de Stx2 induite par la MC sans inhiber la croissance de la
souche EHEC. Cette inhibition était due a la baisse de pH et a 1’augmentation de la
concentration d’acétate induite par le probiotique, mais le mécanisme précis n’a pas été

caractérisé (Asahara et al., 2004).

4-3.2.2. Impact des probiotiques sur la réponse immunitaire lors
d’infections a EHEC.

Une étude publiée en 2002 montre que le traitement d’un lot de souris par une souche de
Lactobacillus rhamnosus provoquait une augmentation de la quantité d’anticorps circulant
anti-O157 chez ces souris comparativement au lot de souris non traitées. Ceci est accompagné
d’une forte quantité de leukocytes chez les souris traitées (Shu and Gill, 2002). Ces
observations vont dans le sens de précédentes études qui ont montré que les probiotiques ont

la capacité d’augmenter les taux d’anticorps anti Stx (Ogawa et al., 2001a).

S5 - LE QUORUM SENSING.

Le quorum sensing est un systeme de signalisation intercellulaire par lequel une bactérie
appréhende la densité de population des bactéries de son environnement, et le cas échéant
régule en réponse I’expression de certains genes. Il a ét€ montré que le microbiote intestinal
produit des molécules signalisatrices de quorum sensing (Sperandio et al., 2003). Il pourrait
ainsi influer sur I’expression des genes de virulence des micro-organismes pathogénes. Les
molécules signalisatrices du quorum sensing produites par les bactéries sont appelées
autoinducteurs. Quand la concentration d’autoinducteur atteint un seuil critique dans le milieu
extérieur, les bactéries répondent au signal en modulant I’expression de certains génes. Le
quorum sensing a originellement été décrit il y a 30 ans lors de 1’étude de la régulation de la
bioluminescence chez Vibrio fischeri (Nealson et al., 1970) et depuis s’est révelé répandu
dans I’ensemble du régne bactérien en tant que systéme de régulation génique. La nature des
molécules signalisatrices est trés diverse et inclut aussi bien des peptides, essentiellement
chez les bactéries a Gram+ (Kim and Kaiser, 1990;Kleerebezem ef al., 1997), des acides gras
(Downard and Toal, 1995), que des acyl homosérine lactones (AHL, HSL ou Al-1), I’indole,
des furanones (Eberhard et al., 1981;Chen et al., 2002;Wang et al., 2001). Les processus

cellulaires dans lesquels peut intervenir le quorum sensing sont divers, comme par exemple la
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bioluminescence, la formation de biofilms, la compétence ou la production d’antibiotiques,
mais les plus étudi€s ont trait a la virulence. Trois systémes de quorum sensing ont été décrits

chez les bactéries a Gram négatif.

5-1. Les systéemes de quorum sensing chez les bactéries
a Gram néqgatif

5-1.1. Le systeme HomoSérineLactone/LuxR
Le premier systeéme de quorum sensing nécessite la protéine LuxI, qui est responsable de la
production des AHL, ou Al-1, et la protéine LuxR, un activateur transcriptionnel activé par
I’autoinducteur. Il a ét¢ initialement décrit chez Vibrio fischeri chez qui il controle 1’émission

de bioluminescence (Figure 26).
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Figure 26 : Mécanisme de régulation de la bioluminescence chez V. fischeri.

L’auto inducteur 1 (triangles rouges) est produit par LuxI, passe par diffusion a travers la membrane et
est capté de facon passive par les bactéries ou il active LuxR qui en retour, active la transcription de
I’opéron luxICDABE responsable de la production de bioluminescence (Waters and Bassler, 2005).

Les espéces Shigella, Salmonella et E. coli ne possédent pas de géne homologue a /ux/ et
sont donc incapables de synthétiser une AHL. En revanche, elles posseédent la protéine SdiA
homologue aux régulateurs de type LuxR (Ahmer, 2004) qui fixe les AHL (Yao et al., 2005).
Ces especes bactériennes pourraient donc étre capables de moduler leur expression génique en

réponse a des HSL produites par d’autres especes, mais cela n’a pas encore été clairement
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démontré. Chez E. coli il semble que 1’indole, produit de dégradation du tryptophane, puisse

se substituer aux AHL pour activer SdiA (Lee et al., 2007b).

5-1.2. Le systéme LuxS/Al-2
Le systeme LuxS-Al-2 a été originellement décrit comme un systéme de quorum sensing

inter especes (figure 27).
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Figure 27 : Régulation par le syst¢éme LuxS/AI-2 chez V. harveyi et E. coli

(A) Chez V. harveyi, AI-2 se fixe sur LuxP. Ceci active I’activité phosphatse de LuxQ, conduisant 2 la la
déphosphorylation de LuxU et LuxO, ce qui permet ’expression de LuxR et P’activation de I’opéron
luciferase. (B) Import de ’AI-2 par ’ABC transporteur Lsr chez E. coli et Salmonella. Les génes
IsrACDBFGE genes sont transcrits en opéron, tandis que ISrK et ISrR sont transcrits dans le sens inverse.
Une fois AI-2 fixé, il est transporté dans la cellule par ’ABC transporteur Lsr, phosphorylé par LsrK,
interagit probablement avec LsrR et léve la répression de I’opéron Isr. (Walters et al., 2006)

Al-2 est un furanosyl-borate diester dérivé de la S-Adenosylmethionine (SAM) et est
produit grace au produit du géne /uxS qui transforme la S-ribosylhomocysteine (SRH) en 4,5-
Dihydroxy-2,3-pentandione (DPD) qui est le précurseur de 1’Al-2 (Schauder et al.,
2001;Wang et al., 2005;Li et al., 2006) (figure 28). AI-2 est produit en phase exponentielle de
croissance et sa production par E. coli est augmentée en présence de glucose et réprimée en
présence d’AMPc. Son importation dans la cellule a lieu lors de la phase stationnaire de
croissance et est augmentée en conditions limitantes de glucose (Hardie et al., 2003;Wang et
al., 2005). Le géne [uxS est présent chez un grand nombre de bactéries dont le génome a ¢été

séquencé au moins partiellement (tableau 6), ce qui laisse penser que ce systeme de
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communication inter-espéces est trés largement répandu au sein des écosystémes microbiens
(Federle and Bassler, 2003). Chez E. coli et Salmonella enterica serovar Typhimurium, I’ Al-2
est importé dans la cellule bactérienne par un ABC transporteur codé par I’opéron Isr (figure
28) dont I’expression est elle-méme régulée par I’Al-2 (Taga et al., 2001;Nealson et al.,
1970).
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Figure 28 : Voies de biosyntheése et d’internalisation de ’AI-2 chez E. coli.

La méthionine est transportée a ’intérieur de la cellule ou elle est tranformée en S adenosyl méthionine
(SAM) par la Methionine kinase (MetK). SAM est catabolisée par 2 voies: D’une part par la voie de
biosynthése des polyamines ou elle d’abord décarboxylée par le produit du géne speD. L’autre voie
provoque sa transformation en S adenosyl homocysteine (SAH) par I’enzyme CheR. Puis ’enzyme Pfs
transforme SAH en S ribosyl homocystéine (SRH) qui est ensuite transformée par le produit du géne luxS
dont D’expression est induite en présence de glucose, en 4,5-Dihydroxy-2,3-pentandione (DPD), le
précurseur de I’AI-2. Le mécanisme de transformation du DPD en AI-2 n’est pas connu de méme que le
systéme d’exportation de cet AI-2. L’Al-2 est transporté dans la cellule par un ABC transporteur composé
des protéines LsrB, LsrC et Lsr A. Il est ensuite phosphorylé par LsrK (Li et al., 2006).
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Actinobacillus pleurapneumoniae
Bacillus anthracis

Bacillus cereus

Bacillus halodurans
Bacillus subtilis
Bifidobacterium longum
Borrelia burgdorferi
Campylobacter jejuni
Clostridium acetobolyticum
Clastridium difficile
Clostridium perfringens
Deinococcus radiodurans
Enteracoccus faecalis
Enterococcus faecium
Escherichia coli
Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae
Haemophilus somnus
Helicobacter hepaticus

Helicobacter pylori
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc oenos
Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis
Oceanobacillus iheyensis
Oenococcus oeni
Pasteurella multocida
Pasteurella multocida
Porphyromonas gingivalis
Proteus mirabilis

Salmonella enterica

Salmonella paratyphi
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
Sinorhizobium meliloti
Staphylococeus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus gordonii
Streptococcus mutans
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Vibrio anguillaram

Vibrio cholerae

Vibrio harveyi

Vibrio parahemolyticus
Vibrio vulnificus

Yersinia pestis

Tableau 6 : Espéces bactériennes possédant le géne luxS (Federle and Bassler, 2003).

5-1.3. Le systeme Al-3/épinéphrine/norépinéphrine

Un nouvel auto inducteur, AI-3, dont la nature chimique n’est pas clairement identifi¢e, a

récemment été décrit chez les EHEC. Cet Al-3 biochimiquement distinct de 1’ AI-2 est produit
par les EHEC en phase exponentielle de croissance mais aussi par la flore résidente du tube
digestif (Sperandio et al., 2003). Sa syntheése est indirectement altérée par 1’inactivation du
geéne [uxS (voir ci-dessous). Ni les voies de biosynthése ni la nature chimique de 1’AI-3 ne
sont caractérisées. Cependant, la synthése de I’Al-3 est fortement diminuée dans une souche
dont le gene /[uxS est inactivé. Deux voies métaboliques permettent la synthése
d’homocystéine (figure 29). L’homocystéine est nécessaire a la synthése de novo de la
méthionine, précurseur de la S-adénosyl methionine qui joue un role clé dans le métabolisme
cellulaire. LuxS est impliqué dans 1’une de ces voies, convertissant la ribosyl-homocysteine
en homocysteine et DPD. La mutation de /uxS laisse donc active uniquement la seconde voie,
qui conduit a la synthése de I’homocystéine a partir de 1’oxaloacétate, ce qui déséquilibre
d’autres voies de biosynthése ou cataboliques d’acides aminés (par ex, 1’oxaloacétate est
nécessaire pour la synthése de glutamate et aspartate). La mutation du gene /uxS posséde donc
des effets pleiotropes sur la cellule, et I’altération du métabolisme qui en résulte serait a

I’origine de la faible synthése d’Al-3 (Walters et al., 2006). L’ AI-3 peut étre substitué¢ par des
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catécholamines, la norépinéphrine et 1’épinéphrine, produites en abondance respectivement
par les neurones afférents au tube digestif ou par le systéme nerveux central et déversées dans

’intestin (Sperandio ef al., 2003).

Le mutant luxS peut synthétiser 'homocystéine uniguement en utilisant I'oxaloacétate

Voie 1 Voie 2
Methionine Oxaloacetate + L-Glutamate
l MetK AspC Mémes transaminases utilisées
S-Adenosylmethionine TyrB pour synthétiser Tyr.
1— (SAM) L-Aspartate
S-Adenosylhomocysteine L-aspartyl-4-phosphate i i i
r Pfs Y PARSYIS PIOSP Epinephrine synthesis
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Figure 29 : Voies de biosynthése de I’homocystéine chez E. coli.

L’homocystéine est nécessaire a la cellule pour la synthése de novo de la méthionine. La méthionine est
requise pour la synthése de la SAM. SAM est un important donneur de groupements méthyl impliqués
dans la méthylation des lipides, protéines, ARN et ADN. Le mutant luxS ne peut pas produire de
I’homocystéine par I’hydrolyse de la SRH, ce qui ne laisse a la cellule qu’une seule voie de synthése de
I’homocystéine par utilisation de I’oxaloacétate. L’oxaloacetate, le L-glutamate, et les transaminases
AspC et TyrB sont utilisées pour produire de ’aspartate, ce qui aprés une série de réactions méne a la
synthése d’homocystéine. L’utilisation exclusive de cette voie peut conduire a un métabolisme altéré et a
un contenu en acides aminés diminué dans le mutant luxS ce qui résulterait en une baisse de la synthése
d’AI-3 (Walters et al., 2006).

Plusieurs systémes de quorum sensing ont été¢ identifiés chez de nombreuses bactéries
pathogenes pour les mammiféres ou les plantes, et leur implication dans la virulence
démontrée (Kaper and Sperandio, 2005) (tableau 7). Ceci montre bien que ces systemes de
communication intra et inter espéces sont largement répandus chez les bactéries et tres
fortement impliqués dans 1’expression de la virulence. Le quorum sensing apparait donc
comme un axe d’étude privilégi¢ pour la compréhension des mécanismes de virulence chez

les bactéries pathogenes.
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Especes bactériennes

Systéme de QS

Autoinducteur(s)

Phénotypes régulé(s)

EHEC et EPEC

Salmonella sp.

Vibrio cholerae

System 3 ?
EAEC Qse/LuxS Al-3 ?
Lsr/LuxS Al-2 (R-THMF) ?
SdiA AHLs (non auto synthétisés) ?
Other ? ? Genes de virulence régulés par AggR
Enterococcus faecalis Cyls CylLs Production de cytolysine
FsR Peptide Gelatinase, serine protease
LuxS Al-2 ?
Yersinia sp. Qse/LuxS Al-3 ?
Lsr/LuxS Al-2 ?
YenR/I AHLs ?
YpsR /I AHLs Flagelle, et mobilité
YtbR/I AHLs Flagelle, et mobilité
Shigella flexneri Qse/LuxS Al-3 Expression de VirB ?
Lsr/LuxS Al-2 Expression de VirB ?
Campylobacter jejuni LuxS Al-2 Mobilité
Vibrio vulnificus LuxS Al-2 (furanosyl-borate diester ?)  Protease, hemolysine
SmrC ? Protease, hemolysine, virulence

Vibrio parahaemolyticus

Qse/LuxS Al-3 SSTT, flagelle, et mobilité

Lsr/LuxS Al2 (R-THMF) Captation de Al-2 par Lsr

SdiA AHLs (non auto synthétisés) ?

Qse/LuxS Al-3 ?

Lsr/LuxS Al2 (R-THMF) Captation de Al-2 par Lsr, formation de
biofilm?

SdiA AHLs (non auto synthétisés) Résistance au complément humain (Rck)

System 1 (CqgsA/CqsS)
System 2 (LuxS)

LuxM, LuxR (OpaR)
LuxP, LuxQ, LuxS

CAI-1
Al-2 (furanosyl-borate diester ?)

Al-1 (AHL ?)
Al-2 (furanosyl-borate diester ?)

TCP, CT, HA protease, biofiim
TCP, CT, HA protease, biofiim
?

SSTT
?

Tableau 7 : Différents systemes de quorum sensing identifiés chez les bactéries intestinales et
phénotypes régulés (Kaper and Sperandio, 2005).

5-2. Le Quorum Sensing chez les EHEC.

Chez les EHEC D’expression de plusieurs régulons impliqués dans la virulence est sous le
contrdle du quorum sensing, et c’est le systéme stimulé par I’AI-3 et I’épinéphrine qui semble
jouer un réle majeur (Kendall et al., 2007;Clarke et al., 2006;Reading et al., 2007;Lee et al.,
2007a).

Il est admis que la dose infectieuse des EHEC est trés faible (10 a 50 cellules bactériennes).
Par conséquent, les EHEC arrivent généralement peu nombreuses dans le tube digestif, et ne
produisent pas assez d’auto inducteurs pour réguler leur expression génique. Il a donc été
propos¢ un modele dans lequel les geénes de virulence étaient activés par les autoinducteurs
produits par les espéces composant le microbiote intestinal et par les catécholamines de

P’intestin.
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5-2.1. Régulation de la synthese du flagelle

En 2001, le groupe de Sperandio a mis en évidence une dérégulation de I’expression de
I’opéron flagellaire f/hDC dans un mutant /uxS (Sperandio et al., 2001). Les génes du régulon
flagellaire sont organisés en 3 classes de genes : classe 1, classe 2 et classe 3 (Kutsukake et
al., 1990). La classe 1 est composée par 1’opéron fThDC qui régule 1’expression des génes de
classe 2, dont fait partie le geéne fli4. FliA régule I’expression des genes de classe 3, dont f7iC.
Ce dernier code la flagelline, le composant majeur du flagelle. En 2002 ce méme groupe a
identifié¢ un systéme a 2 composants, QseBC, régulé par le quorum sensing (Sperandio et al.,
2002). QseC est le senseur de 1’AI-3 et de I’épinéprine, et QseB le régulateur transcriptionnel
(figure 30). La norépinéphrine se fixe directement sur QseC et provoque sa phophorylation.
Le groupement phosphate de QseC est ensuite transmis a QseB qui ainsi activé induit la
transcription de 1’opéron fIhDC (Clarke et al., 2006). La mutation de gseC inhibe presque
entierement la transcription de fIhDC, la production de flagelline, et la mobilité bactérienne ;
QseB active la transcription des génes de 1’opéron fIhDC en se fixant directement sur leur
région promoteur (Sperandio et al., 2003;Sperandio et al., 2002;Clarke and Sperandio,
2005b;Clarke and Sperandio, 2005a). L’expression des genes gseBC est elle-méme sous le
contrdle de I’ Al-3 (Clarke and Sperandio, 2005a;Clarke et al., 2006).

Le quorum sensing a donc un effet positif sur la mobilité des EHEC via I’ Al-3, mais SdiA
et ’indole ont une action négative sur la synthése des flagelles. En effet, il a ét¢ montré
qu’une surexpression de SdiA inhibe la transcription de f7iC chez les EHEC (Kanamaru et al.,
2000) et que I’indole inhibe la mobilit¢ et la formation de biofilm (Lee et al., 2007a).
L’indole, contrairement a I’Al-3, est produit en phase stationnaire de croissance (Wang et al.,
2001), et SdiA peut étre activé par I’indole (Lee et al., 2007b). Ces 2 régulations antagonistes
peuvent intervenir séquentiellement lors de I’infection par les EHEC. En phase exponentielle
de croissance, AI-3 est produit, le flagelle est synthétisé, les EHEC deviennent donc plus
mobiles afin d’atteindre plus rapidement 1’épithélium intestinal ou ils adhérent et pourraient
former des biofilms. En phase stationnaire de croissance, les EHEC, sous I’effet de I’indole,
perdraient leur capacité a adhérer et a former des biofilms pour se détacher et aller coloniser

un autre site.
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5-2.2. Régulation de la formation des lésions
d’attachement effacement

5-2.2.1. Régulation de I'expression du LEE

Le LEE, responsable de la formation des lésions AE par les EHEC, est composé de 5
opérons majeurs : LEEI, LEE2, LEE3, LEES et LEE4 (figure 9). 1l code pour un systéme de
sécrétion de type III (TTSS), une adhésine (intimine) et son récepteur transloqué dans la
cellule hote par le TTSS, des protéines effectrices qui perturbent la signalisation cellulaire
(voir chapitre 2-2.1). La régulation de I’expression du LEE est trés complexe et fait intervenir
un grand nombre de régulateurs spécifiques, tels que Ler, GrlR, GrlA, AivF, EtrA, et de
régulateurs globaux, tels que H-NS, IHF, Hha, GadE (Mellies et al., 2007) (voir chapitre 2-
2.1).

Le quorum sensing contrdle I’expression des opérons LEEI, LEE2 et LEE3 en activant
I’expression de ler, premier gene du LEE] codant un activateur transcriptionnel du LEE
(Sperandio et al., 1999). La transcription de ler est activée par un régulateur (QseA)
appartenant a la famille des régulateurs transcriptionnels LysR (Sperandio et al., 2002). Cette
régulation du LEE par le quorum sensing est sous le contrdle du systeme Al-

3/Norépinephrine/Epinéphrine (figure 30).
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Figure 30 : Modéle de régulation de I’expression des génes du flagelle et du LEE par I’AI-3.

L’AI-3 et lépinéphrine/norépinéphrine semblent étre reconnus par le méme récepteur et interagissent
avec des kinases a I’intérieur du périplasme. Le senseur QseC fait partie du systéme a 2 composants qui
régule le régulon flagellaire. Il est supposé qu’un autre systéme a 2 composants reconnait le signal et
active la transcription des génes du LEE. QseA régule I’expression du LEE en activant la transcription de
P’opéron LEEL. Le senseur QseE appartenant au systéme a 2 composants QseEF, régule I’expression de
espFu et participe au remodelage de I’actine (Reading et al., 2007).
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L’expression de gseAd est régulée au niveau transcriptionnel par le quorum sensing, mais a
I’heure actuelle le récepteur du signal extracellulaire (AI-3/Norépinephrine/Epinéphrine)
activant la transcription de gseAd n’est pas identifié. QseA active directement la transcription
de /er en se fixant en amont du promoteur distal P1 de I’opéron LEE] et en interagissant avec
un autre facteur encore inconnu. Ce facteur se fixerait quant a lui sur une région plus en
amont sur la région promotrice de LEE] (Sharp and Sperandio, 2007). QseA active aussi
indirectement, par le biais d’un facteur inconnu, I’expression de 1’opéron gr/RA situé entre

LEE] et LEE? et ceci indépendamment de ler (Russell et al., 2007).

De maniére identique a la régulation du flagelle, il existe vraisemblablement une régulation
antagoniste du LEE par SdiA. En effet, une surexpression de SdiA provoque une inhibition de
la transcription de l'opéron LEE4, ce qui laisse supposer qu’en phase stationnaire de
croissance, quand SdiA est activé par des AHL ou I’indole, il inhibe I’expression de certains
geénes du LEE. Ceci aurait pour conséquences de limiter I’adhésion des EHEC aux cellules
épithéliales et de favoriser, soit la colonisation d’un autre site dans I’intestin, soit I’excrétion

de la bactérie pour permettre la colonisation d’un autre héte (Kanamaru et al., 2000).

5-2.2.2. Régulation de I'expression de EspFu

Récemment un nouveau systeéme a 2 composants a ¢été identifi¢ chez les EHEC comme
étant vraisemblablement régulé par le quorum sensing, plus précisément par le systeme Al-
3/Norépinephrine/Epinéphrine. En effet, I’épinéphrine active la transcription des 2 genes
codant chacun des composants. Ce systeéme a 2 composants est codé par les génes yfhK et
yfhA rebaptisés depuis gseE et gseF respectivement (Reading et al., 2007). Ces genes sont
sous-exprimé dans le mutant /uxS (Sperandio ef al., 2001). QseE est le senseur du signal,
enchassé dans la membrane, et QseF est le régulateur activé par QseE (figure 30). Ce systéme
régule positivement la transcription du géne espFu codant EspFu (ou Tccp), un facteur
spécifique des EHEC nécessaire au remodelage de ’actine qui conduit a la formation des
piédestaux sous les EHEC, provoquant des lésions AE (Campellone ef al., 2004;Garmendia et
al., 2004). Le mécanisme par lequel QseF active la transcription de espFu n’est pas connu car

il a été montré que QseF ne se fixait pas directement a la région promotrice du géne espFu.

Cette découverte d’une régulation de la formation de Iésions AE par
I’épinéphrine/norépinéphrine est corroborée par le fait que les antagonistes [-adrénergiques

bloquent la formation de ces lésions (Sperandio et al., 2003).
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5-2.2.3. Régulation de la synthése de Stx2

Les études concernant la régulation de la production de Stx2 par le quorum sensing sont

contradictoires.

L’hormone norépinéphrine a une capacité¢ de facteur de croissance pour les bactéries a
Gram', E. coli , K. pneumoniae, P. aeruginosa et Y. enterolytica (Lyte M. and Ernst S.,
1993;Belay and Sonnenfeld, 2002;Freestone et al., 2007). En fait, les EHEC produisent sous
I’influence de la norépinéphrine un autoinducteur de croissance (Lyte et al.,, 1996b). Cet
autoinducteur, en plus de son effet sur la croissance des EHEC, augmente d’environ 2 fois la
production de Shiga toxine (Voigt et al., 2006). Une analyse du transcriptome de la souche
EDL 933 montre que I’exposition prolongée (5 h) a la norépinéphrine augmente 1’expression
des génes stx/ et stx2 (Dowd, 2007). Cependant, 1’effet positif sur la croissance des EHEC n’a
été observé que dans un milieu particulier, le SAPI, qui contient du sérum bovin, et pas en LB
ou en DMEM (Lee et al., 2007a; Sperandio, communication personnelle). En milieu LB,
I’addition d’épinéphrine ou de norépinéphrine n’a aucun effet sut 1’expression des geénes stx
(Lee et al., 2007a). Par ailleurs, plusieurs études ont été réalisées sur un mutant /uxS. Ainsi,
un mutant /uxS produit in vitro moins de Stx2 que la souche sauvage (Sperandio et al.,
2001;Jeon and Itoh, 2007). Cependant, il n’apparait aucune différence de production de Stx2
entre la souche sauvage et le mutant /uxS chez des souris axéniques (Jeon and Itoh, 2007). A
I’aide d’une fusion transcriptionnelle entre le promoteur tardif du phage stx2 (pR’, qui
contrdle I’expression de stx2) et le geéne lacZ, il a été montré que I’expression de stx2 est
réprimée dans le mutant /uxS (Sperandio et al., 2001). Cependant, cette répression de
I’expression de stx2 n’a pas été retrouvée dans une étude transcriptomique globale comparant
I’expression génétique de la souche sauvage et du mutant /uxS (Kendall ef al., 2007). De plus,
I’exposition du mutant /uxS a ’Al-2, I’AI-3, ou I’épinéphrine réprime 1’expression de stx2
(Kendall et al., 2007), ce qui est contradictoire avec les études précédentes montrant un effet

inducteur ou une absence d’effet.

Pour tenter d’expliquer ces contradictions, on peut émettre certaines réserves concernant la
pertinence des procédures avec lesquelles ont été obtenus ces résultats. En effet, les études de
Lyte montrant que la quantité¢ de toxine produite en présence de norépinéphrine est 100 fois
plus importante qu’en absence de cette hormone montrent aussi que la différence de
croissance des bactéries est de I’ordre de 3 Log (Lyte et al, 1996a), ce qui peut laisser
supposer que I’augmentation de la quantité de toxine produite est due a I’augmentation de la

quantité de bactéries productrices, et non a une induction de la synthése. Dans la plupart des
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études, les méthodes de dosage de Stx2 ne sont pas trés précises (Western blot, titration...), et
les différences de concentration en Stx2 sont relativement faibles, ce qui met en cause leur
significativité. Les différences de milieu utilis¢ (SAPI, LB, DMEM), de culture (phase de
croissance, bactéries adhérentes ou en suspension), de souches, de méthode d’analyse,

peuvent également expliquer les différents résultats obtenus.

En conclusion, les études portant sur I’effet du quorum sensing sur la production de toxine
Stx2 par les EHEC sont loin de montrer de manicre irréfutable que le quorum sensing est
effectivement impliqué, et si tel est le cas par quel systéme (AI2, AI3 ?). Par conséquent,
d’autres études méritent d’étre menées afin d’infirmer ou de confirmer les précédentes

observations.
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Souches utilisées

Les souches utilisées au cours de notre étude font partie d’une collection d’environ 350
souches collectées avant 2001. La grande majorité des souches sont d’origine bovine, seule
une cinquantaine d’entre elles ont été isolées de cas cliniques en Europe, au Japon et aux
Etats-Unis. Pour notre étude, nous avons choisi 42 souches (tableau 8). Nous avons aussi
utilis¢ 4 souches mutantes EDL 933Astx2, EDL 933AstxI, EDL 933Astx/Astx2 qui ont été

obtenues au laboratoire, et Sakai Astx/Astx2 qui nous a été donnée par C. Sasakawa.

Les souches bactériennes du microbiote intestinal testées pour leur pouvoir d’inhibition

sont listées dans le tableau 9.

Construction de mutants

Les mutants EDL 933Agsed4, EDL 933AgseC et EDL 933A/uxS ont été obtenus par la

méthode de Datsenko et Wanner (Datsenko and Wanner, 2000). Briévement, une cassette
portant le géne de résistance a la kanamycine est amplifiée dans la souche E. coli CH158 au
moyen d’amorces qui contiennent dans leur région 5’ 50 paires de bases (pb) correspondant a
la séquence du geéne a muter. Ce produit d’amplification apres purification sur colonne
(QiaQuick, Qiagen) est ¢électroporé dans une souche EHEC EDL 933 possédant un plasmide
(pKobeg) portant un géne codant une recombinase sous le contrdle d’un promoteur inductible
par I’arabinose. Apres culture en présence de 1 mM d’arabinose, la souche EDL 933 a donc
produit des recombinases qui vont permettre une recombinaison homologue entre la cassette
« kanamycine » et le géne que I’on veut déléter. On élimine ainsi le géne cible de la premicre
a la derniére base. Le mutant isogénique obtenu est criblé sur boite LB + Kanamycine et la
mutation est irréversible. Pour réaliser le double mutant AspeBAspeC, nous avons fait un
premier échange allélique avec la cassette kanamycine, puis un second avec une cassette

chloramphénicol.
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Souche* Sérotype  stx, genotype’  stx;* Origine® Séropathotype Référence#
*86-24 O157:H7 S1x;3 N H/épidémie A T. Whittam
CH1898 O157:H7 StXy S5, N H/SHU A V. Livrelli
*CHVi-1 O157:H7 S1X2e N H/SHU A V. Livrelli
*Sakai O157:H7 SIX; P H/épidémie A T. Whittam
*EDL 933 O157:H7 29 P viande/épidem. A (O'Brien et al., 1983)
CHO75 O157:H7 SEX; N H/SHU A V. Livrelli
A8993-CS2 O157:H7 SiX; P H/ SHU A T. Whittam
*85-08 O157:H7 StX; P H/D A T. Whittam
93-111 O157:H7 StX; P H/épidémie A T. Whittam
*NV95 O157:H7 S1X2e P B A (Pradel et al., 2000)
NV203 O113:H21 81X StXo-yhp N B C (Pradel et al., 2000)
NV253 O113:H21 StXz StXoyhp N B C (Pradel et al., 2000)
*NV254 O113:H21 StX, StXoyhb N B C (Pradel et al., 2000)
*NV166 O113:H21 StXoc N B C (Pradel et al., 2000)
NV170 O113:H21 StXoe N B C (Pradel et al., 2000)
NV297 O113:H21 StXoe StXoyhb P B C (Pradel et al., 2000)
NV298 O113:H21  StXp.yha StXovhb N B C (Pradel et al., 2000)
NV299 O113:H21  stXp.yha StXovnb N B C (Pradel et al., 2000)
NV300 O113:H21  StXp.yha StXovhp P B C (Pradel et al., 2000)
NV302 O113:H21  stXp.yha StXovnb N B C (Pradel et al., 2000)
*NV237 O113:H21 Stx; N B C (Pradel et al., 2000)
*E-D226 O113:H21 StXo.vhp N H C A. Caprioli
*CL-15 O113:H21 StX, StXoyhp N H/SHU C T. Whittam
*DEC16A O113:H21 StXo.vhp N H/D C T. Whittam
*CL-3 O113:H21 StX, StXoyhp N H/SHU C T. Whittam
*87-307 O113:H21 81X StXo-yhp N H/SHU C T. Whittam
*NV148 O91:H10 StXz-vha N B C (Pradel et al., 2000)
NV271 O91:H10 StXoc N B C (Pradel et al., 2000)
NV280 O91:H10 StX3e N B C (Pradel et al., 2000)
NV130 O91:H10 StXoe StXoyhb N B C (Pradel et al., 2000)
*NV199 O91:H10 StXae StXo-yhp N B C (Pradel et al., 2000)
*NV308 091:H10 StXo.vhp N B C (Pradel et al., 2000)
*CB6775 O91:H10 Stx, N H C L. Beutin
*E-D76 091:H21 StX, StXoyhp P H C A. Caprioli
*87-2927 091:H21 StXo-vha StXa-vhb P H/SHU C T. Whittam
*VTH-13 091:H21 St P H/CH C J. Blanco
*B2F1 091:H21 StXz.vha StXa-vhb N H/SHU C (Ito et al., 1990)
*NV200 091:H21 81X StXo-yhb N B C (Pradel et al., 2000)
NV197 091:H21 81X StXo-yhb N B C (Pradel et al., 2000)
*NV127 091:H21 StXae StXoyhb N B C (Pradel et al., 2000)
NV32 091:H21 StXz-vhb N B C (Pradel et al., 2000)
NV74 091:H21 StXo-vhb P B C (Pradel et al., 2000)

Tableau 8 : Caractéristiques des souches STEC utilisées

*Souche utilisée lors des experimentations de PCR quantitative et ELISA
*Variants en gras sont activables par le mucus
N, absence du géne stx;; P, présence du géne stx;
SH: souche d’origine humaine; SHU: isolée d’un cas clinique de SHU; CH: isolée d’un cas clinique de colit
hémorragique; D: isolée d’un patient avec symptomes diarrhéiques; B: souche d’origine bovine

# Les souches fournies par T. Whittam ont été commandées sur http://shigatox.net
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Espéces bactériennes Associations
Roseburia faecis R. faecis + B. stercoris
Bacteroides stercoris B. breve + R. faecis

Bifidobacterium breve . thetaiotaomicron + B. stercoris

Ruminococcus calidus . thetaiotaomicron + B. breve
Lactobacillus reuteri . thetaiotaomicron + R. calidus
Clostridium leptum . thetaiotaomicron + R. faecis
Clostridium coccoides . thetaiotaomicron + C. leptum
Bacteroides thetaiotaomicron . thetaiotaomicron + C. coccoides

. thetaiotaomicron + L. reuteri

. thetaio. + C. leptum + C. coccoides

. thetaio. + B. breve. + L. reuteri

> I~ IR~ B R S R s R o GRS GRS SR

. thetaio. + R. faecis + B. stercoris

Tableau 9 : Liste des espéces bactériennes ayant servi a conditionner le milieu CC et testées pour
leur pouvoir d’inhibition de la synthése de Stx2.

Milieux et conditions de culture

Lors de notre étude, les souches ont été cultivées en milieu Luria-Bertani (LB) a 37 °C sous
agitation orbitale de 185 rpm. Pour I’extraction de ’ADN génomique, chaque souche a été
repiquée a partir d’un stock en LB + glycérol 20% conservé a -20 °C dans 5 ml de LB frais.

La période d’incubation a été de 16 h.

Afin de tester la cytotoxicité des surnageants des souches STEC sur les cellules Vero, nous
avons ensemencé 5 ml de LB par les bactéries provenant d’un stock LB + glycérol 20%
conservé a -20°C. Apres 20 h de préculture a 37°C sous agitation, 5 ml de LB frais ont été
ensemencés avec 25 ul de la préculture et incubés pendant 16 h a 37 °C sous agitation
orbitale de 185 rpm. A la fin de la période d’incubation, les cultures sont centrifugées pendant
10 minutes a 5000 x g et le surnageant est filtré au moyen d’un filtre 0,2 um (Sartorius,
Palaiseau, France). Ce surnageant est utilisé pour tester la cytotoxicité et pour un dosage de

Stx2.

Pour étudier la production de toxine Stx2 avec et sans induction du systeme SOS, les
souches ont été cultivées en milieu LB ou DMEM a 37 °C sous agitation orbitale de 185 rpm.
Aprées 16 h de préculture a 37 °C sous agitation, 7 ml de LB ou de DMEM ont été ensemencés
avec 35 ul de la préculture et incubés a 37 °C sous agitation orbitale de 185 rpm jusqu’a
obtenir une DO a 600 nm (DOggo) comprise entre 0,2 et 0,3. Cette condition remplie, la
culture est divisée en 2 ; 3 ml de culture seront mis en contact avec la MC (Sigma-Aldrich,
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Saint Quentin Fallavier, France) a une concentration finale de 250 ng/ml. Les 3 ml restant ne
subissent aucun traitement. Les 2 cultures sont ensuite remises a incuber a 37 °C sous

agitation.

Pour tester I’effet des polyamines ou de la norépinéphrine, la souche EDL 933 a été cultivée
en miliecu DMEM (ref 1880 Invitrogen). Aprés une préculture en DMEM a 37 °C sous
agitation de 225 rpm pendant 16 h, EDL 933 a été ensemencée dans un milieu DMEM frais a
une DOgpp de 0,02. La norépinéphrine est ajoutée des le début de la culture tandis que la
spermine est ajoutée lorsque la densité optique a atteint la valeur de 0,1. Les cultures sont
ensuite incubées a 37 °C sous agitation a 225 rpm. Les courbes de croissance sont réalisées
par mesure de la densité optique a 600nm a intervalles réguliers. 1 ml de culture est prélevé a
différents temps. Apres une centrifugation de 10 minutes a 12 000 x g, les surnageants sont
filtrés au moyen d’une seringue équipée d’un filtre 0,2 pm. Les culots sont resuspendus dans

750 pl de Tri Reagent® (BMC).

Les milieux élaborés a base de contenus cécaux de rats axéniques (GFC) et de rats a flore
humaine (HMC) ont été obtenus de la maniére suivante : Les contenus cécaux des rats ont été
centrifugés 30 minutes a 7 000 x g puis filtrés successivement au moyen de filtres 0,45 et 0,2
um. Le liquide obtenu a ensuite été dilué au demi dans une solution minérale (composition en
annexe ). Du glucose 40% (p/v) a ensuite été ajouté pour obtenir une concentration finale de
0,2%. Le pH a ensuite été ajusté a 7 par ajout de NaOH 10N. Ces milieux de culture ont servi
de milieux de culture a la souche EDL 933 a 37°C sous agitation 225 rpm. La croissance de la
souche a été suivie par numération sur boite LB agar par la technique des spots a intervalles
réguliers. 1 ml de culture a été prélevé a différents temps. Aprés une centrifugation de 10
minutes a 12 000 x g, les surnageants ont ¢té filtrés au moyen d’une seringue équipée d’un

filtre 0,2 um. Les culots ont été resuspendus dans 750 ul de Tri Reagent®.

La souche EHEC EDL 933 a ¢été cultivée a 37 °C sous agitation a 225 rpm dans le milieu
CC controle et conditionné par les flores fécales ou par les espéces bactériennes intestinales.
Les courbes de croissance sont réalisées par mesure de la densité optique a 600 nm a
intervalles réguliers. 1 ml de culture a été prélevé a différents temps. Aprés une centrifugation
de 10 minutes a 12 000 x g, les surnageants ont été filtrés au moyen d’une seringue équipée

d’un filtre 0,2 um. Les culots ont été resuspendus dans 750 pl de Tri Reagent®.

Mesure de ’activité cytotoxique envers les cellules Vero

Les cellules Vero sont des cellules rénales de singe vert d’Afrique. Elles ont été cultivées a
37 °C sans CO, dans du milieu EMEM (INVITROGEN, CERGY PONTOISE, FRANCE) additionné

de 10% (Vol/Vol) de sérum de veau feetal (SVF, MERCK EUROLAB, STRASBOURG, FRANCE),
90



Matériel et méthodes

1% de glutamax (INVITROGEN, CERGY PONTOISE, FRANCE), 1% de vitamines (INVITROGEN,
CERGY PONTOISE, FRANCE), de pénicilline G (100 U/ml), de streptomycine (100pg/ml), et
d’amphotéricine B (0,25 pg/ml) (milieu EMEM complet). Les cellules sont ensemencées dans
des plaques a fluorescence Fluoronunc (NUNC, ROSKILDE, DANEMARK) a raison de 10’

cellules par puits.

L’activité cytotoxique des surnageants de culture a été mesurée par dosage de la Lactate
Déshydrogénase (LDH) relarguée par les cellules en nécrose. La mesure de la LDH a été
réalisée au moyen du kit CytoTox-One™ Homogenous Membrane Integrity Assay
(PROMEGA, MADISON, USA). La LDH Ilibérée par les cellules ayant une membrane
endommagée est mesurée avec un systeme enzymatique couplé qui provoque la conversion
d’un composé : la résazurine, en résorufine fluorescente. La résorufine fluorescente est

ensuite dosée par spectrophotométrie a fluorescence.

Les cellules Vero sont ensemencées sur des plaques 96 puits noires a raison de 10° cellules
par puits (50 ul a 2 x 10° cellules/ml). 50 pl de surnageant de culture des souches bactériennes
dilué au 1/100°™ dans du milieu EMEM complet est appliqué sur les cellules. Le surnageant
de chaque souche est testé en triplicat. Un contréle négatif est réalis€ en testant la
cytotoxicité induite par le surnageant de la souche DH5a. La libération spontanée de LDH est
évaluée en triplicat par 1’ajout sur les cellules de 50 ul de EMEM complet ne contenant pas de
surnageant de culture bactérienne. Le relargage maximum de LDH est évalué en triplicat par
I’ajout, aprés 24 h a 37 °C, de 2 pl d’une solution de lyse sur 100 pl de cellules Vero a 10°
cellules/ml. Apres 24 h a 37 °C, les plaques sont équilibrées a 22 °C (température optimale
d’activité de la LDH) puis 100 pl de réactif CytoTox-One™ sont ajoutés a chaque puits.
Aprées une incubation de 10 min a 22 °C, 50 pl de solution stop sont ajoutés et la fluorescence
est mesurée au lecteur fIx800 (BIO-TEK INSTRUMENTS, WINOOSKI, USA) & une longueur
d’onde d’excitation de 560 nm et une longueur d’onde d'émission de 590 nm. La moyenne
des trois valeurs de fluorescence obtenues pour chaque souche est calculée, les valeurs des
relargages spontané et maximum sont calculées et la valeur de la cytotoxicité pour chaque

souche est obtenue par la formule suivante :

libération exp érimentale — libérationspon tan ée <100

libération maximum — libérationspon tan ée

Echantillons fécaux

4 sujets sains (2 hommes et 2 femmes) agés de 3 a 36 ans ont pris part a 1’étude. Leur
régime alimentaire consiste en un régime occidental standard. Aucun d’entre eux n’a recu

d’antibiotiques durant les 3 mois précédant 1’étude et aucune maladie gastro-intestinale n’a
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été diagnostiquée pour aucun d’entre eux. Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique

régional.

Les féces fraichement récoltés ont été obtenus de chacun des sujets et conservés en
conditions anaérobies a 4 °C (anaerocult; Merck, Darmstadt, Germany) et utilisés dans les 12
h. 1 gramme de I’échantillon fécal a ét¢ dilu¢ 10 fois (p/v) dans une solution minérale
anaérobie (composition en annexe 1) et homogénéisé par agitation magnétique. Des dilutions

;. JORT rer or 1 7 . \ . . -5
décimales sériées ont été réalisées jusqu’a une dilution de 10™.

Obtention des rats a flore humaine

12 rats Fisher 344 adultes males et 12 femelles provenant de 1’¢levage du laboratoire ont été
utilisés. Ils naissent axéniques et sont €élevés en conditions stériles. Les rats étaient agés de 12
semaines au début de I’expérimentation. Ils ont été séparés en 3 groupes de 8 animaux en 3
isolateurs stériles. Dans chaque isolateur les rats ont été maintenus par paire en cage macrolon
standard. Ils avaient un acces libre a de 1’eau stérile et @ un régime (Scientific Animal Food
and Engineering, Augy, France) stérilisé par y irradiation a 40 kGy (IBA Mediris, Fleurus,
Belgium). Pour reproduire la diversité d’un régime humain, la nourriture contenait des lipides
et des protéines d’origine animale et végétale ainsi que du sucrose et de I’amidon cuit (Lan et
al., 2007). Au cours de 1’étude, les isolateurs ont été maintenus dans des conditions contrdlées

de lumiere (08.00-19.00 h), de température (20-22°C) et d’humidité (45-55%).

Les dilutions fraiches (10~) des échantillons fécaux de 2 hommes sains (36 et 3 ans) ont été
transférées dans les isolateurs et inoculées aux rats par inoculation intra gastrique (1ml par
rat). Nous avons ainsi obtenu 2 groupes de 8 rats colonisés par chacun des 2 microbiotes. Le
troisieme groupe a été inoculé avec 1 ml d’une solution minérale anaérobie stérile et utilisé
comme contrdle. Les rats ont été élevés pendant 2 semaines pour permettre I’implantation
correcte de la flore et I’adaptation au nouvel état floral. Au jour 15 les rats a flore humaine et
les rats axéniques utilisés comme contrdle ont été euthanasiés par asphyxie au CO, et les ceca

ont été prélevés.

Conditionnement des milieux

Le milieu CC de Leedle et Hespell (Leedle and Hespell, 1980) (composition donnée en
annexe I) a été conditionné de la maniére suivante : d’une part, 1 ml des dilutions 10 ou 107
de chaque flore fécale a servi a inoculer 40 ml de milieu CC. D’autre part, 1ml de culture pure
de chaque espece bactérienne fécale a servi a inoculer 40 ml de milieu CC. Apres 24 h
d’incubation a 37 °C sous anaérobie stricte en utilisant les techniques d’anaérobie décrites par
Hungate (Hungate, 1969), les cultures ont été centrifugées a 7000 x g pendant 30 minutes et

les surnageants ont été filtrés par des filtres de 0,2 um. Les nutriments ont €té ajustés par ajout
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de LB 20X (composition en annexe I) a une concentration finale de 0,5X. Le pH été ajusté a
7 par ajout de NaOH 10N et les milieux ont été a nouveau filtrés par filtre de 0,2 um. Les
milieux obtenus sont appelés milieux CC conditionnés. Ces milieux et le milieu CC non
conditionné ont été utilisés comme milieux de culture pour la souche EDL 933 a 37 °C sous

agitation a 225 rpm.

Les milieux LB et DMEM ont été conditionnés suivant le protocole décrit par Sperandio
(Sperandio et al., 1999). Brievement, apres une préculture de 18 h a 37 °C en DMEM ou LB
sous agitation, une dilution au 1/100 de la préculture a été réalisée dans du DMEM ou du LB
frais et la culture a été incubée a 37 °C sous agitation jusqu’a une densité optique de 0,2.
Cette culture a alors été a nouveau diluée au 1/100 dans du DMEM ou du LB frais et incubée
jusqu’a atteindre une DOggo de 1,2. Apres centrifugation 5 min a 12 000 x g et filtration 0,45
um les nutriments ont été ajustés par ajout de LB 20X a une concentration finale de LB 0,5X

et le pH a été ajusté a 7 par ajout de NaOH 10N.

Extraction de ’ADN génomique des STEC

L’ADN génomique des souches a été extrait par une technique de lyse par la chaleur. Apres
une culture de 16 h en milieu LB sous agitation, 1,5 ml de culture est centrifugé a 7500 x g
pendant 6 minutes. Le culot bactérien est ensuite resuspendu dans 1 ml d’eau. La suspension
est centrifugée 6 minutes a 7500 x g. Le culot est repris dans 500 ul d’eau et placé 10 minutes
au bain marie a 95 °C. Le lysat bactérien ainsi obtenu est ensuite centrifugé pendant 6 minutes
a 7500 x g et le surnageant contenant I’ADN est prélevé et conservé a -80 °C en vue d’une

utilisation ultérieure.

Typage des variants Stx2

Les différents variants stx2 ont été typés par la technique de RFLP-PCR décrite par Tyler et
al. (Tyler et al., 1991). L’ADN des souches a typer a tout d’abord subi une PCR avec les
amorces Vte-A et Vte-B (séquence et conditions de PCR en annexe II). Ces amorces
amplifient spécifiquement le variant stx,.. Puis un couple d’amorce (annexe II) est utilisé¢ pour
amplifier, sans distinction, un fragment de 285 pb de 8 variants différents de stx2 a partir de
I’ADN génomique de la souche a typer. S’il y a lieu, i.e., si la souche posséde 1’'un de ces 8
variants, le fragment de PCR est digéré par 3 enzymes de restriction différentes, Rsal, Ncil et
Haelll, qui donnent des profils de digestion différents en fonction du variant. Ceci nous a

permis de discriminer les variants s£x2.933, StX2.vha (S1X241), SE2-vnp (SEX242) €t SEX2Ny206 (AaNNEXE

).

Le cas échéant, pour discriminer les 2 variants stx,.,u, et stx;. nous avons développé une

nouvelle procédure de RFLP-PCR. Les 2 variants stx;.,,, €t stxz. sont identiques pour leur
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sous-unité B, mais ne partagent que 98,6% d’homologie nucléotidique pour leur sous-unité A.
Par conséquent nous avons amplifié un fragment de 530 pb de la sous-unité A. Ce fragment a
ensuite été digéré par I’enzyme EcoRV qui posseéde un site de restriction uniquement dans le
variant stx. ce qui donne un profil de restriction avec un fragment de 329 pb et un fragment
de 201 pb (voir section résultats). La combinaison de ces 2 RFLP-PCR permet de déterminer
précisément la nature du ou des variants stx2 présents dans le génome des souches qui

composent notre étude.

Les 2 variants Stx2-vha et Stx2-vhb sont activables par 1’élastase du mucus. La présence du
site de clivage protéique est corrélée a la présence d’un site de restriction pour I’enzyme Pstl
sur ’ADN codant la sous unité A de la toxine (Jelacic et al., 2003). La région génomique ou
se situe ce site a été amplifiée par PCR avec les amorces SLT-II-vc et CKS2. L’amplicon de
890 pb obtenu est ensuite digéré par I’enzyme Ps¢I pendant 2 h a 37 °C. La présence du site
de restriction PstI se traduit par I’obtention de 2 fragments de 504 et 386 pb dans le cas d’un
variant non activable, alors que les variants activables ne sont pas coupés (Jelacic et al.,

2003;Biclaszewska et al., 2006;Gobius et al., 2003).

Dosage de la toxine Stx2 par ELISA

Le dosage de la toxine Stx2 a été réalisé par la technique ELISA (Enzyme-Linked Immuno-

Sorbent Assay) et plus précisément par ELISA dit « sandwich ».

L’anticorps de capture utilisé est un anticorps monoclonal de souris STX2-BB12 dirigé
contre la sous-unité¢ B de la toxine Stx2 (Toxin Technology Saratosa USA). Il a été dilué au
1/500°™ dans un tampon carbonate-bicarbonate (composition donnée en annexe III). Cet
anticorps a ensuite été adsorbé sur une plaque de 96 puits Maxisorp™ (Nunc, Wiesbaden,
Allemagne) a raison de 100 pl par puits pendant une nuit a 4 °C. Apres élimination du tampon
carbonate-bicarbonate, les sites de fixation aspécifiques ont été saturés par une solution de
saturation (composition en annexe III) a raison de 200 ul par puits pendant 30 min a 37 °C.
Pendant ce temps, les échantillons sont dilués dans un tampon de dilution (composition en
annexe [II). Chaque échantillon est dilué sur une colonne d’une plaque de 96 puits en
polystyréne ne fixant pas les protéines (Nunc, Wiesbaden, Allemagne). Dans le premier puits
de la colonne, I’échantillon est déposé pur ou dilué au 1/10°™ dans le cas d’une culture en
présence de MC. Des dilutions sériées au 2 sont réalisées jusqu’a une dilution finale de 1/128
ou 1/1280. Une gamme de dilution de toxine purifiée est réalisée pour standard. La toxine
Stx2 purifiée (Toxin Technology Saratosa USA) a une concentration de 0,25 pg/ul est
d’abord diluée au 1/10°™ dans le tampon de dilution (solution mére), puis 2 séries de dilution

au 2 sont réalisées a partir de cette solution mere : une premiere a partir d’une dilution au
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1/30°™ de la solution mére et la seconde a partir d’une dilution au 1/40°™. Nous obtenons
ainsi une gamme ¢étalon dont la concentration en toxine Stx2 s’étend de 833 ng/ml a 104
ng/ml. Apres la saturation, la plaque Maxisorp™ est lavée 3 fois avec un tampon de lavage
(composition en annexe III). La gamme est ensuite déposée en duplicat sur les 2 premicres
colonnes a raison de 100 pl par puits ; le dernier puits de chaque colonne est rempli de 100 ul
de tampon de dilution, pour établir le blanc de la plaque et le zéro de la gamme de dilution.
100 pl des dilutions d’échantillon sont ensuite déposés dans les 10 colonnes restantes. La
plaque est ensuite laissée a incuber pendant 2 h a 37 °C. Aprés I’incubation, la plaque est
lavée 3 fois avec le tampon de lavage. Une solution d’anticorps polyclonal anti Stx2 de lapin
dilué au 1/2000°™ est déposée sur la plaque (100 pl par puits) et la plaque est laissée a
incuber pendant 1 h 30 a 37 °C. A la fin de I’incubation, 3 lavages sont réalisés et 100 pl/puits
d’une solution d’anticorps de chevre dirigé contre les anticorps de lapin et couplé a la
peroxydase GAR-HPO (Pierce, Rockford USA) dilué au 1/1000°™ dans le tampon de dilution
sont déposés sur la plaque. La plaque est ensuite incubée pendant 45 minutes a 37 °C. A la fin
de cette incubation, 3 lavages sont réalisés. Une solution de substrat peroxidase (Stable
Peroxydase substrate, Pierce) et OrthoPhényléne Diamine (OPD, Sigma Saint Quentin
Fallavier France) 0,2 mg/ml préparée a I’abri de la lumicre est déposée sur la plaque (100
ul/puits). La coloration est développée a I’abri de la lumiére pendant 2 minutes et la
révélation est arrétée par ajout de 50 pl/puits de H,SO4 2N. La densité optique de la
coloration est ensuite lue dans un spectrophotometre a plaque pQuant (Biotek, Colmar
France) a 492 nm. La concentration en toxine Stx2 des échantillons est calculée par 1’équation
de la courbe standard en ayant pris soin au préalable de choisir un point dont la DO est située

dans la zone linéaire de la courbe.

Extraction des ARN

e Extraction par le kit RNeasy

Apres 3 h de culture en absence ou en présence de MC, les bactéries sont culotées par
centrifugation 10 min a 7500 x g. Le surnageant est récupéré et filtré¢ a 0,2 um et sera utilis¢
plus tard pour les dosages de Stx2 en ELISA. Le culot est quant a lui repris dans 100 ul d’une
solution de TE-lysozyme (400 ng/ml) afin de lyser les parois bactériennes. La suite de
I’extraction est faite en suivant scrupuleusement les instructions du kit RNeasy (Qiagen).
Nous avons cependant ajouté une étape de digestion a la DNase sur la colonne comme
indiqué par le fournisseur et en utilisant le kit de DNase spécialement concu (RNase free
DNase set Qiagen). Apres extraction les ARN sont dosés par mesure de I’absorbance a
260/280 nm en plaque de 96 puits UVstar (Greiner) et dans le lecteur de plaque pQuant
(Biotek).
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e Extraction par le Trizol
Lors de nos études sur I’effet de la norépinéphrine et du microbiote intestinal, les ARN ont

¢été extraits par la méthode d’extraction au Trizol (phénol-chloroforme).

. Reprise le culot dans 750 pl de Trizol (TriReagent)
. Lyse des cellules a température ambiante pendant 10 minutes.
. Ajout de 0,2 volume de Chloroforme (par rapport au volume initial de TRIzol)

et agitation pendant 30 secondes et décantation pendant 10 minutes.
. Centrifugation 15 minutes a 12000 x g a 4 °C.
. Prélévement de la partie aqueuse supérieure et ajout de 0,5 ml volume

d’isopropanol. Agitation lente afin de mixer les 2 fractions et décantation pendant 10

minutes.
. Centrifugation 10 minutes a 12000 x g a 4 °C.
. Elimination du surnagent et resuspension du culot contenant les ARN par un

volume d’éthanol 75% dans de 1’eau traitée au DEPC.

. Centrifugation 10 minutes, a 7500 g a 4 °C.

. Elimination du surnageant et séchage du culot.

. Dissolution les culots dans 30 pl d’eau DEPC pendant 10 minutes a 56 °C.

. Mesurer la DO a 260 et 280 nm en lecteur de plaque pQuant :[ ARN] (ng/pl)=
(DO260 x 40 x facteur de dilution)/1000

Transcription inverse des ARN en ADNc¢

Aprés dosage 1 pg d’ARN est utilisé pour la reverse transcription par la transcriptase
inverse SuperScript™ II (Invitrogen). 1pug d’ARN est donc dilué dans de I’eau « RNase free »
de maniere a avoir 1 pg dans 11,5 pl final. 3 pg d’amorces aléatoires (Random primers
Invitrogen) est ajouté a chaque échantillon. Le mélange est incubé ensuite 10 minutes a 65 °C.
Puis a chaque échantillon nous ajoutons 1 ul de DNTPs 10 mM (Roche)

4 ul de First Strand Buffer 5X (Invitrogen)
2 ul de DTT 0,1M (Invitrogen)
0,5 unités de SSII SuperScript™ II.

Chaque échantillon subit ensuite le traitement suivant : 50 minutes a 42 °C

15 minutes a 70 °C
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PCR quantitative

Aprées rétro-transcription, les ADNc ont été quantifiés par PCR quantitative. Nous avons
choisi la méthode de quantification absolue. Pour cela nous avons di créer des courbes
standard des génes que nous voulions quantifier, en 1’occurrence stx,, StX2-yhas SEX29hby SEX2¢,

recA et le géne de ménage fufA.

Obtention des courbes standard

La premicre étape consiste a amplifier par PCR le géne dont nous voulons établir une
courbe standard. Pour cela, nous avons utilisé un couple d’amorce (tableau 8) qui amplifie
une région d’environ 880 pb du gene d’intérét. Dans le cas du geéne stx2, ces amorces sont
universelles a tous les variants et amplifient une région couvrant les 600 derniers nucléotides
du geéne stx24 et D’intégralité de la séquence codant pour la sous-unit¢ B (884 pb). Pour
amplifier le variant szx, nous avons utilis¢ I’ADN de la souche VTH 13 qui ne posseéde que ce
variant et qui ne posseéde pas stx/. L’ADN de la souche NV 95 a été utilisée comme matrice
pour I’amplification du variant stx,., la souche NV237 a ét¢é utilisée comme matrice pour le
variant stx,.,u. Du fait de la remarquable similarité existant entre les 2 variants stxz. €t 62y,
une seule courbe standard a été faite pour ces 2 variants. Les genes rec4 (909 pb) et tuf4 (872
pb) ont été amplifiés a partir d’ADN génomique de la souche EDL 933. Aprés amplification
des genes, le produit de PCR est purifi¢ sur colonne (Strataprep™, Stratagene, Amsterdam,
Hollande) puis quantifié par mesure de la DO a 260 nm en spectrophotométre pour
microplaque pQuant en diluant 2 pl de produit d’amplification purifié dans 98 pl d’eau
dépourvue de DNase et RNase.

A la quantit¢ d’ADN obtenue est appliquée la formule :

6,01.10% x[ADN | (g/ul)
660 (ADN double brin) x taille de I'amplicon (pb)

qui donne le nombre de molécules d’ADN/pul.

Les produits d’amplification sont ensuite dilués dans les volumes appropriés d’eau pour
obtenir une solution mére de 5.10° molécules/ul. A partir de cette solution mére, des dilutions
décimales sériées sont réalisées, afin d’obtenir une gamme de dilution allant de 5.10% a 5
molécules/pul. 2 pl de ces dilutions servent de matrice pour une PCR quantitative avec les
amorces spécifiques du variant s&x2 correspondant (tableau 8). La PCR quantitative est
réalisée dans 1’appareil LightCycler® de Roche. L’amplification est réalisée en utilisant le kit
LightCycler Faststart DNA Master SYBR green I (Roche). Les conditions de PCR sont
données en annexe V. L’amplification est ensuite analysée en utilisant le logiciel LightCycler

Data Analysis. La courbe standard ainsi obtenue est visualisable et 1’efficacité de la PCR peut
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étre évaluée en utilisant la pente de la droite de régression. La pente correspond a P=(b-
a)/(logQy-logQ.) avec Q, : quantité de matrice au cycle a et Qy : quantité¢ de matrice au cycle
b. En théorie on doit avoir Q,=Q; x 2" pour n: nombre de cycles. Le nombre de cycles

nécessaires pour atteindre Qn=10xQi peut &tre calculé ainsi :

10 x Qi=Qi x 2n —» 2n=10 —» nLog2=1 —» n=1/log2=3,32

Donc en théorie pour une dilution d’un facteur 10 la pente minimale est de 3,32 c’est-a-dire
qu’il faut au moins 3,32 cycles de plus pour amplifier une quantité 10 fois moindre. Dans la
réalité, la quantité de matrice n’est pas multipliée par 2 a chaque cycle mais par 1 + efficacité.
C’est ainsi que I’on définit I’efficacité de la PCR. La pente est donc fonction de 1’efficacité de
la PCR: Pente = 1/Log (1+Eff) d’ou Eff=10""-1 Donc plus la pente est élevée plus
I’efficacité est mauvaise. Nous avons choisi de ne garder les dilutions réalisées que si
I’efficacité de la PCR était supérieure ou égale a 95%. Le logiciel donne aussi I’erreur de la
PCR qui est due en général au manipulateur. La droite étalon est validée uniquement si
I’erreur expérimentale obtenue est inférieure a 10%. Les différentes courbes sont créées et

stockées par le logiciel en vue d’une utilisation lors de la quantification des échantillons.

Quantification des ADNc stx2 et recA

Aprés retro-transcription, les ADNc sont a une concentration de 10 ng/pl. Pour la
quantification des ADNc stx2 et recA, les ADNc totaux sont tout d’abord dilués au 1/20°™
puis 2 dilutions décimales sériées sont réalisées pour obtenir 3 solutions contenant 0,5 , 0,05
et 0,005 ng/ul d’ADNc qui servent de matrice a une PCR quantitative réalisée dans les mémes
conditions que les courbes standard (tableau 8). Chaque échantillon est donc quantifié en
triplicat et a chaque PCR le géne d’intérét (stx2 ou recA) et le géne de ménage (tuf4) sont

quantifiés afin de s’affranchir de la variabilité inter réactions.

Quantification des particules phagiques

La quantification des particules phagiques a été réalisée de maniére indirecte par
amplification en PCR quantitative de I’ADN phagique. 6 ml de culture sont tout d’abord
centrifugés a 12000 x g pendant 10 minutes. Le surnageant est filtré au travers d’un filtre de
0,45 pm. 5 ml de filtrat sont ensuite traités par 10 pg/ml RNase A (Amersham) et 40 u/ml
DNase I (Amersham) pendant 30 min a 37 °C pour ¢éliminer toute trace d’acides nucléiques
non phagique. Les phages sont ensuite sédimentés par ultracentrifugation a 76 000 x g
pendant 16 h a 4 °C de 5 ml de filtrat. Le culot est ensuite repris dans 200 pl de PBS et mis a
bouillir a 95 °C pendant 5 min afin de libérer ’ADN phagique. Cet ADN phagique sert
ensuite de matrice pour une PCR quantitative dans les mémes conditions que celles qui sont

utilisées pour quantifier les ADNc stx2 et tufA.
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Analyses statistiques

Les données obtenues pour le chapitre I sont présentées en tant que Moyenne + Erreur
standard a la moyenne (SEM). Cette SEM est obtenue en faisant le rapport de I’écart type sur
la racine du nombre d’expérimentation (n). Les analyses statistiques ont été réalisées sur les
valeurs de chaque expérimentation en utilisant le logiciel SAS v8.1. Les variables
indépendantes considérées ont été 1’origine des souches, le variant stx2 et le séropathotype. Le
nombre de souches n’étant pas identique pour chacun des groupes, nous avons réalisé¢ une
analyse de variance en utilisant les modeles linéaires généraux. Nous avons utilisé¢ la méthode
de comparaison des moyennes de Ryan-Einot-Gabriele-Welsh avec un ajustement par paires
selon la méthode de Tukey. Une valeur de P < 0,05 a été considérée comme significative. Les
données obtenues lors de I’étude de 1’effet du microbiote intestinal sur la production de toxine
Stx2 (Chapitre III) sont présentées en tant que Moyenne + SEM. L’analyse statistique a été
réalisée par un test ¢ standard. Les échantillons ont été¢ considérés comme non appariés et nous

avons utilisé un test bilatéral.

Dot-Blot Stx2

Les surnageants de cultures des EHEC filtrés sont dilués dans un tampon de dilution PBS-
BSA 1g/l. Les facteurs de dilution utilisés sont dépendants des conditions de cultures des
échantillons. 2 pul des dilutions choisies sont ensuite déposés sur une membrane (TransBlot
transfer medium Biorad). Aprés 2 minutes d’absorption, la membrane est saturée par une
solution de PBS-lait (annexe III) pendant 2 h a température ambiante. Apres ¢limination de la
solution de saturation, la membrane est incubée avec une solution d’anticorps polyclonal de
lapin anti Stx2 dilué¢ au 1/2000 dans une solution de PBS-lait (annexe III) pendant 18 h a 4 °C
sous agitation a 180 rpm. La membrane est ensuite lavée 3 fois 5 minutes avec une solution de
lavage (composition en annexe III), puis elle est incubée avec une solution d’anticorps de
révélation de chévre anti anticorps de lapin couplé a la peroxydase (GAR-HRP) dilué au
1/5000 dans une solution de PBS-lait (annexe III) pendant 2 h a 4 °C sous agitation 180 rpm.
La membrane est ensuite lavée 2 x 5 min et 1 x 15 min avec la solution de lavage, puis séchée
5 minutes & température ambiante. 3 ml d’une solution de révélation pour western-blot (ECL
Western-blotting substrate Pierce) sont ajoutés sur la membrane. La membrane est ainsi
incubée pendant 5 min a température ambiante a 1’abri de la lumiére. La solution de révélation
est ensuite éliminée et la membrane est enveloppée dans du film Saran. L’autoradiographie
est ensuite réalisée sur des films Hyperfilm (GE-Healthcare) exposés pendant 1 min a la

membrane.
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Dosages de I’AI-3

L’autoinducteur Al-3 a été dosé dans les milieux contrdle et conditionnés par la technique
mise au point par Sperandio et au moyen d’une souche reportrice portant une fusion
transcriptionnelle promoteur LEEI-lacZ (souche TEVS232) (Sperandio et al., 2003).
Concretement, apres une préculture de 16 h a 37 °C sous agitation a 150 rpm, la souche
TEVS232 est ensemencée a une densité optique de 0,02 dans le milieu DMEM contenant une
fraction des milieux a tester (10%, 20% ou 50%). Ces cultures sont ensuite incubées a 37 °C
sous agitation a 150 rpm jusqu’a atteindre une DOggo de 0,08-0,1. Ensuite 100 ul ou 500 pul de
la culture sont ajoutés a 900 pl ou 500 pl respectivement de tampon Z (composition en
annexe V). 2 gouttes de chloroforme et 1 goutte de SDS sont ajoutées au mélange afin de
lyser les bactéries. Apres vortex, la solution est incubée pendant 5 min a température
ambiante. Ensuite 200 pl d’une solution d’Ortho Nitro Phényl Galactopyranoside (ONPG
composition en annexe V) sont ajoutés et le mélange est incubé a température ambiante
jusqu’a ce que la couleur vire au jaune (environ 15 min). La coloration est arrétée avec 500 pl
de solution d’arrét (annexe V) puis le mélange est centrifugé a 14000 g afin de culotter les
débris bactériens. Le surnageant est prélevé et ’absorbance a 420 nm est mesurée. L’activité
B-galactosidase est ensuite calculée par la formule 1000 xA4,0/t x vol x DOggp avec t = temps
d’incubation de la solution d’ONPG et vol = 0,1 ml ou 0,5 ml suivant le cas. Le résultat est

ainsi obtenu en unités Miller.
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CHAPITRE 1
EXPRESSION DES GENES STX2 DANS DES
SOUCHES STEC DE SEROPATHOTYPE AET C

RESULTATS

1 - CARACTERISATION DES VARIANTS S7X2

Notre objectif était de déterminer si la plus grande pathogénicité des souches de
séropathotype A comparativement aux souches de séropathotype C pouvait s’expliquer par
une production de toxine Stx2 plus abondante, ou par la plus grande cytotoxicité d’un variant
particulier de Stx2. Pour y répondre, nous avons sélectionné 49 souches STEC parmi notre
collection de 350 souches, et étudi¢ dans un premier temps la répartition des variants stx2. 42
souches appartiennent aux sérotypes les plus représentatifs des séropathotypes A et C. Elles
ont ¢été isolées soit de bovins sains, soit de cas cliniques, afin d’analyser les différences
potentielles entre des isolats d’origine humaine et des isolats du réservoir animal. Au sein
d’un méme sérotype, nous avons essayé de sélectionner autant de souches d’origine humaine
que d’origine bovine. Ceci n’a pas été possible pour le sérotype O157:H7 pour lequel nous ne
disposions que de peu de souches non humaines. Nous avons également choisi 7 souches du
séropathotype E, de sérotype O6:H10 qui n’a jamais été isolé de malades, et qui nous servent
en quelque sorte de témoins non pathogeénes. La répartition est la suivante (Tableau 8) : 30
souches isolées de bovins sains ou d’échantillons alimentaires et de sérotypes O157:H7,
O113:H21, O6:H10, O91:H10 et O91:H21; 19 souches isolées sur des patients lors
d’infections déclarées et réparties dans les mémes sérotypes hormis O6:H10. Parmi ces
souches deux avaient ¢été¢ isolées de diarrhées, deux de colites hémorragiques, huit de
syndrome hémolytique et urémique, et quatre d’épidémies. En résumé notre échantillon est

compos¢ de 10 souches O157:H7 (9 d’origine humaine, et 1 d’origine bovine), 16 souches de
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sérotype O113:H21 (6 souches d’origine humaine et 10 d’origine bovine), 7 souches de
sérotype O91:H10 (1 souche d’origine humaine et 6 bovines), 7 souches de sérotype O6:H10
(toutes d’origine bovine), et 9 souches de sérotype O91:H21 (4 d’origine humaine et 5
d’origine bovine). Les proportions de chaque sérotype dans les souches d’origine humaine et
dans les souches d’origine bovine reflétent assez bien la réalité. En effet, les souches de
sérotype O157:H7 sont plus fréquemment isolées lors d’infections humaines que chez les
bovins. En revanche, les souches de sérotype O6:H10 ne sont jamais isolées chez les humains
mais uniquement chez les bovins; les souches de sérotype O91:H10 sont quant a elles
rarement isolées chez les humains. Les souches de sérotype O157:H7 appartiennent au
séropathotype A, les souches de sérotype O113:H21, O91:H10 et O91:H21 appartiennent au
séropathotype C, et les souches de sérotype O6:H10 appartiennent au séropathotype E. Si
toutes les souches choisies possédent bien évidemment les génes stx2, certaines possedent

stx1 et d’autres pas.

Le typage des variants stx2 a été réalisé par la technique de RFLP-PCR décrite par Bertin
en 2001 (Bertin et al., 2001). Cette technique ne permet pas de distinguer les variants stX;.,,
et stxo. dont les séquences nucléotidiques des sous unités B ne sont pas assez polymorphes.
Par conséquent, nous avons réalis€¢ un alignement des séquences nucléotidiques des sous-
unités A des différents variants présents dans les bases de données (figure 31). Cet alignement
a permis de mettre a jour 13 sites de polymorphisme entre les variants stx;.,p, et stxz.. La
substitution située a la position 134 (G-A) provoque la disparition du seul site de restriction
EcoRV présent dans la séquence du variant stx,.. Par conséquent, il nous a été possible de
mettre au point un nouveau systéme de RFLP-PCR. Les souches qui possédaient le variant
Stx2.nq ont donc €té criblées par cette nouvelle méthode. Les séquences des amorces PT1F et
Y2R utilisées pour amplifier un fragment de 533 pb sont données en annexe. Ce fragment
recouvre les 195 pb en amont du geéne stx24 et les 338 pb en 5° de ce géne. La digestion de ce
fragment de PCR par I’enzyme EcoRV fait apparaitre 2 bandes (329 pb et 204 pb) si le
variant stx,. est présent et une seule si le variant stx;.,, est présent. Le cas de figure ou 3

bandes sont visibles (stx2. + stx2.,4,) ne s’est jamais présenté (figure 32).
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Skx2
Stx2c
Stu2-vha
Stu2=-vhb
Consensus
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HKKHFHAYLFALASYNAMAADCAKGKIEFSKYNEDDTF TYKYDGKEYHTSRHNLOPLLOSAOL TGHTYTIKSSTCESGSGFAEYOFNND

Figure 31 A : Alignements protéiques de différents variants stx2 dont la séquence est disponible
sur Genbank.

Les points indiquent les acides aminés conservés. Les acides aminés évoqués dans la discussion
du chapitre I sont entourés en jaune.
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Figure 31 B: Alignements nucléotidiques de différents variants stx2 dont la séquence est
disponible sur Genbank.

Les points indiquent les nucléotides conservés. Le site de restriction ECORV de la sous-unité A utilisé pour
le typage des variants StX2c et Stx2-vha est entouré en bleu. Les amorces de PCR quantitative utilisées sont
indiquées sur la séquence nucléotidique de la sous-unité B. La zone amplifiée est entourée en vert.
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Figure 32 : Caractérisation des variants StX. et StX,.,no par RFLP-PCR.

Electrophorése sur gel d’agarose des fragments de produits de PCR digérés par EcCORV. Le produit
d’amplification de 530 pb est coupé en 2 fragments de 329 et 201 pb dans le cas du variant stX,. mais n’est
pas coupé dans le cas du variant StX,.p,.

Parmi les 49 souches étudiées, 29 (60%) ne possédent qu’un seul variant stx2 et 20 (40%)
possedent 2 variants s&x2 différents. Seuls les variants stx;, StXo.na, SEX2nb, SEX20 €F SEX2-NV206

ont été retrouvés dans les souches étudiées (figure 33).

Séropathotype A Séropathotype C
StX; , StXy StX2 , StX; yha » SDXovhb
10% 4%
StXZ-Vha ] StXZ-Vhb ;\ E/tj(z OStXZ-vha
Sy, 7% o
20% StXo.vho

21%

Séropathotype E

StXo-Nv206
86%

Figure 33 : Répartition des différents variants stx2 parmi les souches de séropathotype A, C et
E.

Chaque variant ou combinaison de variants est représenté dans une couleur différente.

Les variants stxz., Stxzq et stxyr n’ont pas €té retrouvés, ce qui n’est pas surprenant étant
donné que ces variants sont présents quasi exclusivement chez le porc, le mouton et le pigeon
respectivement. Le séropatotype A, qui regroupe les souches les plus virulentes le plus
souvent associées aux épidémies de grande ampleur, présente une faible hétérogénéité de

variants. En effet, 70% des souches qui le composent dans notre étude possedent le variant
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stx; seul, et 10% des souches possédent ce méme variant associé au variant stx,.. Seulement 2
souches (20%) possedent le variant stxy. seul. Le séropathotype C présente une forte
hétérogénéité de variants, puisque 8 variants ou combinaisons de variants sont représentés. Le
variant le plus fréquemment retrouvé est le variant stx,.,z, seul ou en association avec un ou
plusieurs autres variants. Dans ce séropathotype, 54% des souches possédent plusieurs
variants stx2. 60% des souches humaines posseédent le variant stx, seul ou en association,
tandis que seulement 22% des souches bovines possédent ce variant. Le séropathotype E est
trés homogene. Six souches sur sept posseédent le variant stx, nyy206, la derniére portant le

variant szx.

En résumé, I’analyse de la répartition des variants dans notre €chantillon montre que le
variant stx, est préférentiellement associé aux souches d’origine humaine, puisque 74%
d’entre elles le posseédent, et parmi elles il est plus particulierement associé aux souches de
sérotype O157:H7. En revanche, les variants stx,. Stxo.mp €t stxo.,n, sont principalement
associés aux souches d’origine bovine, en combinaison avec un autre variant dans 48% des
cas. Le variant stx, np206 €St quant a lui préférentiellement associ€ aux souches non pathogenes

du séropathotype E.

2 - CYTOTOXICITE ENVERS LES CELLULES VERO

Les premiceres souches STEC ont ét¢ décrites a 1’origine par leur toxicité envers les cellules
Vero (Oku et al., 1989) (d’ou leur appellation initiale VTEC, pour Vero toxigenic E. coli). 1l
avait été montré que cette toxicité était due a une Shiga toxine, et que les cellules Vero étaient
trés riches en récepteur Gb3 (Pudymaitis et al., 1991). 1l est généralement admis que la
cytotoxicité envers les cellules Vero est corrélée a la pathogénicité de la souche. Bien que cela
ne soit pas démontré, il nous a paru intéressant de regarder si la toxicité de nos souches
dépendait du variant s¢x2, du séropathotype, ou de 1’origine des isolats. Nous avons donc testé
la cytotoxicité envers les cellules Vero de chacune des souches de notre échantillon par
dosage de la LDH libérée par les cellules en nécrose ou apoptose. Les expériences contrdles
réalisées avec les mutants délétés pour les genes stx des souches EDL 933 et Sakai montrent
que la délétion d’un seul geéne stx ne modifie pas la toxicité comparativement aux souches
parentales, alors que la délétion des deux genes stx abolit totalement la cytotoxicité des

surnageants de culture.

Il s’avere que toutes les souches STEC ne présentent pas la méme cytotoxicité envers les

cellules Vero. La premicre observation que nous avons pu faire est que les souches possédant
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stxI ne sont pas plus cytotoxiques que les souches qui n’ont que stx2. De plus, on constate
que les souches d’origine bovine présentent une plus forte hétérogénéité en termes de
cytotoxicité que les souches d’origine humaine. En effet, la cytotoxicité des souches d’origine
bovine varie de 15 a 90 % tandis que la cytotoxicité des souches d’origine humaine varie

seulement de 65 a 90 % (figure 34).
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Figure 34 : Cytotoxicité des isolats STEC d’origine humaine (A) et bovine (B).

Les résultats sont exprimés en % de cytotoxicité envers les cellules Vero par rapport a la cytotoxicité
d’une solution de lyse (Triton X100). Les valeurs sont les moyennes de 3 expérimentations indépendantes
et les erreurs standard a la moyenne (SEM) sont indiquées par les barres d’erreur. Le variant ou la
combinaison de variants présent dans chaque souche est indiqué en dessous. Les hachures montrent la
présence du géne Stx1. Les couleurs des barres indiquent I’appartenance au séropathotype A (orange), C
(bleu) ou E (vert). La souche E. coli K12 DH5q ainsi que les mutants isogéniques des souches EDL 933 et
Sakai délétées des génes Stx1 et/ou Stx2 ont été utilisés comme controles.

109



Résultats — Chapitre 1

Ainsi, les analyses statistiques par test ANOVA révelent que les souches d’origine bovine
sont significativement moins cytotoxiques que les souches d’origine humaine (P < 0,05), et
ceci malgré le fait que les souches de sérotype O6:H10 soient les plus cytotoxiques. Ce
résultat est en réalité¢ di au fait que les souches de sérotype O91:H10 sont significativement

moins cytotoxiques que les souches appartenant aux autres sérotypes.

Le nombre de variants stx2 n’a pas d’influence sur la cytotoxicité des souches d’origine
humaine, mais les souches d’origine animale possédant 2 variants stx sont plus cytotoxiques
que celles possédant un seul variant (P < 0,01). La nature du variant stx2 semble avoir une
influence dans ces conditions. En effet, les souches possédant le variant stx,. seul sont
significativement moins cytotoxiques que les souches possédant les autres variants, seuls ou
en combinaison. Nous avons toutefois observé une grande variabilité de cytotoxicité pour ces
souches possédant stx,.. En effet, certaines souches (CHVi-I et NV280) sont extrémement
cytotoxiques, alors que d’autres ne le sont que trés faiblement (NV166, NV170, NV271,
NV95). Par conséquent, il est naturel de se demander si les différences de cytotoxicité
observées sont dues a une plus faible production de toxine par les souches les moins
cytotoxiques. Nous avons donc mesuré la quantité de toxine présente dans le surnageant ayant
servi lors du dosage de la cytotoxicité. Il s’avere que les 2 souches (CHVi-1 et NV280)
présentant une forte activité cytotoxique produisent une quantité de toxine (1125 ng/ml et 750
ng/ml respectivement) beaucoup plus importante que les souches faiblement toxiques
(NV166: 100 ng/ml, NV271 : indétectable, NV95: 203 ng/ml, NV170: 31 ng/ml). La
production de toxine Stx2c, méme par les souches les plus cytotoxiques, reste inférieure a la
production de toxine Stx2 par les souches O157:H7. Nous avons par conséquent voulu savoir
si les toxines Stx2 et Stx2c possédaient la méme activité cytotoxique. Nous avons donc
comparé ’activité spécifique de Stx2c avec celle de Stx2. Pour cela, nous avons dilué le
surnageant de culture des 2 souches 86-24 et CHVi-I, possédant respectivement les variants
Stx2 et Stx2c, de fagon a obtenir une concentration égale de toxine dans chacun. Les cellules
Vero ont ensuite ¢t¢ mises en présence de différentes dilutions de ces surnageants et la
cytotoxicité a été évaluée par coloration du tapis cellulaire au cristal violet. Il s’avere que
Stx2c est plus cytotoxique (CD50/5.104 cellules : 0,07 ng) que Stx2 (CD50/5.104 cellules : 0,19
ng). Ainsi, la plus faible cytotoxicité observée pour les souches possédant le variant Stx2c est

due a une plus faible quantité de toxine produite et non a faible activité de la toxine.

La seule souche de notre étude a posséder le variant stxz,;, est la souche NV148. Elle
présente une activité cytotoxique faible (33%) ainsi qu’une faible production de toxine (80
ng/ml). Le variant Stx2-vha présente une CDs(/5.10 cellules de 0,57 ng, ce qui indique une
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activité cytotoxique plus faible que celles de Stx2 et Stx2c. La faible cytotoxicité de la souche
NV148 peut donc s’expliquer a la fois par une faible production et une faible activité de la

toxine.

Les quantités de toxines produites par les souches ne possédant que le variant stx;.,,, sont
trés faibles (116 a 414 ng/ml). Ceci ne nous a pas permis d’obtenir des surnageants contenant
suffisamment de toxine pour calculer la CDsy de ce variant. Toutefois, la plupart des souches
possédant ce variant présentent une cytotoxicit¢é de plus de 65%, et jusqu’a 80%, alors
qu’elles ne possedent pas Stx1 (sauf une). La présence d’une autre toxine a donc été
envisagée. Paton ef al. ont mis en évidence une nouvelle toxine ABs : la subtilase présente
chez certaines souches O113:H21 (Paton et al., 2004), toxique pour les cellules Vero
(Morinaga et al., 2007). Le geéne codant cette toxine n’a pas €té retrouvé dans les souches en
question. La cytotoxicité observée n’est donc pas pour le moment explicable, mais la présence

d’une autre toxine active envers les cellules Vero n’est pas a exclure.

Comme nous avons pu le constater, I’analyse de la cytotoxicité des souches envers les
cellules Vero s’est avérée peu discriminante, puisque la grande majorité des souches présente
une cytotoxicité de 70 a 90 %. Il semble que les cellules Vero soient tres sensibles a la toxine,
et qu’une concentration de 160 ng/ml soit suffisante pour tuer 80% des cellules. Ainsi, des
différences de production de toxine assez importantes ne se traduisent pas toujours par une
différence de cytotoxicité, ce qui indique une faible sensibilité du test. Pour obtenir des
résultats plus informatifs sur la production de toxine par les différentes souches, il aurait peut
étre fallu diluer les surnageants encore plus que nous ne 1’avons fait (plus de 100x). Mais
I’analyse de la cytotoxicité sur cellules Vero présente d’autres inconvénients : il n’est pas
possible de faire la part de la cytotoxicité due a Stx1 et a Stx2 pour les souches qui produisent
les deux types de Shiga-toxine, ou méme éventuellement due a une autre toxine non
caractérisée ; pour les souches qui produisent deux variants de Stx2, il n’est pas possible de
savoir si un variant est plus produit ou plus cytotoxique que 1’autre. Ce test nous renseigne
donc de fagon approximative sur la cytotoxicité d’une souche, mais trés peu sur la production
de toxines de la famille Stx2. Devant la lourdeur, les limites, et le manque de reproductibilité
de ces expérimentations, nous avons préféré opter pour une autre approche, nous permettant
d’analyser plus finement I’expression de chaque variant szx2, et ceci en conditions standard de
culture, mais aussi lors d’une induction du systeme SOS. Cette approche permettra de
déterminer si les différents variants stx2 sont portés par des phages inductibles et, le cas
¢échéant, si les taux d’induction sont similaires. De plus, nous analyserons 1’expression
spécifique des différents variants des geénes stx2 au niveau transcriptionnel, en conditions
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basales et induites. Pour ce travail, nous avons restreint notre contingent de souches a étudier.
Nous avons choisi 23 souches sur la base de leur représentativité de sérotype et de
combinaisons de variants stx2: pour chaque sérotype, nous avons choisi des souches
possédant les différentes combinaisons de variants posssibles, et provenant de bovins et de cas
cliniques (tableau 7). Nous avons ¢liminé le sérotype O6:H10 qui ne présente pas un grand
intérét pour cette étude puisque composé exclusivement de souches d’origine bovine et

possédant un variant qu’on ne retrouve que dans ce sérotype (Stx2-yy206)-

3 - PRODUCTION DE PHAGES S7X2

Lorsqu’un prophage de type Lambda est induit dans une cellule bactérienne, des protéines
phagiques lysent la paroi cellulaire et les phages sont libérés dans le milieu extérieur. La lyse
cellulaire se traduit par une diminution de la densité optique de la culture a 600 nm. Il a été
montré que plus la diminution de la DOgg est importante, plus la quantité de phages produits
est grande (Muniesa et al., 2003;Tyler et al., 2004). Pour savoir si des prophages sont induits
dans nos souches en réponse a la mise en place d’une réponse SOS, nous avons étudié les
cinétiques de croissance des souches en présence ou absence d’un agent alkylant inducteur de
la réponse SOS, la MC. Pour déterminer si les phages libérés dans le milieu portent les génes

stx2, nous avons développé une méthode spécifique de détection et de quantification.

3-1. Etude de la sensibilité des STEC a la mitomycine C
par cinétigue de croissance

La MC (250 ng/ml) est ajoutée dans la culture bactérienne au début de la phase
exponentielle de croissance (DOgoo: 0,2) comme cela a déja été¢ décrit (Teel et al,
2002;Ritchie ef al., 2003). Cette concentration en MC est suffisante pour induire une réponse
SOS et donc une induction du cycle lytique des phages de type A. Toutes les souches ne
répondent pas de la méme fagon a I’induction par la MC, puisque trois profils de croissance

ont été observés (figure 35) :

e Profil a: Les souches subissent une forte lyse tres rapidement (87-307, ED 76 et 87-
2927). La courbe commence a s’infléchir dés 1h30 apres 1’ajout de MC. La DOggp
maximale ne dépasse jamais 1 et tombe toujours a moins de 0.5 aprés 4 h30 de traitement

ala MC.

e Profil b : Les souches présentent une lyse plus tardive et plus progressive (NV237, Sakai,

EDL 933, 86-24, 85-08, VTH-13, NV308, CHVi-I, NV95, CL-3, CL-15, NV254, B2F1,
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NV199). La DOgpp commence a diminuer aux alentours de 2 h apres 1’ajout de MC, reste

au dessus de 1 généralement jusqu’a 4 h 30, et ne descend jamais au dessous de 0.5.

e Profil ¢ : Les souches ne semblent pas ressentir 1’effet de la MC comme en témoigne leur

profil de croissance qui montre une treés légere baisse du taux de croissance environ 2 h

aprés ajout de MC, mais aucune lyse bactérienne (NV166, NV127, NV148, NV200,

DEC16A, ED226, CB 6775).

Profil a : 87-307 (stx,-StX5_3),
ED76 (stxy-stx,_;), 87-2927

(S8~ 1X 5 1)

Profil b : NV237 (stx2), Sakai (stx2),
EDL933 (stx2), 86-24 (stx2), 85-08
(stx2), VTH-13 (stx2), NV308 (stx2-
vhb), CHVi-I (stx2c), NV95 (stx2c),
CL-3 (stx2-stx2-vhb), CL-15(stx2-stx2-
vhb), NV254 (stx2-stx2-vhb), NV199
(stx2c-stx2-vhb), B2F1 (stx-2vha-stx2-
vhb).

Profil c: NV166 (stx,,), NV148 (stx,._,,.,),
DECI16A (stx,,;;), ED-226 (stx,_;),
NVI127 (stx,,-stx,.,;) CB 6775 (stx,),
NV200 (stx2 stx,_ ).
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Figure 35 : Courbes de croissance des souches STEC en présence et en absence de mitomycine

C.

A t0, les cultures en LB ont été divisées en deux et la mitomycine C (250 ng/ml) a été ajoutée a ’une
d’entre elles. Courbe bleu: croissance en absence de mitomycine C. Courbe rouge : croissance en présence

de mitomycine C.
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Deux des souches présentant le profil a possédent la combinaison stx, + stx;.p, la troisiéme
la combinaison stx;.,u, + Stxon. Les souches du séropathotype A et celles qui portent le
variant stx, seul présentent toutes le profil b. Le groupe des souches présentant le profil ¢ est
hétérogene, en termes de sérotypes ou de variants, mais aucune de ces souches ne porte le
variant stx,, que ce soit seul ou en combinaison avec un autre variant. Ainsi, la majorité des
souches possédant le variant stx; seul ou en combinaison présentent le profil b, ce qui laisse

supposer que la nature du variant pourrait avoir une influence sur la sensibilité a la MC.

3-2. Quantification des phages stx?2

Pour déterminer si les diminutions de DO observées étaient corrélées a la production de
phages portant les génes stx2, il fallait quantifier les copies de ces genes dans I’ADN des
phages libérés dans les surnageants de culture. Pour cela, nous avons dii mettre au point d’une
part une méthode de purification des phages, d’autre part une méthode de PCR quantitative en

utilisant des amorces spécifiques de chaque variant.

3-2.1. Isolement des particules phagiques

Nous avons observé, ainsi que d’autres auteurs, que les phages stx perdent trés rapidement
leur pouvoir infectieux. De plus, si des plages de lyse sont obtenues apres infection d’une
souche E. coli sensible, elles sont extrémement difficiles a visualiser (Muniesa et al., 2004a).
Pour les détecter il est généralement nécessaire de réaliser une hybridation moléculaire avec
une sonde spécifique, par exemple du geéne stx2 (Muniesa ef al., 2000). Méme ainsi nous
n’avons pas pu obtenir de résultats reproductibles, et le nombre de plages de lyse était
toujours tres faible, quelle que soit la souche réceptrice utilisée. Il n’a donc pas été possible de
quantifier de fagon fiable le nombre de particules phagiques d’un lysat par la technique

classique couramment utilisée pour titrer un lysat de phage A.

Nous avons donc développé une technique de quantification indirecte des phages par PCR
quantitative. Aprés avoir récolté les particules phagiques dans les surnageants de culture par
ultracentrifugation, nous les traitons a la DNase et a la RNase afin d’éliminer toute trace
d’acides nucléiques bactériens. La capside protéique des phages est ensuite dénaturée par
chauffage, libérant I’ADN phagique. Cette suspension sert de matrice pour réaliser une PCR
quantitative avec les amorces spécifiques des variants des geénes stx2 décrites ci-dessous. La
quantification étant faite de manicre absolue, les résultats sont donnés en nombre de copies du

gene stx2 présentes dans le surnageant de culture.
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3-2.2. Choix des amorces

Pour dessiner des amorces de PCR quantitative qui nous permettent de différencier les
genes des variants Sfx;, SEX2.ha  SIX2.0hp, €0 SIX2., nOUs avons réalis€ un alignement
nucléotidique des génes des sous-unités A et B afin d’identifier les régions de divergence. Les
amorces choisies doivent permettre I’amplification d’un brin d’ADN dont la longueur est
comprise entre 100 et 200 pb. Le peu de divergence observée dans le geéne de la sous-unité A
nous a conduit a cibler une zone du géne de la sous-unité B comprise entre les nucléotides
100 et 130 pour I’amorce sens et la zone a I'extrémité 3’ du geéne pour 1’amorce antisens
(figure 31). Nous n’avons pas cherché a discriminer les variants stx,.,;, et stx;. car aucune des
souches de notre étude ne posséde ces 2 variants. Finalement, 4 amorces sens différentes ont
€té obtenues : stx2F-1, stx2a, stx2b et stx2a-1 (tableau 8). L’amorce stx2a-1 dessinée dans la
zone la plus divergente entre stxz.,;, et stx2.,np a été testée sur I’ADN de 2 souches possédant
soit stx2.,n, seul, soit stxo.up seul, et il s’est malheureusement avéré que cette amorce n’était
pas capable de différencier ces 2 variants quelles que soient les conditions de PCR utilisées.
Par conséquent, il nous a été impossible de quantifier de fagon différentielle les genes stx2.,i,
et stxo.np. La séquence de la sous-unité B des variants stx;. et stx2.,;, €tant identique, les zones
de divergence entre stx,. et stx,.,up sont également limitées, et par conséquent nous n’avons
pas pu non plus discriminer les variants stx;. et stx;.,n. En revanche, nous avons pu mettre au

point des conditions de PCR permettant de différencier le géne stx, du gene stxz.ypp.

3-2.3. Génération des courbes standard

Nous avons choisi de quantifier les genes de maniere absolue, et pour cela il a fallu créer
des standards pour chaque variant stx2. Dans ce but nous avons amplifi¢ a partir de I’ADN
génomique des souches possédant un seul variant, un fragment de 800-900 pb qui apres
purification et quantification a été dilué afin d’obtenir une gamme de concentration d’ADN
allant de 10° 4 1 copies pour 2 pl. Ces différentes gammes ont ensuite servi de matrice pour
une PCR quantitative avec les amorces spécifiques des variants correspondants afin d’obtenir
des droites standard qui permettent de quantifier de manicre absolue les ADNc stx2 présents
dans les échantillons. Nous avons ainsi obtenu 4 droites standard stx2 correspondant aux
différents variants (stxz, StX2.ne SEX2mp, Stxz.). Ces droites standard sont stockées par le

logiciel LightCycler™ DataAnalysis et sont utilisées pour la quantification des échantillons.

3-2.4. Reésultats
Les copies des variants du gene stx2 sont quantifiées dans les lysats de phages présents dans
le surnageant de culture des souches 3 h aprés ’ajout de la MC (figure 36).

115



Résultats — Chapitre 1

10°

8. ’ -
108 ? ﬁ
107] / A
r / /
75 L BE
" / / /
T 10 ¥ . 4 / /
g ™Mz A 2 A 7
P 7 A M AN ¢y 4
SR AT 2R
3 AR E A A AR v 2 4
2 W rCer s g 9 /A 7R / 7 /]
AR /Y AR/ 7 A .
XY ¥ A AR A
A A A A AR . h Gyt g
w_lf,,,,/ 47 4072 AW 4 2 2 7y
3 £ 2R e p s E g R8sy
AR RN AN LA
— % % % % k —— & 3
Génotype des phages stx2 stx2-vha stx2-vhb stx2-c stx2-vha é §
stx2-vhb )
g
. i i stx2-vhb
@8 profil de croissance a Profil de croissance b Profil de croissance ¢ stx2-c

Figure 36 : Concentration des particules phagiques Stx2 dans les surnageants de cultures a 3 h.

La couleur des barres indique le profil de croissance de la souche correspondante. Les barres hachurées
représentent les valeurs obtenues en présence de mitomycine C. Le génotype des particules phagiques est
indiqué en-dessous du graphique.

* Les souches portant a la fois les 2 variants StX; et StX,_yn, ont été testées séparément pour chacun des 2
variants.

Les deux souches présentant le profil de croissance a (lyse précoce) et possédant les
variants stx; et stx,.n (ED 76, 87-307) sont celles qui produisent le plus de phages stx; en
présence de MC, & 3h aussi bien qu’a 6 h (10°* copies/ml). En revanche, peu de copies du géne

stx 2 sont détectées dans les particules phagiques (10? & 10*/ml).

En ce qui concerne les souches présentant le profil de croissance b, trois cas de figure
apparaissent. Dans le premier cas (EDL 933, 86-24, NV237), la concentration en phages stx
est, comme attendu, plus élevée en présence de MC qu’en son absence, comme en témoignent
les taux d’induction variant de 20 a 50000. Dans le deuxi¢me cas (CL3, CL15, NV254), la
quantité de phages stx, est élevée et identique (10°/ml) en absence et en présence de MC. Ces
trois souches possedent les variants stx; et stxo.,,. Comme précédemment, les phages stx.vnp
sont beaucoup moins produits que les phages stx,. Dans le troisiéme cas (VTH 13, NV308,
CHVi-1, B2F1), la production de phages stx est faible, mais plus élevée en présence de MC
qu’en son absence, et une lyse est néanmoins observée. Il est & noter que ces quatre souches
possédent chacune un variant stx différent : stx, pour VTH 13, stx,.,,, pour NV308, stx,. pour

CHVi-1, et stx;.pq + stx2.n pour B2F1.

Pour les souches présentant le profil de croissance c¢ (pas de lyse en présence de MC),

I’ADN des phages stx n’est pas détecté ou est présent en faible quantité en absence et en
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présence de MC. Il faut cependant noter que les souches DEC16A, NV200, et NV148, qui ne
lysent pas en présence de MC, produisent les mémes quantités de phages stx que les souches

VTH 13, NV308, CHVi-I qui, elles, lysent en présence de MC.

Pour un certain nombre de souches, représentatives des trois profils de croissance et des
différents profils de production de phages stx, nous avons également quantifié¢ les copies des
variants stx2 6 h aprés I’ajout de la MC. Les quantités d’ADN phagiques sont en moyenne 2 a

5 fois plus élevées qu’a 3 h, mais les niveaux relatifs de chaque variant restent identiques.

4 - ANALYSE TRANSCRIPTIONNELLE DES VARIANTS
STX2

L’analyse de la croissance des différentes souches ainsi que 1’étude de la production de
phages ont révélé que les souches ne sont pas également sensibles a la MC et ne produisent
pas les mémes quantités de phages stx2. Nous avons donc voulu étudier plus en détail la
production de toxine, et en particulier la synthése des ARNm stx2, en absence ou en présence
de MC, par la technique de RT-PCR en temps réel. Pour cela, nous avons utilisé¢ les mémes
amorces que celles utilisées pour la quantification de I’ADN s#x2 phagique, et il ne nous est
donc pas possible de différencier les variants stxo,u, et stx. du variant stx;.,n,. Afin de
normaliser les concentrations d’ARNm s#x2, nous avons choisi d’utiliser comme géne de
ménage le gene tuf4, dont ’expression varie trés peu quelles que soient les conditions de
culture des bactéries. Les amorces utilisées sont listées dans le tableau 8. Une courbe étalon a

été obtenue pour ce géne de la méme maniere que décrite précédemment pour les génes stx2.

Nous avons quantifié I’expression des genes stx2 par les STEC en phase exponentielle
tardive de croissance, en absence et en présence de MC (figure 37). En absence d’induction
du systeme SOS par la MC, seuls les ARNm des variants stx, et stxy. sont détectables. En
effet, le niveau d’expression du variant stx, est significativement plus élevé que celui des
autres variants (P < 0,001), mis a part celui du variant stx,. dans les souches CHVi-I et NV95
qui sont les seules souches O157:H7 qui expriment ce variant. Parmi les 6 souches possédant
uniquement le variant stx,, deux ne présentent pas de niveau d’expression élevé, et il est
intéressant de noter que ces 2 souches (CB 6775 et VTH13) sont les 2 seules qui ne sont pas
de sérotype O157:H7. Dans le cas des souches possédant a la fois les variants stx; et stx,.ip, 1a
transcription du variant stx; est toujours plus élevée que celle du variant stx2.,;,. Nous n’avons
malheureusement pas pu analyser I’expression différentielle des variants szx2 dans les souches

possédant a la fois stx;.p, €t St 1p, OU SIX2. €t SEX21p, C€ QUi NOUS aurait peut-&tre permis de
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montrer que dans ces souches-la aussi le variant stx,.n, était peu exprimé. Les études
statistiques réalisées par test ANOVA ne mettent pas en évidence de différence significative
d’expression basale de stx2 en fonction de 1’origine des souches (humaine ou bovine), du

sérotype ou du séropathotype.

L’induction de I’expression de s#x2 par la MC est tres hétérogene. Globalement, la quantité
d’ARNm s#x2 est plus importante dans les souches de sérotype O157:H7 et de séropathotype
A que dans les autres (P < 0,01 et P < 0,001 respectivement). De méme, les souches de
séropathotype A sont plus fortement induites que les souches de séropathotype C (P < 0,01).
Globalement, les niveaux d’expression du variant stx, sont plus €élevés que ceux des autres
variants, excepté celui du variant stx,. présent dans les souches de sérotype O157:H7 (CHVi-I
et NVO95). La transcription de stx, est induite de 25 a 100 fois dans toutes les souches
exprimant stx; seulement, mais quand il est associ€¢ a stx,.u, 1’expression de stx, n’est
inductible que dans 2 souches sur 6. Dans les 4 autres souches, I’expression de stx; est élevée,
mais équivalente a celle observée en condition non induite. L’expression de certains variants
stx2 est tres faible et ne semble pas inductible par la MC : les ARNm stx;,.,,, ne sont pas ou
trés peu produits dans toutes les souches qui possédent ce variant seul ou en association avec
stx;. Dans les 2 souches possédant la combinaison stx;.n, + stx2.m (B2F1, 87-2927), et les
deux souches possédant la combinaison stx;. + stx2ns (NV127, NV199), on observe une
induction bien que les taux d’ARNm restent trés faibles ; néanmoins il n’est pas possible de

savoir lequel des deux variants est exprimé.
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Figure 37 : Quantification relative des ARNm stx2.

Quantité relative d’ARNm Stx2 en absence de mitomycine C (barres pleines), et en présence de
mitomycine C (barres hachurées). Les valeurs données sont les moyennes d’au moins trois
expérimentations indépendantes.. La ligne horizontale pointillée indique la valeur du controle
négatif. % Les souches portant a la fois les 2 variants Stx2 et stx2-vhb ont été testées séparément pour
chacun des 2 variants

Les courbes de croissance décrites ci-dessus montrent que 1’induction de la phase lytique du
phage est treés précoce pour 3 souches possédant la combinaison stx; + stxom (87-307 87-
2927 et ED 76, profil a). Par conséquent, nous avons étudié la synthése d’ARNm a un temps
plus précoce pour deux d’entre elles afin de nous assurer que la quantit¢ d’ARNm messagers
que nous observions a 3 h dans une faible population bactérienne était bien représentative de
celle présente dans une population plus importante. Nous avons donc extrait les ARNm 90
minutes apres ajout de la MC. De la méme fagcon qu’a 3 h, aucun ARNm stx,.,4, n’était
détectable a ce temps, alors que les messagers stx; étaient produits en aussi grande quantité
qu’a 3 h. L’expression des variants stx,.,, €t stxz. est induite de 10 a 30 fois, et elle n’atteint

des niveaux relativement élevés que dans les souches de sérotype O157:H7.

En étudiant simultanément les croissances bactériennes et 1’expression des génes stx2, nous
avons pu constater que la lyse induite par la MC était associée a une plus forte expression
d’au moins un des 2 variants stx2 présents. Dans les cas ou la MC ne provoque pas de lyse,

peu ou pas d’expression de ces génes n’est observée.

En résumé, les alléles stx,.,n» sont les moins exprimés, aussi bien en conditions basales

qu’en conditions induites, et ceci plus particulierement dans les souches possédant a la fois les
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variants stx, et stx,,up. Les taux d’induction sont significativement plus élevés pour les
souches de sérotype O157:H7, et enfin les quantités d’ARNm s#x2 sont plus élevées dans les
souches appartenant aux séropathotypes A et C et exprimant le variant stx, que dans les autres

souches du séropathotype C.

5 -CORRELATION ENTRE L’EXPRESSION DES GENES
STX2ET LA PRODUCTION DE PHAGES S7X2

A 3 h une quantité significative d’ADN phagique n’est observée que dans les surnageants
des souches qui présentent une forte transcription de stx,. Une augmentation de la quantité de
phages présents est observée lors du traitement a la MC excepté pour les souches dont la
transcription n’est pas inductible (CL-15, CL-3, NV254). Apres induction a la MC, I’ADN du
phage stxo.,n, n’est détecté en faible quantité que dans les 3 souches pour lesquelles nous
avions observé une faible transcription du geéne stxo.n, (NV308, DECI6A, NV254).
Cependant et contrairement a nos attentes, nous avons aussi observé en présence de MC une
augmentation de la quantité de phages portant stx,.,n, pour la souche 87-307, alors que
I’ARNm n’est pas détectable. Le cas de figure ou il y aurait une forte synthése d’ARNm mais
une absence de particules phagiques n’a jamais été observé. La corrélation observée entre la
croissance bactérienne, la quantité d’ARNm, et la production de phages indique que les
variants stx2 qui sont portés par des prophages capables de produire des particules phagiques
sont les seuls qui sont exprimés. Le promoteur du variant s£x,.,x5, quand il n’est pas porté par
un prophage inductible, n’est pas actif dans nos conditions de culture (souches CL-3, CL-15
et NV200). Dans le cas des souches pour lesquelles 1’expression de stx, est forte mais non
inductible par la MC, la quantité¢ de phages stx est la méme, que ce soit en absence ou en
présence de MC (souches CL-3 CL-25 et NV254). Il apparait donc que ces prophages

présentent un taux d’induction spontanée anormalement élevé.

En résumé, I’expression des ARNm des genes stx2 est bien corrélée a la production de
phages stx2, a I’exception de quelques cas particuliers dont il serait intéressant d’approfondir
I’étude, ce qui n’a pas pu se faire dans le cadre de ce travail. Bien que I’expression de ces

geénes soit variable selon les souches, 3 principaux profils se sont dégageés :

e (Genes bien exprimés a 1’état basal, dont 1’expression est induite par la MC et atteint des
taux élevés; ils sont portés par des prophages inductibles présentant un taux d’induction
spontané¢ faible a élevé; il s’agit essentiellement du variant stx; ; les souches présentent le

profil de croissance b.
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e Genes dont I’expression est aussi €levée en absence et en présence de MC ; ils sont portés
par des phages non inductibles par la MC, mais leur taux d’induction spontan¢ est ¢élevé. Il
s’agit du variant stx,, mais présent dans des souches portant également le variant stx;.,p ;
curieusement, les souches présentent également le profil de croissance b.

e (Genes pas ou trés peu exprimés en absence et en présence de MC ; ils sont portés par des
phages généralement non inductibles dont le taux d’induction spontané est trés faible, ou
par des prophages défectifs, ou ils ne sont pas portés par des prophages (pas de particules
phagiques stx2 détectées, en absence et en présence de MC) ; il s’agit essentiellement du
variant stx,.p ; lorsque les souches ne possédent que ce variant, elles présentent le profil
de croissance c.

Le milieu LB est un milieu riche en nutriments et la question s’est posée de savoir si
I’expression de stx2 et la production de phages stx2 sont affectées par une contrainte de
disponibilit¢ de nutriments. Pour cela nous avons étudié la synthése d’ARNm stx2 et la
production de phages stx2 dans un milieu DMEM contenant une faible quantit¢ de glucose
(1g/1). Nous n’avons pas pu malheureusement étudier chacune des souches utilisées pour
I’étude en LB dans ces nouvelles conditions mais nous avons choisi 6 souches dont les profils
d’expression de stx2 et de production de phages étaient caractéristiques des cas particuliers
que nous venons de citer. Nous n’avons pas observé de différences entre les données obtenues
en LB et les données obtenues en DMEM. Les 2 seuls variants stx2 exprimés en absence
d’induction a la MC sont les variants stx, et stxz.. Les taux d’induction de I’expression de stx;
observés en DMEM sont les mémes que ceux observés en LB. Les variants stx;.,4, qui ne sont
pas exprimés en LB ne le sont pas non plus en DMEM et, de la méme fagon qu’en LB, la

production de phages stx2 est bien corrélée avec la synthese d’ARNm.

6 - PRODUCTION DE STX2

Nous avons voulu confirmer que la toxine Stx2 était bien produite par les souches STEC de
notre étude. Pour cela, nous avons dosé les quantités de Stx2 présente dans le surnageant de
culture par la méthode ELISA. Cette technique ELISA est couramment utilisée lors de
diagnostics sur échantillons animaux alimentaires ou méme cliniques afin de tester la
présence ou I’absence de toxine, ce qui est un bon indicateur de présence ou absence de

STEC.

Des kits de dosage de toxine Stx existent dans le commerce, tels que Premier EHEC

(Meridian Diagnostics Inc.). Ceux-ci ne permettent pas de quantifier la toxine, mais

121



Résultats — Chapitre 1

seulement d’évaluer son absence/présence. De plus, ils ne permettent pas de distinguer Stx1
de Stx2. Il nous a donc fallu au laboratoire développer un outil fiable pour doser les Shiga-
toxines et la Shiga-toxine Stx2 en particulier. C’est pourquoi nous avons mis au point un test
ELISA « sandwich » dont le détail est présenté dans la section Matériel et Méthodes, et qui
s’est avéré particulierement simple et efficace pour quantifier la toxine Stx2 présente dans nos
surnageants de culture. Cependant, une limite importante a vite été identifiée. Dans le cadre
de notre étude, il aurait été intéressant de pouvoir discriminer 2 variants Stx2 différents dans
le méme surnageant. Malheureusement, les différents variants Stx2 ne sont pas
immunologiquement distincts, et il n’est donc pas possible d’obtenir des anticorps capables de

les différencier.

L’étude de la production de toxine Stx2 dans le surnageant a révélé qu’en conditions non
induites les bactéries produisent 30 a 800 ng/ml de Stx2 au bout de 3 h de culture (début de
phase stationnaire) (figure 38). Globalement les souches d’origine humaine libérent plus de
Stx2 que les souches d’origine animale dans ces conditions (P < 0,05). Les souches de
séropathotype A produisent d’avantage de Stx2 que les souches de appartenant au
séropathotype C (P < 0,01). Ceci est probablement di au fait que les souches appartenant au
sérotype O157:H7 produisent significativement plus de Stx2 que les souches de sérotype
O113:H21 (P < 0,01). En revanche, les souches de sérogroupe O91 ne sont pas
significativement plus productrices de Stx2 que les souches O113:H21 et ne sont pas non plus
moins productrices que les souches O157:H7. Du fait de la limite technique imposée a notre
test par 1’absence de spécificité immunologique des différents variants, il s’est avéré difficile
d’étudier I’influence de ces variants sur la production de Stx2. En particulier, nous n’avons
pas pu évaluer la part respective des variants Stx2 et Stx2-vhb dans les souches les possédant

tous deux.
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Figure 38 : Quantité de Stx2 présente dans le surnageant de culture des souches STEC.

Les barres pleines représentent la quantité de Stx2 produite en absence d’induction a la mitomycine C et
les barres hachurées en présence de mitomycine C. Les valeurs sont la moyenne d’au moins trois
expérimentations indépendantes Le séropathotype des souches est indiqué en haut du graphique et le
génotype stx2 des souches est indiqué en bas. La ligne horizontale pointillée indique la valeur du controle
négatif.

Sous I’influence de la MC la production de Stx2 est induite de 10 a 140 fois, atteignant des
valeurs de 3000 a 100000 ng/ml dans la plupart des souches (18/23). Le traitement a la MC a
pour effet d’effacer les différences entre les souches d’origine humaine et bovine d’une part et
entre les souches de séropathotype A et C d’autre part. Cela peut s’expliquer par le fait que les
souches de séropathotype C sont plus fortement induites que les souches de séropathotype A
(P <0,05), et par la plus forte induction de la production de Stx2 par les souches de sérotype
O91:H21 comparativement aux souches O157:H7. De plus, les souches appartenant au
séropathotype A ne portent qu’un seul variant stx2, alors que les souches de séropathotype C
qui composent notre étude portent majoritairement 2 variants stx2 (9/17). Or, nous avons
observé que les souches possédant 2 variants stx2 produisent plus de Stx2 que les souches ne
possédant qu’un seul variant, mais uniquement sous I’action de la MC (P < 0,05). Elles sont

¢galement plus fortement induites que les souches ne possédant qu’un variant (P < 0,01).

Un phénomeéne trés étonnant a été observé pour les 3 souches CL-3, CL-15, et NV254. Ces
souches ne montrent aucune induction de la synthése d’ARNm ou de la production de phages

stx2 sous I’effet de la MC, mais la production de Stx2 est induite. Ce résultat s’est avéré tout a
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fait reproductible. Pour toutes les autres souches, la présence ou 1’absence d’induction au
niveau transcriptionnel ou de la production de phages corréle trés bien avec la production de

Stx2 dans le milieu.
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DISCUSSION

Il a été émis I’hypothése que la capacité des STEC a causer des maladies plus ou moins
séveres était liée au type et a la quantité de Shiga-toxine libérée (Paton et al., 1995).
Cependant, 1’expression des variants stx2 présents chez les souches STEC appartenant a

différents séropathotypes n’a jusqu’a présent pas été¢ vraiment étudiée.

Dans notre étude, nous avons déterminé la nature du ou des variants stx2 portés par un
panel de 49 souches STEC isolées de cas cliniques ou de bovins sains. Parmi ces souches 10
appartiennent au séropathotype A qui regroupe les souches de sérotype O157:H7 possédant le
LEE, et qui sont les plus fréquemment associées aux €pidémies de grande ampleur de par le
monde (Karmali et al., 2003). 32 souches appartiennent au séropathotype C qui inclut
principalement des souches non-O157, LEE négatives et fréquemment associées a des cas
sporadiques de SHU (Karmali et al., 2003). Les 7 derniéres souches appartiennent au
séropathotype E qui regroupe les STEC de divers sérotypes qui n’ont jamais ¢été isolées de cas
cliniques et qui sont donc considérées comme non pathogénes pour I’Homme. La cytotoxicité
de ces 49 souches a été étudiée sur le modele des cellules Vero. Puis un échantillon de 24
souches représentatives du groupe d’origine concernant les critéres origine, variant stx2 et
sérotype, a été constitué afin d’¢tudier I’induction par la MC de I’expression des variants stx2,

la libération de toxine et la production de particules phagiques.

La cytotoxicité des différentes souches STEC évaluée par la libération de la LDH par les
cellules Vero s’est révélée élevée et similaire pour la plupart des souches. La plus faible
cytotoxicité des souches NV166, NV171 et NV270 portant le variant stx. pourrait étre liée a
la faible production de toxine dans le milieu tandis que la faible cytotoxicité de la souche
NV 148 stx,..n, semble étre due aussi a la faible toxicité de la toxine en elle-méme. Lingren et
al. ainsi que Paton ef al. ont montré que la substitution d’un seul acide aminé en position 16
de la sous-unité B mature (Asp par Asn) de Stx2-vhb (Lindgren et al., 1994) et de 2 autres
toxines, Stx2-OX3a et Stx2-O48 (Paton et al., 1995b), réduisait la cytotoxicité envers les
cellules Vero (voir alignements de séquences en annexe VI). Cependant, lors de nos
investigations nous n’avons observé aucune différence significative de toxicité entre Stx2 et
Stx2-vhb. Cette apparente contradiction pourrait étre expliquée par les différentes procédures
expérimentales utilisées. En effet, Lingren ef al. ont utilis¢ de la toxine purifiée et Paton ef al.
ont utilisé des lysats bruts d’E. coli K12 exprimant des toxines recombinantes. De notre coté

125



Résultats — Chapitre 1

nous avons utilisé des surnageants de culture de souches STEC sauvages. De plus, les auteurs
cités ont mesuré la cytotoxicité aprés 2 ou 3 jours d’incubation alors que nous 1’avons fait
aprés seulement 24 heures. Quoi qu’il en soit, la substitution d’un acide aminé en position 16
de la sous-unit¢ B mature de Stx2-vhb est aussi retrouvée dans le cas de Stx2-vha et Stx2c
(Figure 31). Par conséquent cette cytotoxicité inférieure observée pour le variant Stx2-vha
pourrait étre expliquée par une substitution supplémentaire en position 19 de la sous-unité A
mature. En effet, le résidu sérine trouvée chez Stx2, Stx2c et Stx2-vhb est remplacé par un
résidu thréonine dans le variant Stx2-vha. Cette hypothése peut étre confortée par le fait que
Paton a montré que la substitution d’un seul acide aminé dans la sous-unité A est responsable
de la plus faible toxicité de Stx2-O111 (Paton et al., 1995). Les souches du séropathotype E
présentent aussi une forte cytotoxicité alors qu’elles ne sont jamais isolées de cas cliniques.
La non pathogénicité de ces souches ne peut donc pas étre expliquée par le fait que le variant
qu’elles possedent (Stx2-NV206) est moins cytotoxique, mais peut-étre par 1’absence d’autres
facteurs de virulence impliqués dans la colonisation par exemple, ou dans les processus
inflammatoires générés par les STEC. Ces souches sont cependant peu étudiées et il est par

conséquent difficile de tirer des conclusions définitives a leur sujet.

Les résultats de cytotoxicité obtenus par la mesure de la quantit¢é de LDH libérée par les
cellules en nécrose mettent en lumiére le manque de sensibilité et par conséquent le manque
de pertinence de I’utilisation de ce genre de test quand il s’agit de discriminer des souches
virulentes de souches avirulentes. En effet, une faible quantité de toxine suffit a induire la
mort cellulaire d’un grand nombre de cellules et par conséquent il est difficile d’observer des
différences de cytotoxicité entre des souches qui produisent des quantités variables de toxine.
Les plus grandes différences qui pourront étre observées seront inhérentes a la toxicité

absolue d’un type de toxine par rapport a un autre a une méme concentration.

Plusieurs auteurs ont démontré que les prophages codant Stx2 sont trés variables (Johansen
et al., 2001;Ritchie et al., 2003) et présentent une forte hétérogénéité en termes de taux
d’induction (Muniesa et al., 2004b;Wagner et al., 1999). En accord avec ces observations,
nous avons vu que I’expression des génes stx2 est hétérogene aussi bien en conditions basales
qu’en conditions induites en fonction de la souche étudiée et du variant stx2. L’analyse en
PCR quantitative des différents génes stx2 a montré que les quantités d’ARNm stx, étaient
plus importantes que celles des variants stx2.,, €t stx2.4. Une analyse plus détaillée a montré
une expression hétérogéne d’un variant stx2 donné corrélée a une quantité de phage libérée
hétérogene en fonction de la souche. Par exemple, deux souches exprimant stx,. (CHvi-1 et
NV95) produisent de grandes quantités d’ARNm s¢x,. et de phages, ce qui n’est pas observé
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dans une troisiéme souche, NV166. Parmi les 9 souches possédant le variant stx;.,, seul ou en
association avec stx, seules 3 souches présentent une quantit¢ d’ARNm stx,.,;, détectable
bien que trés faible. Dans le cas des souches produisant Stx2, de grandes différences de
quantit¢ d’ARNm ont été observées aussi bien en conditions basales qu’induites. Les geénes
stx2 fortement exprimés en absence de MC sont probablement portés par des prophages
présentant un fort taux d’induction spontané, conduisant a une forte production de particules
phagiques et a une forte libération de toxine indépendamment du systeme SOS. Des études
antérieures indiquent que le prophage 933W codant la toxine Stx2 dans la souche EDL 933
est plus facilement induit que les autres phages de type Lambda qui ne codent pas Stx (Livny
and Friedman, 2004). Notre ¢tude permet d’étendre cette observation a un grand nombre de
souches appartenant a d’autres sérotypes, ce qui tend a prouver que les phages portant le
variant stx, présentent un niveau €levé d’induction spontané tandis que les variants stx;.pq,
stxounp €t la plupart des variants stx,. ne sont pas ou peu induits en absence d’induction par la

MC.

Apres traitement a la MC, la transcription des variants stx,, Stx,.4, €t Stx;. est induite, mais
celle de stx,.,ip n’est induite que dans 2 souches sur 9. Cette expression différentielle a aussi
¢té observée dans les souches possédant les 2 variants stx, et stx,.,u, dans lesquelles nous
avons mesuré de fortes quantités d’ARNm stx; et de faibles quantités d’ARNm stx;.,;, aussi
bien en conditions normales de culture qu’en conditions induites. Ceci indique que dans la
plupart des cas, I’expression de stx,.u, n’est pas induite aprés traitement a la MC et par
conséquent suggere que pour les souches concernées, le géne stx,.,n, €st présent sur un phage
défectif ou bien n’est pas porté par un phage. Cette idée est appuyée par le fait que 1’on ne
retrouve pas de particules phagiques stx,.,;, dans le surnageant. Une autre possibilité¢ dans le
cas de souches portant a la fois les variants stx; et stx,.n, est que les phages stx,.,u, seraient
induits plus tard que les phages stx,, si bien que I’induction de ces derniers pourrait provoquer
la lyse bactérienne avant que les ARNm stx,.,,, ne soient produits. Ceci pourrait expliquer
pourquoi nous avons détecté de faibles quantités d’ARNm stx,.,,» dans le cas de la souche 87-
307 apres induction par la MC. Quoi qu’il en soit, d’autres études ont déja montré que
certains génes stx2 n’étaient pas associés a des prophages inductibles (Teel et al., 2002;Zhang
et al., 2005), et que dans les souches possédant 2 variants stx2, seul un d’entre eux était
inductible (Teel ef al., 2002;Muniesa et al., 2003). En particulier, en utilisant 2 mutants
isogéniques de la souche B2F1 produisant soit stx,.,,, SOit stx2,45, Teel et al. ont montré que
I’expression de stx,.n, €tait inductible mais que celle de stx,.,x» ne 1’était pas (Teel et al.,

2002). Dans une étude portant sur 168 souches STEC, Muniesa et al. ont trouvé que 5
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souches possédaient 2 copies de stx2. Dans tous les cas, seulement une copie était associée a
un prophage inductible (Muniesa et al., 2004b). Un promoteur constitutif peu ou pas du tout
actif contrdlant I’expression des genes stx2 dans les souches O157 a été décrit (Sung ef al.,
1990;Plunkett et al., 1999). La tres faible quantité d’ARNm stx..,,, détectée en conditions
basales ou induites pourrait indiquer que ce géne est exprimé a partir d’un promoteur peu actif

de ce type dans les conditions utilisées.

En résumé, nos résultats suggerent que les génes s#x2 sont exprimés seulement s’ils sont
portés par un prophage sujet a une induction spontanée élevée ou bien a une induction médiée
par le systtme SOS. En particulier, les génes stx,.,,» ne sont pas ou trés peu exprimés en
conditions basales ou induites et dans la plupart des cas ces génes ne sont pas retrouvés dans
les génomes des phages présents dans le surnageant de culture. Les taux d’induction et les
quantités d’ARNm s#x2 sont significativement plus ¢élevés dans le cas des souches O157 :H7
que dans le cas des autres sérotypes (P < 0,01). De plus, les quantités d’ARNm stx, des
souches de séropathotype A et des souches de séropathotype C possédant le variant stx, sont

plus élevées que celles des autres souches du séropathotype C.

Nous avons trouvé que les quantités de toxine Stx2 libérée par les souches STEC dans le
surnageant de culture en milieu LB est variable. Ceci est probablement dii a une induction
spontanée du phage puisque la toxine n’est détectée que dans le cas ou des particules
phagiques sont détectées. Cette production de toxine en conditions basales est donc variable
en fonction des souches étudiées mais est significativement plus élevée chez les souches
d’origine humaine que chez les souches d’origine bovine. Nous avons aussi observé des
différences dans 1’effet de la MC sur la production de toxine Stx2 par les différentes souches.
Contrairement aux observations de Ritchie et al. (Ritchie et al., 2003), nous n’avons pas
trouvé de différence significative entre les souches d’origine humaine et les souches d’origine
bovine en ce qui concerne la quantité de toxine libérée ou le taux d’induction. Ce désaccord
provient probablement du choix des souches. En effet, toutes les souches d’origine humaine a
I’exception d’une seule provenaient du séropathotype A (le plus virulent) dans 1’étude de
Ritchie tandis que la moitié des souches d’origine humaine de notre étude provient du

séropathotype C.

Certaines souches présentent des comportements particuliers. Par exemple, la courbe de
croissance de la souche NV200 ne présente pas de lyse en présence de MC alors que
I’expression du variant stx; est trés forte et non inductible. De plus, le surnageant de culture

de cette souche contient une quantité de phages stx, relativement importante mais ne fait pas
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¢tat d’'une grande quantité¢ de toxine Stx2. La faible production de Stx2 alors qu’il y a une
accumulation importante de messagers stx; pourrait s’expliquer par une faible efficacité de la
traduction. En revanche il est difficile d’expliquer I’absence de lyse bactérienne alors qu’il y a

une production de phage suffisante pour induire la lyse chez la souche VTH13 par exemple.

La souche NV 127 souléve aussi quelques interrogations. En effet, cette souche présente une
quantit¢ d’ARNm stx,. faible ainsi qu’une faible production de phages. Ceci est en accord
avec son profil de croissance, c’est-a-dire que cette souche ne lyse pratiquement pas sous
I’effet de la MC. En revanche, c’est en contradiction avec la grande quantité¢ de toxine Stx2
mesurée dans le surnageant, qui est une des plus fortes observées lors de notre étude. Le profil
de cette souche est identique a celui de la souche NV199 a I’exception toutefois du fait que la
souche NV199 montre une forte lyse en présence de MC. Dans le cas de cette souche, le
manque de corrélation entre le taux de transcription des geénes stx2 et la quantité de toxine
Stx2 effectivement produite pourrait étre expliquée par une trés bonne efficacité de la

traduction.

Les 2 souches CL3 et CL15 présentent aussi une singularité. En effet, ces 2 souches
produisent de fortes quantités d’ARNm s#x, de fagon non inductible, et produisent ainsi une
aussi grande quantit¢ de phages stx, en conditions basales qu’en conditions induites. En
revanche, elles ne sont lysées qu’en présence de MC (profil de croissance b), et elles
produisent plus de Stx2 en présence de MC. On pourrait expliquer cette augmentation par une
efficacité de traduction augmentée sous 1’effet de la MC, mais 1’absence de lyse en conditions
basales alors que la quantit¢ de phages produits est importante est plus difficilement
explicable. La lyse observée en conditions induites alors que la quantité¢ de phages stx, est
identique a celle produite en conditions basales pourrait étre due a une induction de phages
autres que ceux portant les genes stx,, et non encore caractérisés. Il est a noter que ces
souches ne possédent pas stx;. De toute fagon, il a ét€ montré que les phages stx; sont trés peu

inductibles par la MC (Ritchie ef al., 2003).
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CONCLUSION

Les résultats présentés dans cette étude soulignent I’hétérogénéité génétique qu’il existe
entre les souches STEC, qui se traduit entre autre par des modalités d’expression des Shiga
toxines trés variées, au niveau transcriptionnel mais aussi vraisemblablement au niveau
traductionnel. Cela refléte certainement des différences de structure des phages porteurs des
genes stx2. Au regard de notre travail et des données de la littérature, il apparait que la nature
des variants stx2 et les modalités de leur expression dépendent de la lignée phylogénétique
des souches. Ainsi, par exemple, le variant stx, est principalement associé aux souches tres
virulentes d’origine humaine appartenant au séropathotype A (souches O157) alors que le
variant stx; yy206 €st associé au séropathotype E, non pathogéne. Il existe clairement une
relation entre le séropathotype, 1’expression des variants stx,, la quantité de phages et la
quantité de toxine libérée en conditions basales ou induites. Cependant, au sein du
séropathotype C, une partie des souches LEE négatives montrent les mémes caractéristiques
que les souches du séropathotype A en ce qui concerne I’expression des geénes stx2 et
I’induction, et ainsi pourraient représenter un plus gros risque pour la santé humaine que les

autres souches du méme séropathotype.
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CHAPITRE 2
REGULATION DE L’EXPRESSION DE STX2 PAR
LES POLYAMINES ET LE QUORUM SENSING

RESULTATS

Les données présentes dans la littérature laissent penser que certaines molécules produites
par 1’hote et/ou le microbiote résident pourraient avoir une influence sur la production de
toxine Stx2 par les EHEC. Parmi ces molécules figurent les polyamines qui sont produites a la
fois par le microbiote et par les cellules épithéliales intestinales, et qui sont donc présentes en
abondance dans le tube digestif. L.’épinéphrine et la norépinéphrine sont aussi susceptibles
d’étre impliquées dans la régulation de I’expression de stx2. Ces 2 molécules sont présentes
dans le tube digestif, en particulier la norépinéphrine qui est produite par les neurones
adrénergiques afférents au tube digestif. De plus, elles sont capables d’agir comme des
autoinducteurs du quorum sensing, et ainsi d’induire 1I’expression de facteurs de virulence des
EHEC tels que le LEE et le flagelle. Enfin, bien que sujets a caution, certains résultats
suggerent que les systetmes de quorum sensing auxquels participent ces 2 hormones sont
impliqués dans la production de Stx2. Dans ce chapitre, nous décrivons D’effet de ces
différentes molécules sur la production de Stx2 par la souche EHEC O157:H7 de référence

dont le génome est séquencé, EDL 933.

1 - EFFET DES POLYAMINES

Il a été montré que les polyamines étaient nécessaires a la bonne mise en place de la
réponse SOS induite par la MC ou les UV chez E. coli K12 (Oh and Kim, 1999;Kim and Oh,

2000). Or, les polyamines sont présentes a des concentrations de I’ordre du mM dans le tube
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digestif (Milovic and Turchanowa, 2003). Elles sont ingérées par 1’alimentation (Romain et
al., 1992) et sont produites non seulement par I’hdte mais aussi par le microbiote résident
(Thomas and Thomas, 2001;Noack et al., 1998). En particulier, il a ét¢ montré que
Bacteroides thetaiotaomicron produisait de grandes quantités de polyamines dans certaines
conditions (Noack et al., 2000). Nous avons donc recherché si I’induction de la production de
Stx2 par la MC, due a la réponse SOS, était dépendante des polyamines. Pour cela, nous
avons cultivé la souche EDL 933 dans un milieu minimum dépourvu de polyamines, auquel
nous avons ajouté de la spermine aux concentrations généralement utilisées dans la littérature,
1 mM et 2.5 mM. Nous avons choisi la spermine car il a ét¢ montré que c’est la polyamine
qui a le plus d’effet sur I’induction de la réponse SOS chez E. coli K12 (Oh and Kim, 1999).
Nous n’avons observé aucun effet significatif de la spermine, ni sur le profil de croissance, ni

sur la production de Stx2 en présence de MC (figure 39).
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Figure 39 : Production de toxine Stx2 en milieu M9 en absence et en présence de spermine a
différentes concentrations en présence de mitomycine C.

Les valeurs sont la moyenne de 3 expérimentations indépendantes. Les SEM sont indiquées par les barres
d’erreur.

Cependant, les E. coli sont capables de synthétiser des polyamines a partir d’ornithine et
d’arginine. Cette synthése de novo est peut-étre suffisante a I’induction de la réponse SOS en
présence de MC. Chez un mutant de E. coli K12 AspeBAspeC, déficient pour la synthése des
polyamines, le geéne recA n’est plus induit sous I’effet de la MC; 1’ajout de spermidine restore
I’induction de recA (Kim and Oh, 2000). Nous avons donc construit un mutant AspeBAspeC
chez EDL 933. La croissance de ce mutant est ralentie comparativement a la souche sauvage

(figure 40) comme en témoignent les taux d’accroissement de 1,1 h™' pour la souche parentale
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et 0,92 h™! pour le mutant lors de la premiére heure de culture (DOgoo aprés 1 h : 0,84 vs 0,35).
Mais aprés 4h de culture, les deux souches atteignent des densités bactériennes similaires
(DOgpo 1.9-2.1). Ce retard de croissance était attendu de la part d’un mutant déficient pour la

synthése de polyamines (Chattopadhyay et al., 2003).
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Figure 40 : Courbe de croissance de EDL 933 et du mutant EDL 933 AspeBAspeC en milieu LB
en absence (A) et en présence de 250 ng/ml de mitomycine C (B).

Mais ce mutant lyse et produit autant de Stx2 que la souche sauvage 1h30, 3h, et 6h apres
I’ajout de la MC (figure 41). Il ne semble donc pas que chez E. coli O157:H7 les polyamines
aient une influence majeure sur la production de Stx2. Cependant, il serait intéressant de

compléter ces observations par 1’analyse de 1’induction de recA4 et de la production de phages
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stx2 dans le mutant AspeBAspeC. D’autre part, le dosage des polyamines endogénes est en
cours afin de s’assurer que ce mutant est bien déficient pour la synthése de polyamines,
comme cela est décrit pour E. coli K12. En effet, la spermidine peut aussi étre synthétisée a
partir de S-adénosyl méthionine par le produit du géne speF, la spermidine synthase. Il serait

donc peut-E&tre nécessaire de refaire ces analyses dans un mutant AspeBAspeC AspeFE.
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Figure 41 : Production de Stx2 par EDL 933 et le mutant EDL 933 AspeBAspeC en DMEM en
présence de mitomycine C.

Les valeurs sont la moyenne de 3 expérimentations indépendantes.

2 - IMPLICATION DU QUORUM SENSING

Nous avons cherché a savoir si oui ou non le quorum sensing influengait la production de
toxine Stx2 par les EHEC. Pour cela, nous avons conditionné un milieu complet (LB) avec la
souche EHEC EDL 933. Cette souche posséde le geéne /uxS et est par conséquent
théoriquement capable de produire les autoinducteurs AI-2 et AI-3. Nous avons tout d’abord
vérifié que le milieu LB conditionné contenait bien I’AI-3 grace a la souche reportrice
TEVS232 (figure 42). Cette souche E. coli K12 porte une fusion transcriptionnelle entre le
promoteur de I’opéron LEE], dont I’activité est induite par Al-3/épinéphrine/norépinéphrine,

et opéron lacZYA. L’activité B-galactosidase de la souche TEVS232 augmente de fagon
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significative (P < 0,01) d’un facteur 2,3 dans le milieu conditionné par EDL 933. Ceci
indique que de I’AI-3 a bien été produit par la souche EDL 933.
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Figure 42 : Présence de I’auto-inducteur 3 dans le milieu LB conditionné par la souche EHEC
EDL 933.

L’activité B-galactosidase de la souche reporter TEVS232 portant une fusion LEE1l-lacZYA est
représentative de la quantité d’AlI-3 présente dans le milieu.

Pour des raisons techniques nous n’avons pas pu vérifier la production d’Al-2. Nous avons
ensemencé le milieu LB conditionné avec la souche EHEC EDL 933 et nous avons mesur¢ la
production de toxine Stx2 au cours du temps. Les résultats obtenus ont ét¢ comparés a ceux
obtenus dans le milieu LB non conditionné (figure 43). Nous n’avons pas observé de
différence significative de la concentration de Stx2 dans le surnageant bien que la quantité de
Stx2 dans le milieu conditionné soit légerement supérieure. Cette différence est expliquée par
le fait que le milieu conditionné par EDL 933 contient déja la toxine Stx2 produite lors du
conditionnement. Afin de confirmer ce résultat, nous avons conditionné le milieu LB par la
souche EDL 933 délétée du gene /uxS, et donc incapable de produire I’Al-2 et I’AI-3. La
mesure de ’activité B-galactosidase de la souche TEVS232 confirme bien 1’absence d’Al-3
dans ce milieu. La souche EDL 933 produit la méme quantit¢ de Stx2 dans ce milieu
conditionné par le mutant /uxS que dans le milieu conditionné par la souche sauvage (figure
43). Les mémes résultats ont été obtenus dans un milieu synthétique, le DMEM, conditionné

ou non par la souche sauvage EDL 933 ou son mutant /uxsS.

135



Résultats — Chapitre 2

BB

I LB-PC EDL 933
1 LB-PC
EDL 933 AluxS

[Stx2] (ng/ml)

Temps (h)

Figure 43 : Quantité de Stx2 dans le milieu LB conditionné (PC) par la souche EDL 933 et le
mutant EDL 933 AluxS.

Les couleurs des barres indiquent le conditionnement du milieu. Les valeurs sont la moyenne de 3
expérimentations indépendantes.

Pour confirmer ces résultats, nous avons quantifié la production de Stx2 chez le mutant /uxS
dans du milieu DMEM non conditionné. Nous avons de plus regardé I’effet de la mutation
d’un gene impliqué dans la réponse au signal AI-3 épinéphrine/norépinéphrine, le géne gseA,
dont le produit active 1’expression du LEE. Le géne gseA nous a particuliérement intéressé car
des études réalisées par le groupe de Sperandio ayant fait I’objet de communications affichées
en congres mais non encore publiées, montraient que sa délétion provoquait la diminution de
I’expression des genes stx2. Nous avons donc étudié la production de toxine Stx2 par le
mutant isogénique AgseA de la souche EDL 933 cultivée en milieu DMEM, dans les mémes

conditions que celles utilisées par le groupe de Sperandio.

Une premicére investigation a été de comparer les croissances des 2 souches mutantes avec
celle de la souche parentale EDL 933 dans le milieu DMEM (figure 44). Nous pouvons
aisément constater que ces 2 souches mutantes ne montrent pas d’altération de la croissance
par rapport a la souche sauvage (u= 1,18 h™ et 0,98 h™ vs 1,05 h™") et atteignent la phase
stationnaire 4 1,2.10° bactéries/ml au bout de 6 heures. Ces 3 souches sont également
sensibles a la MC. En effet, leurs taux d’accroissement de population sont respectivement de
1,01 h' (wt), 1,14 h™' (AluxS) et 0,91 h™' (AgseA) pendant 2h jusqu’a une densité bactérienne
de 7,5 10® bactéries/ml, puis une lyse est observée pour les 3 souches jusqu’a 10® bactéries/ml

au temps 6 h apres ajout de la MC.
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Figure 44 : Croissance de EDL 933 et des mutants EDL 933 AluxS et EDL 933 AgseA en DMEM
en absence ou en présence de mitomycine C

Nous avons ensuite suivi ’expression du gene s#x2 par PCR quantitative et la production de
toxine Stx2 par ELISA au cours du temps. La quantité de toxine Stx2 libérée par les 2 souches
mutantes n’est pas différente de celle libérée par la souche sauvage. Toutefois, a 1 h 30 il
semble que la souche délétée du gene gsed produise une quantité de Stx2 plus €levée que les

2 autres souches. Cette différence n’est cependant plus visible apres 3 h de culture (figure 45).
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Figure 45 : Production de Stx2 par EDL 933 et des mutants EDL 933 AluxS et EDL 933 AgseA
en DMEM en absence de mitomycine C. Les valeurs sont la moyenne de 3 expérimentations
indépendantes.

De plus, cette différence n’existe plus lorsqu’on mesure la quantité d’ARNm accumulés par

les différentes souches (figure 46). En effet, les 3 souches présentent la méme quantité de
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transcrits stx2 au 3 temps étudiés, ce qui suggere que la différence observée en ELISA ne

refléte pas une réalité biologique.
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Figure 46 : Analyse transcriptionnelle de I’expression de stx2 en DMEM sans mitomycine C chez
EDL 933 et les mutants EDL 933 AluxS et EDL 933 AgseA. Les valeurs sont 1a moyenne de 3
expérimentations indépendantes.

Nous avons aussi étudié la production de Stx2 par ces trois souches aprés un traitement a la
MC. En effet, si le quorum sensing régule positivement la réponse SOS comme le suggere
Sperandio (Sperandio et al., 2001), son effet sur la production de Stx2 pourrait étre plus
visible dans des conditions ou cette réponse se met en place. Le dosage de Stx2 dans les
surnageants de culture a révélé que la souche EDL 933 AluxS libérait la méme quantité¢ de
toxine que la souche sauvage (Figure 47), et que cette production était bien induite de 50 a
1000 fois par le traitement a la MC. En revanche, la souche EDL 933 AgseA produit moins de

toxine Stx2 en présence de MC que la souche sauvage.
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Figure 47 : Quantité de toxine Stx2 produite en DMEM par la souche EDL 933 et les mutants
EDL 933 AluxS et EDL 933 AgseA. Les valeurs sont la moyenne de 3 expérimentations
indépendantes.
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Ces résultats ont ¢été¢ confirmés en PCR quantitative, ou I’on n’a observé aucune différence
entre les souches EDL 933 et EDL 933 A/uxS, tandis que le mutant EDL 933 AgseA4 produit
moins d’ARNm s#x2 que la souche sauvage (figure 48A). Une induction par la MC est
cependant bien visible puisque la quantit¢é d’ARNm szx2 est augmentée d’un facteur 17 a 3 h.
La réponse SOS est effectivement induite dans le mutant AgseA en présence de MC, puisque
nous avons mesuré des taux d’ARNm rec4 identiques dans la souche sauvage et dans le

mutant (Figure 48B).
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Figure 48 : Analyse transcriptionnelle de I’expression de stx2 (A) et de recA (B) en milieu
DMEM en présence de mitomycine C.

A: chez EDL 933 et les mutants EDL 933 AluxS et EDL 933 AgseA ; B: chez EDL 933 et EDL 933 AqseA.
Les valeurs indiquées sont la moyenne de 3 expérimentations indépendantes.

Le mécanisme de I’activation de 1’expression de stx2 par QseA n’est pas déterminé. Si ce
mécanisme fait intervenir le quorum sensing, le signal activant QseA reste a déterminer. En

effet, nos résultats montrent que ce n’est vraisemblablement ni I’Al-2, ni I’Al-
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3/norépinéphrine puisque cette inhibition de I’expression de stx2 n’est pas observée dans le
mutant AluxS. Nous avons tout de méme testé directement 1’action de la norépinéphrine sur la
production de toxine Stx2 en DMEM. L’épinéphrine et la norépinéphrine ayant été décrits
comme des inducteurs de croissance (Lyte ef al., 1993), nous avons dans un premier temps
regard¢ si la norépinéphrine avait un effet sur la croissance de la souche EDL 933, et observé
que cela n’était pas le cas (figure 49). En effet, les taux d’accroissement ne sont pas
significativement différents (u= 0,65 h™ vs 0,58 h™') et la phase stationnaire de croissance est

atteinte au bout de 6 h de culture dans les 2 cas.
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Figure 49 : Croissance de EDL 933 en DMEM supplémenté en norépinéphine (NE).
De plus I’ajout de la norépinéphrine dans le milieu de culture n’a aucun effet sur la production
de Stx2 par EDL 933 en DMEM (figure 50). Les mémes résultats ont été obtenus en milieu
minimum M9. Le systéeme Al-3 épinéphrine/norépinéphrine n’est donc pas impliqué dans la

régulation de la production de toxine Stx2 par les EHEC.
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Figure 50 : Quantité de toxine Stx2 produite par EDL 933 en DMEM supplémenté ou non avec
50puM de norépinéphrine (NE).

Les valeurs sont la moyenne de 2 expérimentations indépendantes.
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DISCUSSION

Nous avons recherché dans ce chapitre si des facteurs environnementaux, dont on sait qu’ils
sont présents dans le tube digestif des mammiferes, et dont un effet sur la réponse SOS de E.
coli ou sur I’expression des facteurs de virulence de E. coli O157:H7 a été démontré, ont une

influence sur la synthése de Stx2 in vitro.

Nous n’avons pas observé d’effet notable de la spermine exogéne sur la production de Stx2.
La spermine n’est pas produite par les bactéries, mais est apportée dans l’intestin par
I’alimentation et est produite par les cellules épithéliales. Nous 1’avons choisie dans notre
¢tude car, possédant 4 fonctions amines, c¢’est la polyamine la plus biologiquement active (Oh
and Kim, 1999). Il serait intéressant de tester les autres polyamines (la cadavérine, une mono
amine produite uniquement par les procaryotes, la putrescine et la spermidine, respectivement
di et tri amines), soit seules, soit en cocktail. Pour trancher sur le réle des polyamines sur la
synthése de Stx2, il faut s’assurer que le mutant que nous avons construit (AspeBAspe(C) est
bien déficient en polyamines, et en construire un autre si ce n’est pas le cas. Cependant, les
EHEC sauvages qui sont ingérées et se retrouvent dans la lumiére intestinale synthétisent des
polyamines. Pour que les polyamines exogenes aient un effet sur la réponse SOS, il faudrait
donc que le pool intracellulaire de polyamines endogénes soit faible. On connait trés peu de
choses sur les variations de concentration intracellulaire en polyamines chez les procaryotes.
S’il a été montré que certains régimes favorisent la production de polyamines par le
microbiote intestinal (Noack et al., 1998;Noack et al., 2000), on ne connait pas quelles sont
les conditions qui dépletent le pool intracellulaire de polyamines chez E. coli. Par conséquent,
méme si les polyamines sont nécessaires a I’induction maximale de la réponse SOS chez E.
coli O157:H7 in vitro, comme cela est le cas chez E. coli K12, la pertinence de cette

régulation in vivo restera a démontrer.

Nous nous sommes également intéress€s au quorum sensing, puisqu’il a été montré que les
signaux qui activent ce mécanisme de régulation peuvent étre produits par le microbiote
intestinal humain (Sperandio et al., 2003), et que I’expression de plusieurs facteurs de
virulence chez E. coli O157:H7 est régulée de cette facon. De plus, les données de la
littérature concernant la régulation de Stx2 par le quorum sensing sont contradictoires. Cela

peut étre di au fait que les différents auteurs n’utilisent pas les mémes milieux de culture, ni
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les mémes souches EHEC. Nous avons choisi de travailler sur la souche EDL 933, car son
génome est entierement séquencé. Le groupe de Sperandio, qui s’est le plus intéressé a la
régulation de D’expression des facteurs de virulence des EHEC par le quorum sensing,
travaille sur la souche O157 :H7 86-24, car cette souche ne produit pas Stx1. Cependant, son
génome n’est pas séquence, et il est possible que les phages codant Stx2 chez EDL 933 et 86-
24 ne soient pas identiques, et qu’ils ne répondent pas exactement de la méme fagon aux
signaux qui induisent la phase lytique, et donc I’expression de stx2. Il a en effet ét¢ montré
que les phages stx2 sont trés polymorphes, méme au sein d’'un méme sérotype (Gamage et al.,
2004b). De plus, il existe peut étre des régulations croisées lorsque plusieurs phages stx

cohabitent dans la méme cellule bactérienne.

Nous avons montré que la souche EDL 933 produit la méme quantité¢ de Stx2 dans un
milieu conditionné par elle-méme ou par son mutant isogénique AluxS et dans un milieu non
conditionné, en LB et en DMEM. Ceci indique que, si une régulation par le quorum sensing
existe, le signal n’est pas un auto inducteur produit par la souche EDL 933 elle-méme, et en
particulier n’est ni I’AI-2, ni I’AI-3. Une autre possibilité est que la souche EDL 933 produise
bien un auto inducteur qui régule la production de Stx2 par le quorum sensing, mais que cet

auto inducteur ne soit pas synthétisé ou soit inactif dans les conditions de culture utilisées.

Nous avons également montré que la norépinéphrine n’a pas d’influence sur la production
de Stx2. Cette hormone utilisant la méme voie de transduction du signal que 1’Al-3, ceci

confirme que 1’Al-3 ne contréle vraisemblablement pas I’expression de Stx2.

L’observation la plus intéressante est que chez un mutant Agsed le géne stx2 est moins
exprimé que chez la souche sauvage, et que par conséquent Stx2 est moins produite, mais
uniquement lorsque la réponse SOS est induite, c'est-a-dire en présence de MC. Ce résultat
suggere que QseA est activateur de la synthése de Stx2 en favorisant 1I’expression maximale
de stx2 lors de la mise en place de la réponse SOS. Le mode d’action de QseA sur la réponse
SOS reste a déterminer. Il pourrait soit participer a la stimulation de I’activité de la protéine
RecA, soit interférer avec I’autoclivage du répresseur cl ou limiter I’activité des promoteurs
phagiques. Il serait intéressant de compléter cette étude par 1’analyse de 1’expression d’autres
geénes controlés par RecA (lexA, uvrA, suld, umuC...), et par la quantification des phages stx2
produits en présence de MC dans le mutant Agsed. Le groupe de Sperandio a montré que
QseA fait partie d’une voie d’activation de 1’expression des génes du LEE contrélée par le
quorum sensing (Sperandio et al., 2002). On peut se poser la question de savoir si QseA

répond aussi au quorum sensing pour reguler I’expression de szx2. Si c’est le cas, quel serait
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alors le signal activateur du quorum sensing, puisque ce n’est pas 1’Al-3 comme pour
I’activation de I’expression des genes du LEE ? Et si le quorum sensing n’est pas impliqué, la
MC elle-méme, ou bien I’altération de I’ADN sous I’action de la MC pourrait activer
I’expression de gseA. Ce ne semble pas étre le cas, car nous avons observé que I’expression
de gseA n’est pas induite en présence de MC. Cependant, I’activité de QseA pourrait étre
stimulée dans ces conditions. Pour répondre a ces questions et comprendre précisément
I’implication de QseA dans la régulation de la synthése de Stx2, d’autres études seront

nécessaires.
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CHAPITRE 3
INFLUENCE DU MICROBIOTE INTESTINAL
HUMAIN SUR LA SYNTHESE DE STX2

RESULTATS

Les études in vitro décrites ci-dessus ne nous ont pas permis de mettre en évidence une
régulation de I’expression de s&x2 par les signaux actuellement connus pour réguler
I’expression d’autres facteurs de virulence des EHEC tels que le LEE ou le flagelle.
Cependant, les études in vitro sont trés restrictives et les milieux utilisés ne sont pas
représentatifs du contenu intestinal humain, qui est un milieu extrémement complexe dans
lequel de multiples signaux moléculaires sont présents, signaux qui peuvent étre émis aussi
bien par la flore que par les cellules de I’hote. Notre but a donc été d’étudier la production de
Stx2 par les EHEC dans un milieu mimant les plus exactement possible le contenu intestinal
humain, et c¢’est pour cette raison que nous avons utilis¢ un mod¢le de rat a flore humaine
couramment utilisé au laboratoire. Ce modele de rat a flore humaine nous a permis d’obtenir
du contenu intestinal de rat reflétant assez bien ce que peut étre le contenu intestinal humain,

le milieu auquel sont confrontées les EHEC en conditions physiopathologiques.

1 - RATS A MICROBIOTE INTESTINAL HUMAIN

Afin de déterminer si le microbiote humain avait une influence sur la production de Stx2
par les EHEC, nous avons utilis¢é un mod¢le de rats a flore humaine. Deux groupes de rats
. N . . Sy , . - 34
axéniques agés de huit semaines ont été inoculés par voie orale avec une dilution 10~ d‘une
flore fécale humaine. Un groupe a regu une flore provenant d’un adulte, et I’autre une flore

provenant d’un enfant agé¢ de 3 ans, les enfants de moins de 5 ans étant les personnes les plus

144



Résultats — Chapitre 3

sensibles a une infection par les EHEC. Un troisiéme groupe de rats, le groupe contrdle, n’a
pas ¢été inoculé. La correcte implantation du microbiote a été vérifiée au bout de 7 jours par
dénombrement des bactéries anaérobies, anaérobies facultatives et entérobactéries, ainsi que
par une coloration de Gram afin de voir de fagon qualitative s’il existait une bonne diversité
microbienne. Quatorze jours aprés 1’implantation du microbiote, les flores fécales ont de
nouveau ét¢ dénombrées pour les bactéries anaérobies, les bactéries anaérobies facultatives et
les entérobactéries. Les résultats obtenus (figure 51) montrent que ces flores fécales
présentent des niveaux de population de ces 3 groupes de bactéries analogues a un microbiote
humain, comme cela a déja été décrit dans ce modéle (Bernbom et al., 2006). Cependant ces
seuls résultats ne permettent pas d’affirmer que les rats possédent bien une flore humaine.
Etudier la diversité d’especes présentes par une technique moléculaire (TTGE par exemple) et
comparer les résultats avec ceux obtenus par la méme technique sur les selles d’origine, nous

permettra d’arriver a une telle conclusion.
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Figure 51 : Dénombrement des différentes flores bactériennes présentes dans les fecés des rats a
flore humaine 14 jours aprés inoculation.

Les valeurs sont l1a moyenne de 3 dénombrements indépendants

Quatorze jours apres inoculation, les rats ont été sacrifiés, les contenus cecaux ont été
prélevés et ont servi a 1’élaboration du milieu HMC (rats a microbiote humain), et du milieu
GFC (rats axéniques) apres I’élimination du microbiote et/ou et des particules solides par
centrifugation et filtration 0,2 um, ajustement du pH et ajout de nutriments (voir Matériel et

Méthodes).
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1-1. Croissance de la souche EDL 933 dans les milieux
HMC et GFC.

Nous avons tout d’abord comparé la croissance de la souche EDL 933 dans les 2 milieux.
Pour cela, nous avons cultivé la souche EHEC de référence EDL 933 dans les milieux HMC
et GFC a 37 °C sous agitation constante de 225 rpm et procédé a des dénombrements au cours
du temps (figure 52). La souche EDL 933 présente le méme profil de croissance dans les deux
milieux avec un taux d’accroissement de p= 1,4 h”'. La phase stationnaire est atteinte au bout
de 5 a 6 h, et la densité bactérienne atteinte est de 1’ordre de 3-4 x10° bactéries/ml. Nous
pouvons donc en conclure que les métabolites produits par le microbiote dans les contenus

cécaux des rats a flore humaine n’ont pas d’influence sur la croissance de la souche EDL 933.
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Figure 52 : Courbe représentative de la croissance de EDL 933 dans les milieux issus de rats
axéniques (GFC) ou de rats a flore humaine (HMC2, microbiote d’enfant).

1-2. Syntheése de Stx2 dans les milieux HMC et GFC

La production de Stx2 par la souche EDL 933 dans les milieux GFC et HMC a été mesurée
par ELISA aprés 6 h et 24 h de croissance. Nous avons observé que la production de toxine
Stx2 dans les 2 milieux HMC ne représente que 30% et 10% (HMC1, microbiote d’adulte et
HMC?2, microbiote d’enfant respectivement) de la production de Stx2 observée dans le milieu
GFC (figure 53 A). Nous nous sommes ensuite attachés a savoir si cette inhibition intervenait
au niveau transcriptionnel ou était consécutive a une dégradation de la toxine dans le milieu
HMC. L’analyse par RT-PCR quantitative a révélé que la diminution de la quantité de toxine
Stx2 observée dans les surnageants est consécutive a une diminution de la transcription du
gene stx2 dans les milieux HMC (figure 53 B). En effet, la quantité de transcrits stx2 est

diminuée de plus de 90% dans les milieux HMC comparativement aux milieux GFC. De plus,
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en incubant de la Stx2 purifiée dans les milieux GFC et HMC pendant 48 h a 37 °C, aucune

dégradation n’est observée dans aucun des milieux.
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Figure 53 : Synthése de Stx2 par EDL 933 dans les milieux issus de rats.

Les valeurs sont l1a moyenne de 3 expérimentations indépendantes. La SEM est indiquée par les barres
d’erreur. Les astérisques indiquent une différence significative par un testt (P < 0.05).

A: concentration de Stx2; B :quantification des ARNm stx2.

GFC :milieu issu du contenu cécal de rats axéniques. HMC : milieu issu du contenu cécal de rats associés
a un microbiote d’adulte (HMC1) ou d’enfant (HMC2).
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2 - MILIEU CC CONDITIONNE PAR LE MICROBIOTE
FECAL HUMAIN.

Afin de déterminer si I’inhibition observée dans les milieux HMC ¢était due a une
transformation d’un ou plusieurs métabolites produit par 1’hote et transformé par le
microbiote, nous avons voulu utiliser un milieu le plus synthétique possible permettant
toutefois la culture d’une flore fécale complexe. Nous avons donc utilisé le milieu décrit par
Leedle et Hespell (Leedle and Hespell, 1980), le plus couramment utilisé¢ pour cultiver le
microbiote intestinal (milieu CC). Nous avons cultivé dans ce milieu 4 microbiotes fécaux
différents (provenant de 3 adultes et 1 enfant) en anaérobie pendant 24 h. Apres avoir €éliminé
le microbiote et ajusté les nutriments et le pH, ces milieux ont été utilisés pour cultiver EDL
933. La croissance de la souche EDL 933 est ralentie dans les milieux conditionnés
comparativement au milieu non conditionné (u=0,45 h';0,73h";0,49h'et 0,56 h! vs 0,85
h™") (figure 54). Cependant, au bout de 24 h, la DOgq est similaire dans tous les milieux

(environ 3,5).
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Figure 54 : Courbes de croissance représentatives de EDL 933 dans les milieux CC conditionnés
ou non par les microbiotes fécaux de quatre individus différents.

La flore 2 est un microbiote d’enfant. Controle : milieu non conditionné.

2-1. Synthése de Stx2 dans le milieu CC

La quantité de Stx2 produite dans le milieu de culture par la souche EDL 933 a été évaluée
par ELISA (figure 55 A). La concentration de Stx2 présente dans le milieu CC non
conditionné est plus faible que celle retrouvée dans le milieu GFC. Néanmoins, nous avons

observé une différence significative entre la quantité¢ de Stx2 présente dans le milieu CC non
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conditionné comparativement au milieu CC conditionné, et ce quelles que soient les flores
utilisées pour le conditionnement. Afin d’étre stir que les différences observées n’étaient pas
dues a la moindre croissance de EDL 933 dans les milieux conditionnés, nous avons ramené
la quantité de Stx2 présente dans le surnageant a la concentration bactérienne en faisant le
ratio de la concentration en Stx2 sur la densité optique mesurée aux mémes temps. On a ainsi
confirmé I’inhibition de la production de Stx2 dans les milieux conditionnés. Comme dans le
milieu HMC, I’inhibition de la synthése de Stx2 dans les milieux CC s’exerce au niveau
transcriptionnel. On observe en effet une diminution de la quantité d’ARNm stx2 (figure 55
B). De par la technique de PCR en temps réel utilisée, les quantités d’ARNm s#x2 calculées
tiennent compte de la concentration bactérienne puisqu’elles sont ramenées au nombre de

copies d’un gene de ménage.
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Figure 55 : Quantification de Stx2 dans le surnageant de culture de la souche EDL 933 dans les
milieux CC conditionnés ou non par les flores fécales de quatre individus.

Les valeurs sont les moyennes d’au moins 3 expérimentations indépendantes. Les astérisques indiquent
une différence significative par un test t (P < 0.05). Contréle : milieu non conditionné.
A: Concentration de Stx2 ; B : Quantification des ARNm stx2
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2-2. Expression de recA dans le milieu CC

Afin de comprendre le mécanisme par lequel le microbiote fécal inhibe la production de
Stx2, nous avons étudié I’expression du géne codant la protéine majeure de la réponse SOS :
le géne recA. Cette étude a été faite en RT-PCR quantitative et nous avons constaté que le
gene recA était sous exprimé dans les bactéries cultivées en présence des métabolites produits
par le microbiote, comparativement aux bactéries cultivées en milieu non conditionné (figure
56). La production réduite de toxine Stx2 dans les milieux conditionnés est donc
vraisemblablement due a une inhibition de I’induction spontanée du systéme SOS RecA

dépendante.
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Figure 56 : Analyse transcriptionnelle du géne recA dans le milieu CC non conditionné
(controle) et conditionné.

Les valeurs sont la moyenne de 3 expérimentations indépendantes. Les astérisques indiquent une
différence significative par un testt (P <0.05).

2-3. Influence du microbiote sur la synthese de Stx2 en
conditions induites

Afin d’établir si ’inhibition observée en conditions normales de culture était aussi observée
en conditions induites, nous avons utilisé un antibiotique de la classe des fluoroquinolones, la
ciprofloxacine, qui empéche la réplication de I’ADN et ainsi induit le systéme SOS bactérien.
Cet antibiotique est largement utilis€¢ en médecine, en particulier aux Etats-Unis. Nous avons
tout d’abord testé plusieurs concentrations de ciprofloxacine sur des cultures en LB de la
souche EDL 933 a 10® bactéries/ml. Les concentrations testées ont été 25, 50, 75 et 100
ng/ml. Nous avons ainsi établi qu’une concentration de 25 ng/ml était suffisante pour induire
3 h aprés une lyse cellulaire telle qu’on 1’observait en LB avec la MC, donc
vraisemblablement la réponse SOS et I’induction des phages. Effectivement, la concentration

en Stx2 est plus importante en présence de ciprofloxacine qu’en son absence (figure 57), alors
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que la densité bactérienne est plus faible a cause de la lyse induite par la ciprofloxacine. Ceci
indique que I’antibiotique a induit la réponse SOS et I’induction de la phase lytique du phage
stx2. Cette induction de la synthése de Stx2 est visible aussi bien dans les milieux
conditionnés par les microbiotes que dans le milieu non conditionné. Cependant, la quantité
de Stx2 retrouvée dans les milieux conditionnés apparait plus faible que dans le milieu non

conditionné.

Controble Conditionné Controle Conditionné

1120 4 e O  _Cipro.
1/200 . . . . + Cipro.
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Figure 57 : Analyse en Dot-Blot de la concentration de Stx2 dans les milieux CC controéle et
conditionné aprés 6 h et 24 h de culture.

La membrane présentée est représentative de 3 expérimentations indépendantes. Les échantillons obtenus
en présence de ciprofloxacine sont 10 fois plus dilués que les échantillons obtenus sans ciprofloxacine.
Cipro : en absence de ciprofloxacine; + Cipro : en présence de ciprofloxacine.

Pour des raisons que nous n’avons pas pu déterminer, le dosage de la quantit¢ d’ARNm
stx2 en RT-PCR quantitative s’est avéré non reproductible et nous n’avons pas pu obtenir de
résultats fiables permettant de confirmer que I’inhibition de la synthése de Stx2 par les
milieux conditionnés, en présence de ciprofloxacine, s’exercait au niveau transcriptionnel.

Nous avons alors analysé 1’expression de rec4 dans ces différentes conditions (figure 58).
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Figure 58 : Analyse transcriptionnelle de ’expression de recA dans le milieu CC contréle et
conditionné en absence et en présence de ciprofloxacine .

Les valeurs sont la moyenne de 3 expérimentations indépendantes. * indique une différence significative
par un test t (P < 0,05).
A:Aprés1h30; B: Aprés3 h

Comme attendu, I’expression du gene recA est treés fortement induite par 1’ajout de la
ciprofloxacine, et ce quel que soit le milieu. Cependant, a 3 h, les taux d’induction de recA
sont significativement plus faibles dans le milieu conditionné par le microbiote humain que
dans le milieu controle. Ce résultat suggere fortement que I’inhibition de la synthése de Stx2
par les milieux conditionnés, en présence de ciprofloxacine, est bien due a une moindre
induction de la réponse SOS, et que le conditionnement du milieu par un microbiote fécal
humain posseéde une activité inhibitrice sur la transcription de recA, aussi bien en conditions

induites que non induites.

3 - CARACTERISATION DES ESPECES BACTERIENNES
RESPONSABLES DE L'INHIBITION DE LA SYNTHESE
DE STX2.

Afin de caractériser la ou les espéces bactériennes responsables de I’inhibition de la
production de toxine Stx2, nous avons conditionné le milieu CC avec des especes
bactériennes classiquement retrouvées dans le microbiote fécal humain. Ces especes ont servi
a ensemencer le milieu CC en cultures mono, di ou tri-associées. Huit espeéces ont ainsi été
testées pour leur pouvoir d’inhibition de la production de Stx2: Bacteroides sp. (CI134,

thetaiotaomicron), Roseburia sp. (CI11), Ruminoccocus calidus, Lactobacillus reuteri,
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Clostridium leptum, Clostridium coccoides, Bifidobacterium breve. De méme que dans le cas
des milieux conditionnés par les flores fécales, la croissance de la souche EDL 933 est
affectée par le conditionnement par les especes pures. En effet, les taux de croissance dans les
milieux conditionnés sont légérement inférieurs (u=0,6 h™" a p=0,92 h™") a celui observé dans
le milieu contrdle (u=0,92 h™) suivant les espéces ayant servi au conditionnement. Nous
avons quantifi¢ par ELISA la quantité de Stx2 produite. Les résultats obtenus apres 6 h et 24 h
de culture sont présentés figure 59. Nous observons que certaines especes (B. breve,
Roseburia C111) possedent un effet activateur de la production de Stx2. En effet, les milieux
conditionnés par ces 2 especes augmentent de 1,5 a 2,5 fois la production de toxine Stx2 par
EDL 933, que ce soit a 6 h ou a 24 h. D’autres especes en revanche, comme B.
thetaiotaomicron, possédent un effet inhibiteur (diminue de 50% la production de toxine), que
ce soit seul ou en association avec d’autres especes qui n’activent pas la production de Stx2.
Quand B. thetaiotaomicron est associé avec une espece qui active la production de Stx2,

I’effet de cette derniére est amoindri, voire annulé.
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m Contréle R.Cl11+B. Ci34  B. thetaio+ B.C134
450 | mRoseburia C111 L. reuteri mB. thetaiotaomicron
Bacteroides C134 wC. leptum mB. thetaio+B. breve
400 B. breve m C. coccoides B. thetaio+R. calidus
© 350 R. calidus mB. breve+Cl11 mB. thetaio+R. C111
<§ | B. thetaio+C. leptum
*5300 | B. thetaio+C. coccoides
S B. thetaio+L. reuteri
X250 | B. thet+ C. lept+ C. cocc
200 B. thet+ R. C111+ B. C134
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Figure 59 : Production de toxine Stx2 par la souche EDL 933 en milieux CC conditionnés par
certaines espéces bactériennes classiquement retrouvées dans les flores fécales.

Les valeurs sont données en % de la production de Stx2 par EDL 933 en milieu CC non conditionné. La
ligne pointillée rouge indique le 100%. Chaque barre correspond a une espéce en monoculture ou a
plusieurs espéces en coculture.

Ces résultats n’ont pas ¢été confirmés par des réplicats biologiques, le but de ces

expérimentations ayant ét¢ d’obtenir une vision globale sur 1’effet d’'un grand nombre de
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souches afin de pouvoir se focaliser sur une espece en particulier, ce qui a été fait sur B.
thetaiotaomicron. Ainsi, nous avons confirmé ’effet inhibiteur de B.thetaiotaomicron par
plusieurs expériences indépendantes. La croissance de la souche EDL 933 n’est pas affectée
par le conditionnement par B. thetaiotaomicron. Nous avons observé une inhibition de la
production de Stx2 de 50 a 60% a 6 h et 24 h (figure 60). Or nous avions observé une
inhibition de 70 a 90% de la production de Stx2 dans les milieux conditionnés par la flore
totale a 24 h. L’inhibition par B. thetaiomicron seul ne semble donc pas expliquer totalement
I’inhibition observée dans les milieux conditionnés par les flores fécales. Cette inhibition par
B. thetaiotaomicron s’exerce vraisemblablement au niveau transcriptionnel puisque des
résultats préliminaires montrent qu’a 24 h la transcription du geéne stx2 dans le milieu complet

est inférieure de 20% a celle obtenue dans le milieu controle.

100 -
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Figure 60 : Production de toxine Stx2 par la souche EDL 933 en milieu CC conditionné par
Bacteroides thetaiotaomicron.

Les valeurs sont la moyenne des % de la production de Stx2 par EDL 933 en milieu CC non conditionné
(controle) (n=4). La SEM est indiquée par les barres d’erreur. * indique une différence significative par
un test t (P <0,05) et ** indique une différence significative par un test t (P <0,01)

4 - IDENTIFICATION DE LA FRACTION INHIBITRICE.

Apres avoir identifié une espece bactérienne présente dans le microbiote fécal responsable
de I’inhibition de la synthése de toxine Stx2, nous avons voulu identifier la taille du ou des
composés qui pouvaient avoir un effet inhibiteur sur la production de toxine. Pour cela, nous
avons centrifugé le milieu conditionné par le microbiote fécal au travers de filtres successifs
afin d’obtenir des fractions qui contiennent des molécules de masses moléculaires différentes.
Nous avons ainsi obtenu 3 fractions. La premiére contient toutes les molécules dont la masse
moléculaire est inférieure a 100 kDa, la seconde, toutes les molécules dont la masse

moléculaire est inférieure a 10 kDa, et la derniére toutes les molécules dont la masse

moléculaire est inférieure a 3 kDa. La souche EDL 933 a été ensemencée dans ces 3 milieux.
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Les 3 fractions exercaient toujours 1’effet inhibiteur sur la synthése de Stx2 (figure 61). La ou

les molécules inhibitrices ont donc une masse moléculaire inférieure a 3 kDa.

400
350
300 1
250 1
200
150 1
100 -
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<100 kDa <10 kDa <3 kDa
Fraction

Figure 61 : Production de toxine Stx2 aprés 24h de culture dans les milieux CC controle et
conditionné fractionnés par ultrafiltration.

D’autres études (traitement a la chaleur, sensibilité aux protéases, extractions par différents
solvants...) sont en cours afin d’identifier la nature biochimique du ou des composés
inhibiteurs. De plus la fraction <3 kDa a ¢été analysée par spectrométrie de masse afin
d’identifier des composés différentiellement présents dans les milieux CC conditionnés et non

conditionnés. Les résultats sont en cours d’analyse au laboratoire.

5 - EFFET DU QUORUM SENSING

Les ¢études concernant I’éventuelle régulation de I’expression de s#x2 par le quorum sensing
sont contradictoires (voir chapitre 5-2.2.3). Or, nos résultats suggerent qu’il pourrait exister
un dialogue inter bactérien conduisant a une régulation de la production de toxine Stx2 par le
microbiote fécal humain. Les études de Sperandio ont montré que le systéme a 2 composants
QseB-QseC répond au signal AI-3 épinéphrine/norépinéphrine et régule 1’expression du
flagelle (Clarke and Sperandio, 2005b;Clarke et al., 2006). Le régulateur QseA est aussi
impliqué dans la réponse a I’ AlI-3 par une autre voie et régule I’expression du LEE (Sperandio
et al., 2002). Bien que nos études in vitro montrent qu’il n’y a pas d’implication de I’Al-
3/épinéphrine/norépinéphrine dans la régulation de la production de toxine par les EHEC, il
pourrait exister un autre signal de quorum sensing faisant intervenir le régulateur QseA et/ou
le systéme a 2 composants QseBC. Nous nous sommes donc intéressés a I’implication de ces
2 systémes dans la régulation de I’expression de Stx2. La délétion de gsed ou de gseC
n’affecte pas la production de Stx2 dans les milieux conditionnés par le microbiote fécal. En
effet, I’inhibition observée dans ces milieux pour la souche sauvage est & nouveau observée

pour les souches mutantes (figure 62). L’inhibition de la production de Stx2 n’utilise donc pas
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ces 2 voies de régulation du quorum sensing dans les milieux utilisés. Pour déterminer si de
1I’Al-3 ou de I’épinéphrine /norépinéphrine étaient présents dans les milieux CC conditionnés,
nous avons utilisé une souche reportrice possédant le promoteur de I’opéron LEE] (régulé par
I’AlI-3, I’épinéphrine/norépinéphrine) en amont du geéne /acZ. Les premiers résultats montrent

que ces composés ne sont pas présents dans le milieu conditionné par B. thetaiotaomicron.
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Figure 62 : Production de toxine Stx2 par les souches EDL 933 AgseA (A) et EDL 933 AgseC (B)
dans les milieux CC controle ou conditionnés.

A Les valeurs indiquées sont issues d’une seule expérimentation
B : Les valeurs indiquées sont la moyenne de 3 expérimentations indépendantes.

Les mutations de gseA et gseC n’ayant aucun effet, il est possible que la régulation de stx2
soit médiée par un autre systtme de quorum sensing. Or il a été montré que les E. coli
pouvaient répondre a 1’indole par le biais du senseur SdiA des AHL (Lee et al., 2007b). Nous
avons donc recherché si de 1’indole était présent dans ces milieux complexes. L’indole a été
dosé par le réactif de Kovacs et il s’est avéré que les milieux conditionnés contenaient moins
d’indole que le milieu contréle (165 pM vs 229 uM). Ces résultats pouvaient nous laisser

supposer que 1’indole était impliqué dans I’inhibition observée. Nous avons alors regardé si
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I’indole pouvait induire la production de toxine Stx2 par la souche EDL 933. L’ajout d’indole
dans un milieu synthétique DMEM n’a pas d’effet sur la transcription du geéne stx2
comparativement au milieu controle, et cette observation a été¢ confirmée en Dot-Blot Stx2.
De plus, des résultats préliminaires sur le mutant EDL 933 délété du geéne sdid semblent

montrer que cette mutation n’a pas d’effet sur la production de Stx2.
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DISCUSSION

Nos résultats démontrent que des facteurs solubles produits par le microbiote fécal humain
inhibent la transcription des genes s#x2, et donc la syntheése des toxines Stx2, en inhibant la
réponse SOS médiée par RecA. L’activation spontanée ou induite de RecA par la
ciprofloxacine est inhibée dans les milieux conditionnés. De plus, nous avons montré que
I’espece B. thetaiotaomicron, largement présente parmi les espeéces composant le microbiote
intestinal humain, est principalement responsable de cet effet. Il est bien connu que certaines
souches provenant du microbiote exercent des effets antibactériens envers des pathogeénes
intestinaux, en revanche leur role dans la régulation de I’expression de facteurs de virulence
sur un plan transcriptionnel est assez peu décrit. Il a été¢ montré que le microbiote intestinal est
capable de moduler I’expression de certains geénes eucaryotes des cellules épithéliales
régulant diverses fonctions du tube digestif, telles que I’absorption des nutriments ou la
fortification de la barriere mucosale (Hooper et al., 2001). Cette aptitude du microbiote a
moduler I’expression des génes n’a pour le moment pas été démontrée sur des genes
procaryotes. En effet, les régulations décrites jusqu’a présent exercées par le microbiote sur
I’expression de facteurs de virulence sont post-transcriptionnelles (Lievin-Le Moal and
Servin, 2006). La régulation transcriptionnelle exercée par le microbiote sur les cellules
eucaryotes laisse toutefois supposer que la régulation de 1’expression de facteurs de virulence
des pathogeénes est possible. Notre travail démontre clairement, et c’est la toute son
originalité, que le microbiote humain exerce une action directe sur la transcription du geéne

codant pour le principal facteur de virulence des EHEC, Ia toxine Stx2.

La combinaison d’un pH modérément acide (6.75) et de fortes concentrations d’acétate (65
mM) qui a été observée dans un modele de souris traitées a la streptomycine colonisées par B.
breve inhibe la production de Stx2 in vitro et in vivo par un mécanisme inconnu (Asahara et
al.,2004). Il n’a pas été recherché si cette inhibition s’exercait au niveau transcriptionnel. Ces
parametres ne peuvent pas rendre compte de 1’inhibition de 1’expression de stx2 que nous
avons nous-mémes observée car le pH des milieux conditionnés est ajusté a 7 avant la culture

de EDL 933. De plus, la concentration en acétate de ces milieux est de I’ordre de 30 mM.

Il a été récemment montré que les colicines DNases ou que la co-culture des souches EHEC

avec des souches produisant des colicines augmentent la production de Stx2 en induisant la
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réponse SOS (Toshima et al., 2007). Mais le tractus intestinal humain est colonisé par environ
10'* bactéries commensales comprenant approximativement un millier d’espéces différentes
parmi lesquelles les entérobactéries ne représentent que 0,2% des bactéries totales (Zoetendal
et al., 2006). Par conséquent, la réelle implication de ces colicines in vivo, sachant que les
producteurs sont une minorité au sein de cette flore complexe, reste a démontrer. Certaines
molécules du quorum sensing pourraient aussi influencer 1’expression de genes de virulence
in vivo. Sperandio et al. ont montré que certaines bactéries fécales produisaient les
autoinducteurs AI-2 et AI-3 impliqués dans le quorum sensing inter-especes (Sperandio et al.,
2003). AI-2 est un furanosyl borate diester, et I’enzyme responsable de sa biosynthése est
codée par le geéne [uxS (Surette et al., 1999). L’enzyme LuxS est aussi indirectement
impliquée dans la biosynthese de I’AI-3 (Walters et al., 2006). AI-3 se fixe sur le senseur
QseC, conduisant a 1’activation de la transcription du régulon flagellaire responsable de la
mobilit¢ des EHEC (Clarke et al., 2006;Clarke and Sperandio, 2005b). L’expression des
genes du locus d’effacement des entérocytes est aussi activée par le quorum sensing via le
régulateur transcriptionnel QseA (Sperandio et al., 2002;Russell et al., 2007;Sharp and
Sperandio, 2007). L’influence du quorum sensing dans la régulation de 1’expression de stx2
via LuxS est assez floue : une souche sauvage d’E. coli O157:H7 produit plus de Stx2 que son
mutant isogénique /uxS (Sperandio et al., 2001;Jeon and Itoh, 2007). I1 a été observé une plus
forte transcription de stx2 dans une souche sauvage que dans un mutant isogenique /uxS lors
d’une étude (Sperandio et al., 2001), mais pas dans une autre plus récente, pourtant du méme
groupe (Kendall et al., 2007). Dans ce dernier cas, ’addition d’AlI-2 et Al-3 dans le milieu de
culture du mutant /uxS réprime I’expression de stx2. Dans les études utilisant des souris
axéniques, il n’est pas apparu de différence entre la souche sauvage et le mutant /uxS
concernant le nombre de bactéries fécales, la production de Stx2 et la 1étalité des souris, ce
qui indique que AI-2 et AI-3 ne contribuent pas de facon majeure a I’expression de Stx2 dans
ce modele in vivo (Jeon and Itoh, 2007). AI-2 et AI-3 ne sont vraisemblablement pas
impliqués dans DI’inhibition de la synthése de Stx2 observée dans notre étude puisque
I’inhibition est observée dans les mutants gsed et gseC. Ceci est appuyé¢ par le fait que nous
n’avons pas détecté d’Al-3 dans le milieu conditionné en utilisant la souche reportrice
TEVS232. En revanche, ces résultats sont en contradiction avec les résultats obtenus in vitro
lors de I’étude de la production de Stx2 par le mutant EDL 933AgseA en présence de MC ou
nous avions constaté que la mutation de ce géne réduisait la production de Stx2. Ceci signifie
probablement que les voies de signalisation mises en jeu dans les 2 conditions sont

différentes. Dans un milieu complexe comme le tube digestif, le régulateur QseA intervenant
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lors de I’induction du systéme SOS n’est probablement pas sollicité. Ceci est corroboré par le
fait que I’inhibition observée est due a une diminution de la réponse SOS comme en témoigne
la régulation négative du gene recA. Dans ce cas le systeme SOS étant réprimé, I’absence de

QseA reste silencieuse.

Les molécules eucaryotes présentes dans le tube digestif ont aussi une influence sur la
production de Stx in vitro. Par exemple, nous avons montré récemment que le monoxyde
d’azote, un radical libre produit lors de I’inflammation de la muqueuse intestinale, inhibe la
transcription de stx2 et la synthése de Stx2 en inhibant la réponse SOS induite par des agents
endommageant I’ADN (Gobert et al., 2007). Cependant, la concentration de monoxyde
d’azote dans les milieux conditionnés et les contenus cécaux de rats est trop faible (de 1’ordre
de 20 pM) pour étre responsable de I’inhibition de la synthése de Stx2 dans ces milieux.
L’influence des catécholamines du tube digestif, épinéphrine et norépinéphrine, sur la
production de Stx2 est controversée. Le groupe de Sperandio a montré que la norépinéphrine
pouvait se fixer a QseC et ainsi se substituer a I’AI-3 pour activer in vitro la transcription des
genes impliqués dans 1’adhésion et la biosyntheése du flagelle, suggérant ainsi que la
norépinéphrine, 1’épinéphrine et 1’Al-3 utilisaient la méme voie de signalisation (Sperandio et
al., 2003;Walters and Sperandio, 2006;Clarke et al., 2006). De plus, il a ét¢ montré que la
norépinéphrine augmentait la production de toxine Stx2 par les E. coli O157:H7 (Lyte et al.,
1996a;Lyte et al., 1996b;Voigt et al., 2006). Cependant, une étude récente montre que
1I’épinéphrine diminue I’expression de s#x2 dans un mutant /uxS (Kendall ef al., 2007), tandis
qu’une étude en microarray sur des O157:H7 en biofilm ne montre pas de changement
d’expression de stx2 di a I’ajout d’épinéphrine ou de norépinéphrine (Lee et al., 2007a).
L’implication de 1’épinéphrine et de la norépinéphrine dans 1’inhibition de la synthése de Stx2
que nous avons observée est peu probable puisque nous avons obtenu ces résultats dans le
milieu CC qui ne contient pas ces molécules. De plus, nous avons observé des quantités plus
importantes d’ARNm s#x2 et de toxine dans les milieux de culture a base de contenu cécal de
rats que dans les milieux CC. On peut donc envisager que les facteurs intestinaux provenant
de I’hote stimulent la production de toxine et que d’autres composés restant a identifier,
produits directement ou indirectement a partir de composés déja présents, suppriment cette
activation et répriment la synthése de Stx2. Les composés d’origine eucaryote ou procaryote,
quand ils sont testés seuls dans un milieu de laboratoire, peuvent avoir un effet, mais cet effet
n’est peut étre pas visible quand ils sont présents en compagnie d’autres composés produits

par le microbiote intestinal dans le milieu complexe qu’est le contenu intestinal.
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En outre, nous avons montré que I’espeéce B. thetaiotaomicron, fréquemment isolée a des
niveaux de population élevés dans les flores fécales humaines, était capable a elle seule
d’exercer une action inhibitrice. Le taux d’inhibition observé nous laisse cependant penser
qu’elle n’est pas la seule responsable de I’inhibition de la production de Stx2 par le
microbiote. Cette idée est appuyée par les résultats, bien que préliminaires, obtenus en mettant
en interaction 2 ou 3 especes bactériennes différentes qui montrent des effets additifs ou
antagonistes de certaines espéces avec B. thetaiotaomicron. Quoi qu’il en soit, 'implication
de cette espece peut nous laisser penser que le mode d’alimentation des nouveau-nés pourrait
avoir une influence sur leur susceptibilité aux infections par les EHEC. En effet, le genre
Bacteroides est majoritaire chez les enfants nourris au lait maternisé mais pas chez les enfants
nourris au sein chez lesquels le genre Bifidobacterium prédomine (Fuller, 1991;Harmsen et
al., 2000). Dans notre étude, nous avons montré que dans un milieu probablement assez
proche de notre contenu intestinal le microbiote humain exerce un contrdle négatif sur la
production de toxine Stx2. Le microbiote intestinal d’individus sains, en plus de son effet
antimicrobien déja connu, posseéde donc aussi la capacité de réprimer 1’expression de I’un des
facteurs de virulence les plus importants des EHEC. En outre, des études in vivo dans des
souris traitées a la streptomycine ont montré que les génes stx pouvaient étre transférés
horizontalement par les phages stx a des souches E. coli sensibles aux phages qui par
conséquent acquierent la capacité a produire la toxine, et donc participeraient au
développement des pathologies gravées liées aux EHEC (Gamage et al., 2003;Gamage ef al.,
2006). En inhibant la réponse SOS et donc I’induction lytique des phages stx, le microbiote
des individus sains aurait un effet protecteur en réduisant la propagation des phages stx et la
production de toxine dans le tube digestif. De plus, il a été décrit que Stx2 joue un rdle dans la
colonisation de I’intestin en augmentant I’adhésion des EHEC aux entérocytes (Robinson et
al., 2006). Ainsi, on pourrait facilement supposer que les enfants dont le microbiote intestinal
est quelque peu perturbé pourraient présenter une susceptibilité plus importante aux EHEC et

donc auraient plus de risques de développer un SHU.

Au cours de nos études sur la production de Stx2 par la souche EDL 933, nous avons utilisé
différents milieux de culture et nous avons remarqué quelques différences en termes de
quantité¢ de Stx2 libérée. En effet, les études réalisées en milieu M9 (le plus riche en glucose
4¢/1) montrent que la production de toxine Stx2 est faible dans ce milieu (de 1’ordre de 80
ng/ml a 24 h). La production dans les milieux LB, DMEM et CC (teneur en glucose de 1’ordre

de 0 a 1g/l) sont moyennes et de I’ordre de 300 ng/ml apres 24 h de culture. En revanche, la
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concentration de Stx2 aprés 24 h de culture dans le milieu a base de contenu cécal de rat
axénique ([glucose] =2g/1) est tres ¢€levée (1200 ng/ml). Ceci suggere qu’en absence de
bactéries intestinales, 1’hote libére des facteurs capables d’induire une forte production de
Stx2. Cette production importante pourrait aussi étre due a des composés apportés par
I’alimentation, qui dans le cas d’un rat axénique ne seraient pas utilisés par les bactéries
intestinales. Ces composés, normalement métabolisés par le microbiote dans un animal
conventionnel, pourraient donc avoir un effet inducteur sur la production de toxine dans
I’animal axénique. La concentration de Stx2 dans les milieux a base de contenu cécal de rats a
flore humaine est plus faible que celle retrouvée dans les milieux LB et DMEM (environ 50
ng/ml pour les rats a flore humaine enfant). Ceci signifie probablement que, non seulement le
microbiote empéche I’induction importante observée dans les rats axéniques, mais inhibe
aussi la production basale de Stx2 par les EHEC. Ceci est confirmé par les résultats obtenus
en milieu CC conditionnés comparés au milieu CC non conditionné ou les facteurs de 1’hote

et de I’alimentation n’interviennent pas.
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Conclusion et perspectives

Les souches E. coli qui constituent le pathovar des STEC sont génétiquement tres
hétérogenes, et présentent de grandes variations individuelles de leur pouvoir pathogene. Les
¢tudes destinées a trouver des marqueurs potentiels du degré de pathogénicité des différentes
souches STEC isolées dans le réservoir naturel ou en conditions physiopathologiques se sont
uniquement attachées a trouver des marqueurs génomiques. Or, la production de toxines par
les EHEC apparait comme un élément clé dans la pathogénicité de ces souches. Il nous a donc
paru intéressant dans un premier temps d’étudier cet aspect sur un nombre relativement
important de souches, et en particulier sur des souches du séropathotype C. En effet, la
pathogénicité des souches O157:H7, LEE positives, qui composent le séropathotype A, ne
laisse aucun doute. Dans notre étude, ces souches nous ont servi de référence de souches
pathogenes auxquelles comparer les souches du séropathotype C. Bien que les souches qui le
constituent ne possédent pas le LEE, le séropathotype C est trés hétérogene par la variété¢ de
sérotypes et de combinaisons de geénes de virulence associés aux souches. Parmi celles-ci,
certaines ont été fréquemment associées a des cas sporadiques de SHU ou a des épidémies de
faible ampleur, en particulier des souches de sérotype O113:H21 et O91:H21, alors que
d’autres ne semblent pas pathogénes pour ’Homme ou responsables de pathologies moins
graves. Les souches de ce séropathotype sont fréquemment isolées du réservoir animal et de
produits alimentaires. A 1’heure actuelle, il est difficile de déterminer si un isolat représente
réellement un risque sanitaire ou pas. L’obtention d’outils permettant de répondre a cette
question permettra de mieux évaluer le risque associé a la consommation alimentaire. C’est
dans cette optique que nous avons choisi d’analyser la synthése de Stx2 par un panel de
souches de séropathotype C représentatif des souches impliquées lors d’infections par les

EHEC, et de la comparer avec celle de souches O157:H7.

Le développement d’outils nécessaires a I’analyse de la production de Stx2 et de la
cytotoxicité des souches était primordial a I’avancée de mes travaux. Au laboratoire, le test
ELISA permettant une quantification précise de la concentration de Stx2 dans les surnageants
n’était pas encore au point. De plus, mes travaux ont permis la mise au point de la PCR en
temps réel, ciblée sur les génes stx, et stx,-apparentés, technique qui est largement utilisée au

laboratoire depuis.

Les résultats obtenus dans la premiére partie de mon travail ont montré que les souches
appartenant au séropathotype C pouvaient étre divisées en 2 sous groupes. Le premier
comprend des souches qui expriment le variant szx, et qui produisent une grande quantité de

Stx2, en particulier en conditions induites. Ces souches possédent les mémes caractéristiques
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en termes de production de Stx2 que les souches de séropathotype A et sont donc
potentiellement dangereuses pour la santé humaine. Le second groupe inclut des souches qui
produisent peu de Stx2, surtout en absence d’induction du systéme SOS, et qui expriment
souvent d’autres variants que stx,. Ces souches apparaissent comme peu dangereuses et sont
majoritairement associées a des pathologies moins graves. Notre étude a de plus mis en
exergue I’extréme hétérogénéité génétique des souches STEC. En effet, nos résultats montrent
que certains variants s¢x2 ne sont pas inductibles par la mitomycine C et ne sont probablement
pas portés par des prophages. Lors de ma thése, j’ai voulu étudier 1’organisation génétique de
ces variants non inductibles afin de comparer la structure du promoteur, des séquences
régulatrices de ces génes et des séquences environnantes avec celles du variant stx, afin de
proposer des explications a nos observations. Malheureusement, ces séquences sont
vraisemblablement trés polymorphes, et nous n’avons pas réussi a amplifier I’ADN
correspondant a partir des souches d’intérét avec les différentes amorces que nous avions
dessinées a partir des séquences accessibles dans les bases de données. Nous avons alors
choisi de nous consacrer a d’autres aspects de la régulation de la production de Stx2.
Cependant, cette étude mériterait d’étre poursuivie. La séquence des variants stx2 étant
connue, il est possible de réaliser une marche sur le chromosome pour déterminer la séquence
nucléotidique en amont et en aval. L objectif de ces investigations serait de caractériser des
séquences nucléotidiques spécifiques des genes stx2 peu ou pas exprimés, ou non inductibles,
et ainsi d’obtenir des marqueurs moléculaires permettant de discriminer les souches non-

O157 présentant un faible risque sanitaire de celles susceptibles de produire Stx2.

Dans la suite de mon travail, je me suis plus particulicrement intéress¢ aux facteurs
environnementaux susceptibles de moduler la production de Stx2 d’une souche pathogene
O157:H7 dans le tube digestif humain, EDL 933. En effet, la synthése de Stx2 in vivo est
critique dans le développement de la pathologie, mais paradoxalement peu d’études ont
analysé les facteurs pouvant réguler cette production in vivo. Dans la seconde partiec de ma
these, je me suis donc intéressé a I’effet de molécules présentes dans le tube digestif et dont
on sait qu’elles participent a I’induction de la réponse SOS ou a la régulation de 1’expression

d’autres facteurs de virulence chez E. coli O157:H7.

J’ai tout d’abord testé les polyamines qui ont été décrites comme nécessaires a I’activation
du systtme SOS chez E. coli K12 et présentes en abondance dans le tube digestif. La
spermine, qui est la polyamine biologiquement la plus active, n’a montré aucun effet sur la

synthése de Stx2. Un mutant invalidé pour les génes speB et speC, décrit chez E. coli K12
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comme déficient en polyamines, produit autant de Stx2 que la souche sauvage. Les
polyamines ne semblent donc pas nécessaires a 1’induction maximale de la réponse SOS chez
EDL 933. Mais cette ¢tude mériterait d’étre approfondie par le dosage des polyamines
endogenes chez la souche sauvage et le mutant dans différentes conditions de culture, et le cas
échéant par la construction d’un nouveau mutant pour invalider d’autres voies potentielles de
synthése des polyamines. De plus, il serait intéressant d’analyser I’effet d’un cocktail de
polyamines sur la production de Stx2 qui aurait peut-&tre un effet plus marqué que la

spermine seule.

Je me suis également intéressé a I’impact de molécules et régulateurs du quorum sensing
sur la production de Stx2. La norépinéphrine ne semble avoir aucun effet sur la production de
toxine Stx2, et donc le systéme de quorum sensing Al-3/norépinéphrine/épinéphrine n’entre
vraisemblablement pas en jeu dans la régulation de I’expression de stx2. De plus, la délétion
de luxS n’a pas d’effet non plus, ce qui confirme que I’Al-3, et indique que I’AI-2 ne sont pas
impliqués dans la syntheése de Stx2. La délétion de sdid, dont le produit est un régulateur
transcriptionnel répondant aux HSL ou a I’indole, n’a elle non plus aucun effet sur la synthese
de Stx2. Cependant, un nouveau systéme de quorum sensing pourrait étre impliqué dans la
synthése de Stx2. En effet, un mutant dont le géne gsed est délété ne produit pas autant
d’ARNm s#x2 et de toxine Stx2 que la souche sauvage lorsque le systéme SOS est induit par
la MC. Or, QseA est un activateur transcriptionnel de I’expression du LEE en présence d’Al-3
ou d’épinéphrine. On peut imaginer que QseA soit capable de répondre a d’autres signaux
pour permettre une induction maximale de la réponse SOS ou de I’expression des génes
phagiques. Il serait intéressant de caractériser en détail le mécanisme moléculaire par lequel
QseA module la production de Stx2 en concert avec la réponse SOS. Il faudrait pour cela
regarder par exemple si QseA module I’activité de RecA, ou interfere avec ’autoclivage de
cl, ou encore se fixe sur I’ADN phagique, réduisant ainsi I’activité des promoteurs précoces
ou tardifs. Une autre approche plus globale serait de comparer le transcriptome de la souche
sauvage et du mutant AgseAd en présence de MC afin da caractériser les voies de régulation

impliquées.

Dans la troisieme partie de ma these, j’ai souhaité étudier la production de Stx2 par EDL
933 dans un milieu se rapprochant le plus possible de celui rencontré in vivo par les EHEC.
Pour cela, j’ai travaillé avec un modéle de rat a microbiote humain couramment utilisé au
laboratoire par I’équipe Ecosystémes digestifs. Ce modele m’a permis de mettre au point une

approche originale, en cultivant EDL 933 dans un milieu contenant a la fois les molécules
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produites par I’hote et apportées par 1’alimentation, et les métabolites bactériens produits par
le microbiote. Ainsi, j’ai montré que le microbiote humain, de par les métabolites qu’il
produit ou transforme, inhibe la production de toxine Stx2, et que cette inhibition s’exerce au
niveau transcriptionnel indépendamment de la concentration cellulaire de EDL 933. 1l s’agit
la d’un résultat trés original car c’est la premicre fois qu’est mise en évidence une régulation
transcriptionnelle d’un facteur de virulence par un métabolite soluble produit par le
microbiote intestinal humain, et ce dans un milieu aussi complexe qu’un contenu caecal.
C’¢était également un résultat inattendu, car nous pensions qu’EDL 933 serait soumis a
différents stress dans ce milieu, en particulier a I’action de défensines ou de bactériocines, et
que cela aurait pour conséquence une activation de la réponse SOS et donc une production
¢levée de Stx2. S’il semble en effet que le contenu caecal des rats axéniques soit inducteur de
la production de Stx2, les métabolites produits par le microbiote humain surmontent cet effet
et sont méme capables de réduire la synthése de Stx2 a un niveau tres faible. Ce résultat a été
confirmé dans un milieu semi-synthétique, dans lequel j’ai également montré que 1’inhibition
de la synthése de Stx2 s’exercait aussi en présence d’un inducteur de la réponse SOS en
réprimant 1’expression de recA. De plus, I’espéce bactérienne en grande partie responsable de
cette inhibition a été caractérisée. Il reste par contre a caractériser le ou les composés
inhibiteurs, dont la masse moléculaire est probablement inférieure a 3 kDa. Il faudra ensuite
mettre en évidence le mécanisme de régulation impliqué. Ceci pourra se faire par des
techniques classiques de biologie moléculaire, mais aussi par analyse du transcriptome de
EDL 933 cultivé dans un contenu caecal de rats axéniques et de rats associés au microbiote
humain. A plus long terme, ces études pourraient permettre de proposer un nouveau schéma
préventif applicable in vivo capable de limiter les conséquences facheuses d’une infection par

les EHEC.
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En paralléle de mon projet de these, j’ai participé a une étude développée par une
étudiante en these dans 1’équipe, qui concernait I’influence du monoxyde d’azote (NO) sur la
syntheése de Stx2.

Les cellules de la barriére épithéliale intestinale sont les premicres au contact des bactéries
entéropathogeénes. En réponse aux produits bactériens, les cellules épithéliales développent un
programme de défense non spécifique. Cette réponse immunitaire innée se caractérise
notamment par la synthése de molécules effectrices aux nombreuses propriétés biologiques
dont le NO. NO est un radical libre qui peut endommager les bactéries et/ou induire des
modifications transcriptionnelles via des senseurs de NO. NsrR est une protéine répresseur

dont ’activité de fixation a I’ADN est supprimée en présence de NO.

La souche de référence EDL 933 a été cultivée en présence ou non d’un donneur chimique
de NO, NOR-4. NO n’a pas modifi¢ la survie des EHEC. En revanche, I’expression des
ARNm de stx et la synthése de phages stx, en condition basale ou induite par la MC, a été
inhibée par NO. En conséquence, la concentration en Stx dans les surnageants de culture de la
souche EDL 933 a été diminuée suite au traitement par NO. De fagon concomitante,
I’expression du géne recA a été inhibée par le traitement des bactéries par NO. Enfin, dans des
co-cultures EHEC/entérocytes humains, il a ét¢ démontré que NO produit par des cellules

activées par des cytokines inhibe ¢galement I’expression des ARNm de stx.

Puis le mécanisme moléculaire par lequel NO inhibe I’expression de stx a été recherché, en
étudiant plus précisément 1’implication du senseur de NO NsrR. Une souche invalidée pour le
gene codant pour NsrR et la souche complémentée correspondante ont été créées. Le mutant
nsrR produit spontanément moins de Stx que la souche sauvage en condition basale ou induite
par la MC, et I’ajout de NO ne modifie pas I’expression de st&x. La souche AnsrR
complémentée se comporte comme la souche sauvage. Ainsi, la transcription de stx est
inhibée lorsqu’on supprime la fixation de NsrR sur ses sites, soit par I'utilisation de NO soit
par la délétion du gene. Ce résultat démontre que NsrR régule la réponse SOS bactérienne et

donc la production de Stx.

Ces résultats démontrent pour la premiere fois que NO peut moduler la production de
toxine par des bactéries pathogeénes sans altérer leur viabilité. L’augmentation de la
production de NO chez des patients infectés (donneurs de NO, traitement par 1’arginine)
pourrait représenter une nouvelle stratégie thérapeutique pour limiter le développement des

SHU.
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Annexes

Annexe |

Composition et préparation des milieux de culture

e Milieu complet (Leedle and Hespell, 1980)

Composition pour 1litre de milieu :

e Jus de rumen clarifié : 400 ml

e KH,PO, 12 ¢

- (NH4),SO4 12g

e NaCl 12¢g

e MgSOy4 l12¢g

e C(CaCl, 1.2 ¢

e Trypticase : 2g

e Extrait de levure : 05¢g
e Solution d’hémine 0.1% : 1 ml
e Solution I’AGV : 10 ml

(acide acétique 2%, acide isobutyrique 0.1 %, acide isovalérique 0.12 %, acide n-valérique

0.12 %, acide 2-méthyl-butyrique 0.12 %)

e Résazurine 0.1% : 1 ml
¢ Glucose : 2g
e Cellobiose : 2g

e Maltose : 2g
e Amidon soluble : 2g
e Eaudistillée : 438 ml

Ajuster le pH a 6.8
Porter a ébullition. Refroidir a 60°C et ajouter :

e NaHCO;. 4g
e C(Cystéine HCI : 05¢g
e Milieu de dilution

Composition pour 1litre de solution :

e K,HPO, 12g
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- (NH4)2SO04 12¢g

e NaCl 12¢g

e MgSOy4 12g

e CaCl, 12¢g

e Résazurine : 1 ml

e FEau distillée : 1 1 Porter a ébullition, refroidir a 60°C et ajouter :
e NaHCO; 4g

e Cystéine HCI 05¢g

Attendre 45 minutes de réduction puis répartir le milieu en fioles bouchées serties, sous

CO,.

e Milieu LB liquide 20X Composition pour 11 de milieu :

e - Bacto peptone (ou Bacto tryptone) 200 g
e NaCl 100 g

e [Extrait de levure 100 g
e FEau distillée 11

Ajuster lepH a 7

e Milieu M9

Na,HPOy, : 6g

KH2P04 . 3 g

NaCl : 05¢g

NH4Cl : lg

Eau distillée : qsp 11
pH:7

Ajouter extemporanément :
Solution minérale : 2 ml
Vitamine B1 (thiamine) 1mg/ml : 5 ml
MgSO4 1 M : 1 ml
Glucose : 0.4 % final (p/v)

Solution minérale :
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MgS0,4,7H20 :
MnCl,,4H20 :

FeCl;,6H20 :
CaCl,,2H20 :

Eau distillée :

0.1¢g
0.0135¢g
0.04 g
qsp 100ml
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Annexe 1

Amorces et conditions de RFLP-PCR

Conditions de PCR
M¢élange réactionnel pour la réction d’amplification
ADN e, 5 ul de lysat bactérien brut
DNTP oo 0,4 ul des quatres DNTP a 100 uM
Polymérase : .......ccccoeveeivennnne 0,75 unité de Taq plymérase QBiogen
Amorce 1 :.oviviieeieeeieee, 1 ul d’une solution a 10 uM
AmOrce 2t ...ooveeiiieieeiee 1 pl d’une solution a 10 uM
Tampon :.....ccccveeevvenveeiieenne, 5 ul de tampon 10X
Eau @i gsp 50 ul d’eau bidistillée.
Couple d'amorces Sequence (5' vers 3) Sp°cificit” g'nique Taille de I'amplicon pb [Localisation Tm (JC)
VT2-c AAG AAG ATG TTT ATG GCG GT Stx2 Stx2vh-a Stx2vh-b 285 SUB4-UTR21 48
VT2-d CAC GAA TCA GGT TAT GCC TC Stx2-NV206 52
VT2-cm AAG AAG ATATTT GTA GCG G Stx2d-Ount Stx2d-OX3a 256 SU B 4-259 50,2
VT2-f TAA ACT GCA CTT CAG CAA AT Stx2d-0111 51,2
VTe-a CCT TAACTA AAA GGAATATA Stx2e 230 UTR -25 - SU A 205 47,1
VTe-b CTG GTG GTG TAT GATTAATA 51,2
Amorces et conditions de PCR:
Conditions de RFLP :
Mélange réactionnel (pour 24 pl) :
ADN © e 20 pl du produit de PCR
Etape T (°C) Durée (min)
Dénat. 94 5
Dénat. 94 2
Hybridation 52 1 }
Polymer. 72 1 30 cycles
Polymer. 72 7
Taille des fragments de restriction (pb) apr.s PCR avec VT2-c et VT2-d
Variants
Enzyme [ [
Haelll 285 161 124 161 124 285
Rsal 216 69 136 80 69 216 69 216 69
Ncil 285 285 159 126 159 126
Tampon @ ....cceeeveeeeieeeieeeeeenee, 2,4 ul de tampon 10X spécifique de I’enzyme
Enzyme :....cccoooiiiiiiiiie, 0,4 ul d’enzyme (Ncil :0,8 U ; Rsal et Haelll : 0,4 U)
Enzyme Tampon
Nci | 4 (NEBiolabs)
Rsal L (Roche)
Hae llI M (Roche)
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Annexe 11

Composition des tampons utilisés en ELISA et en Dot-Blot
e - tampon carbonate-bicarbonate :
Na,COs  : 1,59 g/l
NaHCO; :2,94 g/
NaNj3 :02¢g
Eau distillée iqsp 11

e solution de saturation (ELISA):
PBS 1 X
BSA :4¢/l

e solution de saturation (Dot-Blot):
PBS 1 X
Lait 10,5 % (p/v)

e tampon de dilution antigénes (ELISA et Dot-Blot) et anticorps (ELISA):
PBS 1 X
BSA :1g/l

e solution de dilution anticorps Dot-Blot:
PBS :1X
Lait 10,1 % (p/v)

e tampon de lavage (ELISA et Dot-blot):

PBS 1 X
Tween 20 : 0,05 % (v/v)
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Annexe IV

Conditions de PCR quantitative en LightCycler®

— composition du mélange réactionnel pour chaque tube :
MgCl, 25 mM : 2,4 pl.
e amorce 1 10 mM: 1 pl.

e amorce 2 10 mM: 1 pl.

e cau dépourvue de RNases : 12,6 pl.

e SybR Green: 1 pl.

e Centrifuger pendant 15 secondes, introduire les capillaires dans le LightCycler puis
lancer le programme de PCR quantitative :
- Dénaturation : —95 °C ; 10minutes.
- PCR: 45 cycles: — 95 °C ; 15 secondes.

— 51 °C (amorces sens Stx2a et Stx2-FA); 5 secondes
ou —57°C (amorce sens Stx2b); 5 secondes.
— 72 °C ; 8 secondes.

e Melting curves : — 95 °C ; 15 secondes.

— 65 °C ; 5 secondes.

e Refroidissement : —45 °C ; 30 secondes.
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Annexe V
Solutions utilisées pour le dosage de I’activité B-galactosidase
Tampon Z :
Na,HPOy, : 60 mM
NaH,POy, : 40 mM
KCI: 10 mM
MgSOq: 1 mM

B-mercaptoethanol: 50 mM

Solution de lyse:

Chloroforme

Sodium Dodécyl Sulfate: 0,1 % (p/v)

Solution d’ONPG:

Tampon phosphate: 0,1 M
ONPG: 4 mg/ml

Solution d’arrét:

N212CO3 . 1M
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Annexe VI

Alignements des séquences protéiques des variants Stx2 étudiés par Paton.

A Subunit

i
SLT-11/9336  MKCILFKWVLCLLLGFSSVSYSREFTIDFSTOOSYVSSLNSIRTE ISTPLEHISOGTTSVSVINHT -HGSYFAVDIRGLDVYOARFDHLR
SLT-1n/01a L e N PP
T 1) P B PP
SLT-ITV003 o Pooous, M PP,
SLT-IL/O48 ..o, e e PP e

SLT-T1/933W  LITEGHNLYVAGFVNTATNTFYRFSDF THISVPGVTTVSMTTDSSYTTLQRVAALERSGHOI SRHSLVSSYLALMEF SGNTMTROASRAY

SLT-IT/OMIL ooiiees, e e e e e e e
B B DS e
BT B e
SLT-TIAMB Do, e

SLT-TI/9330  LREVTYTAFALRFROIOREFROALSE TAPYYTHTPGOVOL TLNWGRTSNVL PEVRGEDGVRVGRISFNNI SATLGTVAVILNCHHOGARS

SUT-IT01L s G EE.....oovviini, Fooboo, e
SLT-IHAONAE i e EE....vvvnnn. T P .
SLT-TITZON3D e e e e
SLT-TIME e

SLT-T1/933W  VRAVNEESQPECQITGDRPVIKINNTLWESNTAAAFLNRKSOFLYTTEK

SLT-1/0IL ... Lo Reveirenn, oooo. . RAHS.N.S.E
SLT-I1/0N3a ... Lovoviriice R RAHS.N.S.E

SLT-THONBD oo e et

LTIl D e e

B Subunit

+

SLT-TI/933W  MKKMFMAVLFALASYNAMAADCAK G TEF SKYNEDDTFTVKVOGKE YWTSRUNLOPLLQSAQLTGHTVT IKSSTCE SGSGFAEVOFNND
SLT-II/0111 L T WAL RV Moot Aoo.... Novriieiiinnns AU TV . -
SLT-TI/0N3a ... 1.V.A..FV......... R Mo...... v Moo oA -
SLT-TIAON3D ..o Vo Nowonn. B e
SLT-I1/048  o....oLs, Vi P i adeetiaraeerseass e areans

Les séquences protéiques des variants Stx2 (SLT-II) sont alignées avec la séquence
protéique du variant Stx2 du bactériophage 933W présente dans les banques de données. La
région de 18 acides aminés conservée entre Stx1 et Stx2 est soulignée. Les points représentent
les résidus conservés et les tirets les résidus manquants. Les fleches indiquent le début du

polypeptide mature pour chacune des sous-unités (Paton ef al., 1995).
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Only a subset of Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) are human pathogens, but
the characteristics that account for differences in pathogenicity are not well understood. In this
study, we investigated the distribution of the stx variants coding for Stx2 and its variants in highly
virulent STEC of seropathotype A and low-pathogenic STEC of seropathotype C. We analysed
and compared transcription of the corresponding genes, production of Shiga toxins, and
stx-phage release in basal as well as in induced conditions. We found that the stx, variant was
mainly associated with strains of seropathotype A, whereas most of the strains of seropathotype C
possessed the stx,.,pp, variant, which was frequently associated with stx,, stxo_,pu, OF Stxoc.
Levels of stx, and stx,-related mRNA were higher in strains belonging to seropathotype A and in
those strains of seropathotype C that express the stx, variant than in the remaining strains of
seropathotype C. The stx,.,n, genes were the least expressed, in basal as well as in induced
conditions, and in many cases did not seem to be carried by an inducible prophage. A clear
correlation was observed between stx mMRNA levels and stx-phage DNA in the culture
supernatants, suggesting that most stx,-related genes are expressed only when they are carried
by a phage. In conclusion, some relationship between stx,-related gene expression in vitro and the
seropathotype of the STEC strains was observed. A higher expression of the stx, gene and a
higher release of its product, in basal as well as in induced conditions, was observed in
pathogenic strains of seropathotype A. A subset of strains of seropathotype C shows the same
characteristics and could be a high risk to human health.

INTRODUCTION

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are food-
borne pathogens that cause human diseases ranging from
uncomplicated diarrhoea to haemorrhagic colitis (HC) and
life-threatening complications, such as the haemolytic—
uraemic syndrome (HUS). Cattle and other ruminants
appear to be the main reservoir of STEC strains. While
most outbreaks are associated with E. coli O157:H7,
mainly in North America and Japan, approximately half of
the sporadic cases may be due to non-O157: H7 serotypes
(Banatvala et al., 2001). Many non-O157 strains respons-
ible for HUS do not possess the locus of enterocyte
effacement (LEE) (Banatvala et al, 2001), a pathogenicity

Abbreviations: HC, haemolytic colitis; HUS, haemolytic—uraemic syn-
drome; LB, Luria—Bertani broth; LEE, locus of enterocyte effacement;
q-PCR, quantitative real-time PCR; STEC, Shiga toxin-producing
Escherichia coli.

Two supplementary figures are available with the online version of this
paper.

island encoding a type III secretion system recognized as a
major virulence factor (Girardeau et al., 2005; Garmendia
et al, 2005). STEC strains were classified into five
seropathotypes (A to E) by Karmali ef al. (2003) according
to their incidence and association with HUS cases and
outbreaks. Seropathotypes A and B include strains belong-
ing to serotypes associated with HUS cases and outbreaks
and containing the LEE. Seropathotype C includes LEE-
negative isolates associated with sporadic cases of HUS but
not with outbreaks. The virulence mechanisms of this
group of strains are not well understood, and to date it is
not possible to distinguish among these strains those which
are a high risk to human health. Seropathotype D includes
isolates rarely found in humans and associated with less
severe disease (diarrhoea and HC). Seropathotype E
includes serotypes that have never been found in humans.

The major characteristic of STEC linked to haemolytic
symptoms is the production of Shiga toxins (Stx1, Stx2),
which inhibit protein synthesis (Karmali ef al., 1985; Paton
& Paton, 1998). Members of the Stx family are AB
holotoxins comprising one A subunit, which is the active
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component of the toxin, covalently bound to five identical
B subunits. The B subunits form a pentameric structure
required for toxin binding to its receptor, the glycolipid
Gb3. Epidemiological studies, together with in vivo and
in vitro experiments, have revealed that Stx2 is the most
important virulence factor associated with severe human
disease. Indeed, Stx2 is 1000 times more cytotoxic than
Stxl towards human renal endothelial cells, and STEC
producing Stx2 are more commonly associated with
serious diseases than isolates producing Stx1 or Stx1 plus
Stx2 (Louise & Obrig, 1995; Boerlin et al., 1999; Paton &
Paton, 1998). Several Stx2 variants have been identified on
the basis of sequence homology and immunological cross-
reactivity (Ito et al., 1990; Schmitt et al., 1991; Paton et al.,
1995; Friedrich et al., 2002; Pierard et al., 1998). The most
frequent variants identified so far in strains of human and
bovine origin are Stx2, Stx2-vha, Stx2-vhb and Stx2c. Stx2
is the toxin produced by the prototype O157:H?7 strains
EDL933 and Sakai. Stx2-vha and Stx2-vhb were first
described in an E. coli O91:H21 strain isolated from a
patient with HUS (Ito et al., 1990), and were also named
Stx2d1 and Stx2d2, respectively (Teel et al, 2002). Stx2c
was found in the E. coli O157:H™ strain E32511, a clinical
isolate associated with HUS (Schmitt et al., 1991). Stx2-vha
(AF479828-1), Stx2-vhb  (AF479829-1) and Stx2c
(M59432-1) have 99%, 97.4% and 100% sequence
identity in their mature A subunit and 97.1 % identity in
their mature B subunit to the corresponding subunit of
Stx2 (Y10775). These percentage values correspond to a
maximum of three amino acid changes in each subunit.
However, it has been suggested that Stx2 sequence
variations may affect the capacity of a given Stx2-
producing E. coli strain to cause disease (Lindgren et al.,
1994; Paton et al., 1995).

The genes encoding Shiga toxins (stx) are generally carried
by lambdoid bacteriophages and can be induced by DNA-
damaging agents such as mitomycin C (Muhldorfer et al.,
1996). As a result of the induction process, expression of
stx, genes, which is under the control of a late phage
promoter (Wagner et al, 2001), is activated. Bacterial host
cells lyse and release Shiga toxins and free phage particles
into the environment. Epidemiological observations and
animal models suggest that the severity of the disease is
correlated with the amount of Stx produced during
infection (Zhang et al., 2000; Dean-Nystrom et al., 2003).
However, expression of stx genes and their ability to be
induced depending on the stx, variant or the relative
virulence of the STEC strain is not well documented.

Most previous studies investigating the virulence traits of
LEE-negative strains were based on the distribution of
virulence-associated genes or of genomic islands rather
than on their expression and production of the virulence
factors. Here, we examined whether seropathotype A and
seropathotype C STEC differ in their basal and inducible
stx expression in an in vitro model. Furthermore,
association of stx, and stx,-related genes with an inducible
prophage was investigated.

METHODS

Bacterial strains, cell lines, phage induction, and growth
conditions. Bacterial strains used in this study are listed in Table 1.
The mutants of E. coli O157:H7 strain EDL933 lacking the stx;, the
stxy, or the stx; and stx, genes were constructed in our laboratory
(Gobert et al., 2007). Bacterial strains were routinely grown in Luria—
Bertani (LB) medium. For Stx2 production under mitomycin C
induction, overnight cultures of each isolate were subcultured in 7 ml
fresh LB medium or in DMEM low glucose (Invitrogen no. 11880)
with 4 mM L-glutamine and grown at 37 °C with rotary shaking at
180 r.p.m. The ODgop was measured using 1 cm cuvettes with a
Jenway 6300 spectrophotometer. When the ODggy, reached 0.2—
0.3 (ty), the cultures were divided into two tubes, and mitomycin C
(250 ng ml™!) was added to one of the tubes. Then the bacteria were
grown at 37 °C with rotary shaking up to 6 h. Bacterial growth was
monitored spectrophotometrically after appropriate dilution (two- to
fivefold) of the samples in LB or DMEM medium. Three hours after
mitomycin C treatment (#;), 6 ml of culture was harvested from each
tube and centrifuged for 15 min at 3000 g. The supernatants were
filtered through 0.45 pm filters (Sartorius) and used for Stx2 ELISA
and detection of phage particles; the pellets were used for RNA
extraction. For some strains, levels of stx mRNA were also measured
at t) 5 and phage DNA at .

stx, subtyping. stx, subtyping was performed by PCR-RFLP on the
stx2B gene as previously described by Bertin et al (2001) to
discriminate between stx, (Y10775), stxs.,n, (AF479829-1) and
SEX5_yna/Stxoe variants. For distinction between stx,_,,, (AF479828-1)
and stx,, (M59432-1) variants, primers were designed in the stx,A
gene (forward, 5'-GATGGCGGTCCATTATC-3'; reverse, 5'-CGGT-
AGAAAGTATTTGTTG-3") that amplify a 529 bp DNA fragment on
the genomic DNA of strains carrying stx; ,, or stx, . After EcoRV
digestion of this fragment, stx,, variants show two DNA fragments of
329 bp and 200 bp whereas stx;,_,;, DNA remains uncut. The online
version of this paper contains a supplementary figure (Fig. S1)
showing the nucleotide sequence alignment of the gene encoding the
A subunit of stx,, stXs.,pa StXonp and stx,, with the location of the
primers and the EcoRV restriction site, and a photograph of
the electrophoresis gel showing the DNA fragments obtained with
the PCR-RFLP assay that differentiates stx,, from stx, .

The presence of genes encoding Stx2 activatable by elastase was
investigated using PCR with primers SLT-II-vc¢ and CKS2 and
restriction analysis of the resulting 890 bp amplicon with Pstl as
described by Jelacic et al. (2003). Absence of the Pstl site can be taken
as an indicator of the presence of a mucus-activatable s¢x2 variant
(Bielaszewska et al., 2006; Gobius et al., 2003; Jelacic et al., 2003).

RNA extraction and quantitative real-time PCR (q-PCR).
Following mitomycin C induction for 3 h, total RNA was extracted
using the Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel). RNA concen-
tration was determined by measuring the A,q in a 96-well plate
reader (Biotek pQuant) after 50-fold dilution in RNase-free water.
One microgram of each RNA sample was reverse transcribed with
Superscript II Enzyme (Invitrogen) and 1 pl of random primers
(Invitrogen) in a final volume of 20 pl for 50 min at 42 °C. Three g-
PCRs were carried out for each sample on diluted cDNA by using the
LightCycler apparatus (Roche) with 0.5 pM of each primer, 4 mM
MgCl, 1 pl of LightCycler Faststart DNA Master SYBR green I
(Roche) and 2 pl of cDNA (1 ng, 100 pg and 10 pg) in microcapillary
tubes in a final volume of 20 pl. Primers 2SF (CACATTTACAG-
TGAAGGTTGA) and 2R (TTCAGCAAATCCGGAGCCTG) allowed
amplification of an stx, fragment but not of an stx,.,;, fragment.
Primers 2bSF (TACATTCACAGTAAAAGTGGC) and 2R allowed
amplification of an stx,,p, fragment but not of an stx, fragment.
StXo e and  stxp. fragments were amplified using primers 2a
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Table 1. Characteristics of STEC strains

Strain* Serotype stx, genotypet stx;f Origin$ Seropathotype Source or referencel|
86-24* 0157:H7 Stx, N H/outbreak A T. Whittam
CH1898 0157:H7 StX, StXoe N H/HUS A V. Livrelli

CHVi-I* O157:H7 StX5e N H/HUS A V. Livrelli

Sakai* 0157:H7 Stx, P H/outbreak A T. Whittam

EDL 933* 0157:H7 Stx, P Meat/outbreak A O’Brien et al. (1983)
CHO75 O157:H7 Stx;, N H/HUS A V. Livrelli
A8993-CS2 0O157:H7 stx, P H/HC A T. Whittam

85-08* 0157:H7 Stx, P H/D A T. Whittam

93-111 O157:H7 Stx;, P H/outbreak A T. Whittam
NV95* 0157:H7 S, P B A Pradel et al. (2000)
NV203 0O113:H21 StX> SEXoynp N B C Pradel et al. (2000)
NV253 O113:H21 stx, StXoyhp N B C Pradel et al. (2000)
NV254* O113:H21 stxy SEXo_ynb N B C Pradel et al. (2000)
NV166* 0O113:H21 stx,e N B C Pradel et al. (2000)
NV170 0O113:H21 stx,e N B C Pradel et al. (2000)
NV297 O113:H21 stxzc SEXo yhb P B C Pradel et al. (2000)
NV298 0O113:H21 StXsvha SEX2-yhb N B C Pradel et al. (2000)
NV299 0O113:H21 StXs_yha SEX2-yhb N B C Pradel et al. (2000)
NV300 O113:H21 X5 yha SEXoyhb P B C Pradel et al. (2000)
NV302 0O113:H21 St vha SEX2-yhb N B C Pradel et al. (2000)
NV237* O113:H21 stx, N B C Pradel et al. (2000)
E-D226* 0O113:H21 StXsuhb N H C A. Caprioli
CL-15* O113:H21 StX; StXz ynp N H/HUS C T. Whittam
DECI6A* 0113: H21 St N H/D C T. Whittam

CL-3* 0113:H21 StXy StX3 yhp N H/HUS C T. Whittam
87-307* O113:H21 Stxy StXz yhp N H/HUS C T. Whittam
NV148* 091:H10 StXsha N B C Pradel et al. (2000)
NV271 091:H10 stx. N B C Pradel et al. (2000)
NV280 091:H10 StXoe N B C Pradel et al. (2000)
NV130 091:H10 St SEX3 N B C Pradel et al. (2000)
NV199* 091:H10 stxze SEXo yhb N B C Pradel et al. (2000)
NV308* 091:H10 StXouhb N B C Pradel et al. (2000)
CB6775* 091:HI10 stx, N H C L. Beutin

E-D76* 091:H21 Stx, StXounp P H C A. Caprioli
87-2927* 091:H21 StX2_yha SEX2 yhb P H/HUS C T. Whittam
VTH-13* 091:H21 StX, P H/ HC C J. Blanco Alvarez
B2F1* 091:H21 StXs yha SEX2.yhb N H/HUS C Ito et al. (1990)
NV200* 091:H21 StXo SEXoynp N B C Pradel et al. (2000)
NV197 091:H21 Stxy St ypp N B C Pradel et al. (2000)
NV127* 091:H21 Stxse SEXo ynp N B C Pradel et al. (2000)
NV32 091:H21 StXouhb N B C Pradel et al. (2000)
NV74 091:H21 St b P B C Pradel et al. (2000)

*Strain used for q-PCR and ELISA experiments.

tVariants in bold have the mucus-activatable genotype.

IN, absence of the stx; gene; P, presence of the stx; gene.

§$H, human-derived strain; HUS, isolated from a clinical case of HUS; HC, isolated from a clinical case of haemorrhagic colitis; D, isolated from a
patient with diarrhoeal symptoms; B, bovine-derived strain.

||Lothar Beutin, Robert Koch Institute, Berlin, Germany; Jorge Blanco Alvarez, Laboratorio de Referencia de E. coli, Universidade de Santiago de
Compostela, Lugo, Spain; Alfredo Caprioli, Laboratorio di Medicina Veterinaria, Rome, Italy; Valérie Livrelli, Faculté de Pharmacie, Université
d’Auvergne, Clermont-Ferrand, France; Thomas Whittam, National Food Safety and Toxicology Center, Michigan State University, USA, STEC
Center. Strains supplied by T. Whittam were obtained from http://shigatox.net.

(TAAAAGTGGCCGGAAAAGAG) and 2R. stx, and fufA mRNAs ratios between the copy number of stx, mRNA and the copy number
were quantified by noting the fluorescence crossing-point (CP) of the of tufA mRNA. Control reactions were performed without reverse
samples on the corresponding standard curve. Results are the mean transcriptase to confirm that the target detected was RNA. Standard
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curves for stx quantification were obtained by PCR amplification of
genomic DNA from EHEC strains containing only one of the
different stx, variants with the universal stx, primers 2F-0
(TATATCAGTGCCCGGTGTGA) and 2R-0 (CATTATTAAACTG-
CACTTCAGC). The PCR products (884 bp) were purified with the
Strataprep PCR purification kit (Stratagene) and DNA amounts were
quantified by measuring the A,s in a 96-well plate reader (Biotek
pQuant). This amount was converted to molecule number as
previously described (Fronhoffs et al, 2002). Then PCR products
were 10-fold serially diluted from 5 x 10°® to 50 molecules pl ™' and
three q-PCRs were carried out in a LightCycler apparatus (Roche)
with primers 2SF and 2R, 2bSF and 2R, and 2a and 2R, generating
standard curves for stx,, stx,up, and stx, p./stxs. respectively. The
standard curve for tufA quantification was obtained in the same way
using the genomic DNA of E. coli O157:H7 strain EDL933 and the
primers TufAF (CAGGTAGGCGTTCCGTACAT) and TufAR
(GTGCAAAAAGGGCATCAAAT). After quantification of the mole-
cule number, a q-PCR was done with primers TufAqF (TGGTT-
GATGACGAAGAGCTG) and TufAqR (GCTCTGGTTCCGGAA-
TGTAA) to obtain the standard curve.

Phage particle isolation and stx, DNA quantification. Phages
were purified from non-induced or mitomycin C-induced cultures
3h or 6h after mitomycin C treatment as previously described
(Fuchs et al., 1999) with slight modifications according to Arthur
Donohue-Rolfe, Cummings School of Veterinary Medicine at Tufts
University (personal communication). Briefly, 5 ml samples of the
filtered culture supernatants were incubated with 10 pg ml~' RNase
A (Amersham) and 40 U ml~! DNase I (Amersham) for 30 min at
37 °C. Phage particles were pelleted by ultracentrifugation for 16 h at
76000 g at 4 °C. The pellets were resuspended in 100 pl PBS. Phage
suspensions were boiled for 5 min at 95 °C, diluted fivefold in PBS,
then stx, and stx,-related DNA was quantified by q-PCR using the
same primers and standards as for mRNA quantification. Absence of
bacterial DNA in phage lysates was confirmed by the absence of tufA
DNA as assayed by PCR. This method of indirect phage quantifica-
tion detects phage DNA after its release from phage particles upon
lysis of the host strain by use of specific primers. The method is very
sensitive and circumvents the problem of extreme instability of
plaque-forming capabilities of Stx2 phages, which are lost within 2 h
of storage (Fuchs et al., 1999; Muniesa et al., 2004b), and the difficulty
of identification of stx,-phage plaques, which are very small and not
well visible on agar plates (Gamage et al., 2004; Muniesa et al., 2003).

Measurement of Stx2 concentration by ELISA. Sandwich ELISAs
were performed in 96-well plates (Maxisorp, Nunc) using a
monoclonal antibody against Stx2 (STX2-BB12, Toxin Technology)
diluted 1:500 to coat the plates and a rabbit polyclonal antiserum
against Stx2 diluted 1:2000 to detect the toxin. A standard curve was
obtained with twofold serial dilutions of purified Stx2 (Toxin
Technology). Detection was performed with a 1:10000 dilution of
horseradish peroxidase—goat IgG anti-rabbit (Pierce) and o-phenyl-
enediamine (OPD, Sigma)-stable peroxidase substrate (Pierce).
Absorbance was measured in a 96-well plate reader (Biotek
pQuant) at 492 nm.

Statistical analyses. Data are expressed as means +SEM. To analyse
the effect of the mitomycin C treatment on stx, transcription or Stx2
production, statistical analyses were performed using SAS software
(v 8.1). The origin of the strains, the stx, variant and the serotype
were considered to be independent variables. Due to the unequal
number of strains in the groups, analysis of variance was performed
using the Linear model procedure. Mean multiple comparison tests
on log,-transformed datasets were performed. The comparison
method used was the Ryan—Einot—Gabriele-Welsh multiple range
test. We made pairwise adjustments using the Tukey method. A P
value <0.05 was considered significant.

RESULTS

The stx, variant is mostly associated with the
most virulent strains

The prevalence of stx, and stx,-related genes was
investigated among 42 STEC strains. Nineteen strains
isolated from humans with diarrhoea, HC or HUS, and 23
strains isolated from healthy cattle were selected (Table 1).
Ten O157:H7 strains (nine from humans and one from
cattle) belong to seropathotype A and as such possess the
LEE. The remaining strains belong to seropathotype C and
do not possess the LEE. Among them, 5 strains from
humans and 11 strains from cattle belong to the
0113:H21 serotype, 4 from humans and 5 from cattle
are O91:H21, 1 from humans and 6 from cattle are
091:H10. These ratios between bovine- and human-
derived strains for each serotype reflect the actual
occurrence quite well, since O157:H7 strains are more
frequently isolated from patients than from cattle, whereas
O91:H10 strains are rarely found in humans (Caprioli
et al, 2005; Pradel et al, 2000; Nataro & Kaper, 1998;
Brooks et al., 2005). Among the 42 selected strains, 22
contained only one stx, variant, and 20 contained two
stx, variants. Only the stx, StXo,pa St and stxo,
variants were found in these strains. The stx, variant was
mainly associated with human-derived strains, especially
the O157: H7 serotype, thus with strains of seropathotype
A. This variant was the most frequently found in
strains carrying only one stx, gene. In contrast, 13 strains
of seropathotype C among 18 possessed stx, ,u, which
was associated in 10 of them with stx, ;. StXonp OF
StXo

It has been shown that the biological activity of the Stx2-
vha and Stx2-vhb toxins is activatable by elastase cleavage
of the last two amino acids of the enzymically active A
subunit in the human or mouse intestinal mucus (Melton-
Celsa et al., 2002). Therefore all the isolates were further
characterized for the possession of putative mucus-
activatable Stx2 variants by PCR-RFLP analysis as
described by Jelacic et al. (2003). The genes encoding
StXoyna and stx,_,,, B subunits were all associated with a
putative activatable A subunit. In O157:H7 strains, the B
subunits were all associated with a non-activatable A
subunit. In non-0O157: H7 strains, the association between
A and B subunits was heterogeneous. Among 12 strains
possessing an stx, B gene, 6 had a putative activatable A
subunit. Among 8 strains possessing an stx,. variant
(indistinguishable stx, ,p./stx,. B gene, A gene with the
PCR-RFLP pattern in the 5'-end characteristic of stx,.), 7
showed the PCR-RFLP pattern in the A gene 3’-end
characteristic of mucus-activatable toxins (Table 1).

Are strains carrying different stx, variants equally
sensitive to mitomycin C?

A subset of 23 strains representative of each serotype and
combinations of stx, variants found in the 42-strain
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collection was chosen for a more detailed analysis of stx,
and stx,-related expression (Table 1). Treatment of bacteria
with DNA-damaging agents such as mitomycin C results in
stx-phage induction and cell lysis. It has been shown that
the decrease in the culture optical density is a relevant
qualitative measurement of prophage induction and stx-
phage production (Muniesa et al., 2003; Tyler et al., 2004).
Thus, to determine whether phages carrying different stx,
variants were equally induced by mitomycin C, we first
monitored bacterial growth. Mitomycin C was added to the
cultures at f, when the bacterial concentration reached 10’
to 3x 107 c.fu. ml~'. On the basis of ODgy three growth
patterns were observed (Fig. 1). For the first group, which
includes the majority of the strains, mitomycin C slightly
slowed the growth, and lysis due to lysogenic induction
became apparent around 3 h after addition of mitomycin
C to the growth medium (Fig. 1a). An early lysis, beginning
around 90 min after mitomycin C treatment, was repres-
entative of three strains, namely 87-307, 87-2927 and ED-
76 (Fig. 1b). The growth of the third group of strains was
insensitive or poorly sensitive to mitomycin C (Fig. 1c),
indicating that production of phages was limited in these
strains. Thus it appeared that all strains were not equally
sensitive to mitomycin C. All except one of the strains
harbouring only the stx, variant belonged to the first
group, whereas isolates carrying other variants, alone or in
combination, were distributed in the three sensitivity
groups.

Without lysogenic induction, only the six, and
sitx,. variants are expressed

To investigate whether lysogenic induction by mitomycin
C was associated with expression of the stx, variants,
mRNA levels were measured using q-PCR. Since 3 h
after mitomycin C addition the bacterial cells are just
beginning to be lysed for most of the strains, it is possible
to isolate stx, mRNAs at this time from a large population
of cells. Therefore, for q-PCR experiments we chose
to isolate mRNA from each strain 3 h after mitomycin
C treatment and at the same time for non-induced
cultures.

In the absence of mitomycin C, only stx, and stx,. mRNAs
were detected (Fig. 2). Indeed, basal stx, mRNA levels were
significantly higher than variant-stx, mRNAs (P<0.001),
except for stx,. mRNA in two strains, CHvi-I and NV95. It
is noteworthy that these strains are the only two O157: H7
strains expressing stx,. No stx,, mRNA was detected in the
non-O157 : H7 strains carrying this variant. However, the
stx,. variant in these strains was not classical as it showed
the genotype associated with mucus-activatable activity.
Among the seven strains expressing stx, only, two did not
produce significant mRNA levels. These two strains (VITH-
13 and CB6775) belong to non-O157:H7 serotypes,
whereas four of the five strains expressing high mRNA
levels are O157:H7 strains. In all six strains containing
both stx, and stx,_ ., only stx, mRNA was detected.

*°1@

1 ®

ODGOO

Time (h)

Fig. 1. Growth curves of STEC strains in the absence and
presence of mitomycin C. At fo, cultures in LB were divided into
two parts, and mitomycin C (250 ng mI™") was added to one of
them. M, Growth in the absence of mitomycin C; [J, growth in the
presence of mitomycin C. (a) Growth curve of NV237 (stxy),
representative of E. coli Sakai (stx,), EDL933 (stx,), 86-24 (stxy),
85-08 (stx,), VTH-13 (stxn), NV237 (stx,), NV308 (stxo.,pp),
CHVi-l (stxoc), NVO5 (stxo.), CL-3, CL-15 (stxo-stxonp), NV254
(stxo-Stxo_ynp), NV199 (stxoc-stxo_,np) and B2F1 (stxo_,pa-StXonp).
(b) Growth curve of E. coli 87-307 (stxo-Stxo-,np), representative of
E-D76 (stxo-Stxo_,up) and 87-2927 (stxo_ypa-Stxonp). () Growth
curve of E. coli NV166 (stx,.), representative of CB6775 (stxy),
NV148 (stxo-ypa), DEC16A (Stxoypp), E-D226 (Stxs.ypp), NV200
(stxo-stxo_ynp) and NV127 (stxos-Stxo_yup).

Mitomycin C differentially induces the six,
variants

Expression of the stx, variants was differently affected by
the mitomycin C treatment depending on the strain
(Fig. 2). Globally, induced stx, mRNA levels were higher
than the others (P<<0.05), except for the two O157:H7
strains, CHVi-I and NV95, that express stx,. and the two
strains that express stx,.n, and stx,_,;. Transcription of
stx, was stimulated 25- to 100-fold in all strains expressing
stx, only, but when associated with stx,_,;;, expression of
stx, was inducible in only two of six strains. In the four
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Fig. 2. Relative stx, and stx,-related mRNA levels and indirect quantification of stxo and stxo-related phage particles. Left scale:
stx, relative mRNA levels were measured by g-PCR without mitomycin C (solid bars) or with mitomycin C induction (hatched
bars). Values are the mean of at least three independent experiments done in triplicate. The standard error of the mean is
indicated for each strain. Right scale: copy number of phage-borne stx, or stxp-related genes in strain supernatants in the
absence (@) or presence (O) of mitomycin C for 3 h. The seropathotype of the strains is indicated at the top. stx, variants
indicated under the graph are the variants detected in the g-PCR experiments. The dashed line indicates values of the negative
control. *Strains harbouring stx,+ stxo_,, Were tested separately for stxp and stxo_yup.

remaining strains stx, expression was as high in non-
induced as in induced conditions. Three of them (CL-3,
CL-15 and NV254) carry a non-classical stx, variant
showing the RFLP pattern associated with mucus-activa-
table variants. Expression of some stx, variants was not
induced by mitomycin C: stx,_,;, mRNA was not produced
or was produced at very low levels in all strains expressing
stxX,_,np €ither alone or in combination with stx,. However,
induction of the lytic cycle was earlier for three of these
strains, 87-307, 87-2927 and ED-76 (Fig. 1b). To measure
stxz,ny MRNA levels in these strains in a large population
of cells, mRNAs were isolated at the beginning of cell lysis,
90 min after mitomycin C treatment. Again, stx,
mRNAs were undetectable. stx,.,;,, and stx,, mRNA
increased 10- to 30-fold after lysogenic induction, reaching
high levels in O157:H?7 strains only. An increase in stx,-
related mRNA levels was also observed in strains expressing
StXo.,pp iN combination with stx,_ ;. or stx,. However,
because our attempts to design a primer pair able to
differentiate between these mRNAs were unsuccessful, we
failed to determine whether expression of both genes or of
only one was induced. It is noteworthy that the strains
carrying the non-classical stx,. variant expressed lower
levels of stx,-related mRNA than the strains carrying the
classical stx,, variant.

Analysis of the growth curves and stx mRNA levels showed
that mitomycin C-induced cell lysis was associated with
high expression of at least one of the stx, variants carried by
the strain. Conversely, when treatment with mitomycin C
did not result in cell lysis, the stx, variants were not or were
very poorly expressed. These observations suggest that the
stx, variants are expressed only when they are carried by an
inducible prophage.

Only the six, variants which are expressed are
carried by released phage particles

To investigate whether the stx, variants are associated with
phage DNA, we quantified stx-phage DNA in most culture
supernatants by q-PCR using the same stx, and stx,-related
specific primers as used for mRNA analysis. Phage particles
were harvested from strain supernatants 3 h (Fig. 2) and
6 h (data not shown) after addition of mitomycin C. stx-
phage DNA was not detected or was detected at low levels
in cultures in which no lysis occurred, at 3 h as well as 6 h
after addition of mitomycin C. At t; without treatment,
significant amounts of stx-phage DNA were only detected
in supernatants of strains expressing the corresponding stx
mRNA in significant amounts. Higher amounts of stx-
phage DNA were detected under mitomycin C treatment
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except for strains in which stx, transcription was not
inducible (CL-15, CL-3 and NV254). Under mitomycin C
induction, stx,_n,-phage DNA was detected in low
amounts only in the supernatant of the three strains for
which stx,_,;,;, mRNA was detected (NV308, DEC16A and
NV254) and, surprisingly, in the supernatant of strain 87-
307. High stx mRNA levels were never observed in the
absence of phage particles in the supernatant. The
relationships observed between growth curve patterns, stx
mRNA levels and stx-phage release indicate that the stx
variants carried on prophages able to produce phage
particles in the medium were the only ones expressed, and
that the promoter of the stx,_,;;, variant, when it is not
carried on such prophages (for example in CL-3, CL-15 and
NV200), is inactive in the culture conditions used. In those
strains in which expression of stx, was high but not sensitive
to mitomycin C (CL-3, CL-15 and NV254), stx,-phage DNA
was detected at similar high levels with or without
mitomycin C treatment. Thus it appears that the stx,
prophages in these strains had an unusual level of
spontaneous induction. At #; the amounts of stx-phage
DNA were two- to fivefold higher than at t;, but the relative
amounts of each variant remained similar (data not shown).

To investigate whether stx, expression and stx,-phage
production are affected by nutritional cues, we measured
stx, and stx,-related mRNA and phage DNA when STEC

strains were grown under nutrient-limiting conditions, i.e.
in DMEM medium containing a low glucose concentration
(1 g17"). The data obtained in DMEM are presented as a
supplementary figure with the online version of this paper
(Fig. S2). They were not significantly different from data in
LB. As in LB medium, we found that without induction,
only the stx, and stx, variants were expressed. Under
mitomycin C treatment, the same levels of mRNA
induction as in LB medium were observed for each variant.
The stx,.,,, genes not expressed in LB remained unex-
pressed in DMEM. As in LB medium, stx-phage produc-
tion was well correlated with stx mRNA.

Shiga toxin release

To confirm that Shiga toxin was synthesized by bacteria
expressing the stx, and stx,-related genes, amounts of Stx2
and Stx2-related variants released in culture supernatants
were measured using ELISA (Fig. 3). As Stx2 variants are
not immunologically distinct, the assay did not allow
differentiation between Stx2, Stx2-vha, Stx2-vhb and Stx2c
in the supernatant of strains producing two toxins. Thus
differential production of each Stx2 variant could not be
assessed by this method.

In non-induced conditions, concentrations of 30-800 ng
ml ! of Stx2 were measured in the culture supernatants,
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Fig. 3. Quantification of Stx2 concentration in strain supernatants. Solid bars, concentration reached without mitomycin C
treatment; hatched bars, concentration reached under mitomycin C treatment. Values are the mean of at least three
independent experiments done in duplicate. The standard error of the mean is indicated for each strain. The stx, variants carried
by each strain are indicated at the bottom. The seropathotype of the strains is indicated above the bars. The dashed line

indicates values of the negative control.
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depending on the strain. Globally, human-derived strains
released significantly higher amounts of Stx2 than bovine-
derived strains (P<<0.05). Under mitomycin C treatment,
toxin release was induced 10- to 140-fold, reaching 3000—
100000 ng ml~' in most (18 of 24) of the culture
supernatants, and the difference in Stx2 release between
human and bovine strains was no longer significant. The
induction or absence of induction of toxin production
correlated quite well with the induction or absence of
induction of mRNA expression and phage particle release.

DISCUSSION

It has been suggested that the varied capacity of STEC strains
to cause serious disease in humans is associated with the type
and/or amount of Stx produced (Paton et al, 1995).
However, expression of stx, variants in STEC differing in
their virulence traits is not well documented. In this study,
we determined the distribution of stx, variants among 42
Stx2-producing STEC obtained from patients or from
healthy cattle. Ten strains belong to seropathotype A,
containing O157:H7 LEE-positive strains, which are the
most frequently associated with severe outbreaks in the
world (Karmali et al., 2003). The remaining strains belong to
seropathotype C, which includes mainly non-O157:H7
LEE-negative strains frequently associated with sporadic
cases of HUS (Karmali et al.,, 2003). Then a subset of 24
strains representative of the initial group with regard to the
origin, serotype, and stx, variants was analysed for the
induction by mitomycin C of stx, variant expression, Stx2
release and stx-phage particle production.

Heterogeneity of the sitx, and stx,-related
genotypes

Molecular typing of the stx, and stx,-related variants using
previously described or new PCR-RFLP methods revealed
mosaic sequences. First, a gene encoding an Stx2 B-subunit
can be associated with an A-subunit gene that possesses the
Pstl site indicative of mucus-activatable toxins. The same
observation was made in a recent study on STEC strains
isolated in Germany from food samples (Beutin et al,
2007). Second, A-subunit genes primarily typed as stx,
based on PCR-RFLP in their 5" end showed the PCR-RFLP
type characteristic of mucus-activatable toxins in their 3’
end. However this heterogeneity was not observed in
0157 : H7 strains, which all showed the non-activatable stx,
and stx,. genotype, nor for the stx, 5, and stx,,u, genes,
which all showed the activatable genotype.

Heterogeneous expression of stx, variants

Several authors have shown that Stx2-encoding prophages
are highly variable (Johansen et al, 2001) and present a
high degree of heterogeneity in terms of induction levels
(Muniesa et al., 2004a; Wagner et al., 1999). In agreement
with these reports, we found that expression of stx, and

stxy-related genes is heterogeneous in basal and in induced
conditions, depending on the strain and on the stx, variant.
q-PCR analysis of stx,-related genes showed that stx;,
mRNA levels were higher than stx,_,;, or stx,,,, mRNA
levels. However, a more detailed analysis showed a
heterogeneous expression of a given stx, variant which
correlated with a heterogeneous release of stx-phage
particles depending on the strain. This could be due to
different regulatory properties of the phages harbouring
the same stx variant, or to bacterial host factors such as
repair systems, membrane constitution, etc. For example,
among nine strains harbouring stx,,,;, alone or in
combination with stx,, stx,_,;, mRNA and phage particles
were detected in only three, although at low levels. In Stx2-
producing strains, large differences appeared in stx,-mRNA
levels, in basal as well as in induced conditions. stx, genes
highly expressed without mitomycin C treatment are
probably carried by a prophage with a high level of
spontaneous induction, leading to high release of phage
particles and Stx independently of the SOS system.
Previous studies indicate that the 933W prophage,
encoding Stx2 in EDL933, induces more readily than
lambdoid prophages that do not encode Stx (Livny &
Friedman, 2004). Here we broaden this observation to a
number of other strains of different serotypes, showing that
most of the prophages expressing the stx, variant show a
high level of spontaneous induction whereas the stx, .
StXo.,np and  stx,. variants associated with the mucus-
activatable genotype are not or are poorly induced without
mitomycin C treatment.

The six,.,np variant is probably not associated
with an inducible prophage

Upon mitomycin C treatment, stx,, stxp.,pn, and stx,.
transcription was induced, but stx,_,;;, transcription was
induced in only two strains out of nine. This differential
expression was also seen in strains expressing both stx, and
stxz.ymp, In which high stx, and low stx,_,,, mRNA levels
were measured, in induced as well as in non-induced
conditions. Thus, our results indicate that in most cases
expression of stx,_,p;, is not induced upon treatment by
mitomycin C, and suggest that in the corresponding strains
this gene is not phage-borne, or is carried by a defective
prophage. This conclusion is further supported by the
absence of stx,,-phages in strain supernatants.
Alternatively, in strains harbouring stx, ,;, together with
stx,, stx, pp-prophages could be induced later than stx,-
prophages. Thus induction of the lytic cycle of the stx,-
phage could lyse the cells before high stx,_,,;, mRNA levels
have been produced. This could explain why low amounts
of stx, ,np-phage DNA were detected in the supernatant of
strain 87-307 under mitomycin C induction. However,
other studies showed that some stx,-related genes were not
associated with an inducible prophage (Teel et al, 2002;
Zhang et al., 2005), and that in strains harbouring two stx,-
prophages only one was inducible (Teel et al, 2002;
Muniesa et al, 2003). In particular, using two B2F1
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isogenic mutants, producing either Stx2-vha only or Stx2-
vhb only, Teel et al. (2002) have provided evidence that
Stx,_ynq €Xpression is bacteriophage associated but stx, .,z is
not. In a study including 168 STEC strains, Muniesa et al.
(2004b) found that 5 strains possessed two stx, copies. In
each case, only one copy was found to be associated with
an inducible prophage. A constitutive, poorly active
promoter controlling stx, expression in O157 strains has
been described (Sung et al, 1990; Plunkett et al., 1999).
The very low levels of stx,_,,, mRNA detected in induced
and non-induced conditions could indicate that this gene
was expressed from such a poorly active specific promoter
in the conditions tested.

In summary, our results strongly suggest that stx, and stx,-
related genes are expressed only when they are carried by a
prophage subject to a high spontaneous induction or/and
to SOS-mediated lysogenic induction. In particular, the
stx,_,np genes are not or are very poorly expressed, in basal
as well as in induced conditions, and in most cases are not
found on the genome of phage particles in strain super-
natants. Induction levels and amounts of stx mRNAs are
significantly higher in O157:H?7 strains than in strains
belonging to the other serotypes (P<<0.01). Furthermore,
stx mRNA levels were higher in strains belonging to
seropathotype A and in the strains of seropathotype C that
express the stx, variant when compared to other strains of
seropathotype C.

Stx2 release

We found variable levels of Shiga toxins in supernatants of
some STEC strains in LB medium without mitomycin C.
This is probably due to spontaneous phage induction, since
we detected toxins in the supernatants only when phage
particles were also detected. This basal amount of released
toxin varied from strain to strain, and was significantly
higher in strains isolated from humans than in strains
isolated from cattle. There were also marked differences in
the effect of mitomycin C on toxin production by different
strains, but, in contrast to the findings by Ritchie et al.
(2003), we found no significant difference between human-
and bovine-derived strains, in terms of amounts of released
toxin or of induction levels. This discrepancy could be due
to the choice of strains included in the study. All but one of
the human-derived strains belonged to the highly virulent
seropathotype A in the study reported by Ritchie et al.
(2003), whereas half of our human-derived strains belong
to the low-virulent seropathotype C.

For most of the strains, the amount of toxin released in the
supernatant correlated well with the measured levels of six
mRNA, in basal and in induced conditions. However, this
was not the case for some particular strains. Indeed, strains
CL-3, CL-15 and NV254 each produced similar high levels
of stx, mRNA and stx,-phage particles independently of the
presence of mitomycin C. However, low amounts of toxin
were produced without mitomycin C whereas high Stx2
amounts were produced under mitomycin C treatment;

strains NV308, NV127 and NV199 produced moderate
levels of stx mRNA and stx-phage DNA under mitomycin
C treatment, but released high amounts of toxin. Post-
transcriptional regulation leading to a more efficient
translation of stx mRNA in the presence of mitomycin C
could explain these observations. In contrast, strain NV200
produced high levels of stx, mRNA, but did not release
Stx2 into the medium, suggesting that stx, mRNA was not
translated. Although further investigation is required to
determine the molecular mechanisms involved, these
observations highlight the functional diversity of stx
phages.

Conclusion

Our results indicate that the stx, variant is mainly
associated with the most pathogenic human-derived strains
belonging to seropathotype A (O157:H7 strains).
Furthermore, the data show a relationship between the
seropathotype and the expression level of the stx, variant,
and the amount of stx-phages and toxin released, in basal
as well as in induced conditions. In seropathotype C, a
subset of LEE-negative strains showed the same character-
istics as the O157 : H7 strains regarding stx expression and
induction and thus could be a greater risk to human health
than the other strains belonging to this seropathotype.
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Figure supplémentairel
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B
RFLP-PCR typing of stx,.,;, and stx,.. A: Alignment of the nucleotide sequences
of the genes encoding the A subunit of the stx, variants. The sequences corresponding 529 bp
to the primers used for the PCR-RFLP that discriminates stx,._,;, from stx,. are in a 320 bp—> jm— —
box; the EcoRV restriction site is indicated. The PstI site used for typing of 201 bp—m SR wrt i
mucus-activatable variants is indicated. Y
B: PCR amplification results in a 529 bp fragment. The stx2c fragment is cleaved by St SDz.vha

EcoRV, yielding two fragments of 329 bp and 200 bp, whereas the stx2-vha fragment
remains uncut upon digestion by EcoRV.
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Relative stx, and stx,-related mRNA levels and indirect quantification of stx, and stx;-
related phage particles in DMEM medium. Left scale: stx; relative mRNA levels were
measured by g-PCR without mitomycin C (solid bars) or with mitomycin C induction
(hatched bars). Average results from duplicate experiments are shown. Right scale: Copy
number of phage-borne stx, or stx,- related genes in strain supernatants in the absence (closed
circles) or presence (open circles) of mitomycin C for 3 h. stx; variants indicated under the
graph are the variants detected in the q-PCR experiments. Strains harboring stx,+stxo.,,, were

tested separately for stx; and stx,.,». The dotted line indicates values of the negative control.
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Escherichia coli O157:H7 is a foodborne pathogen causing hemorrhagic colitis and
hemolytic uremic syndrome, especially in children. The main virulence factor
responsible for the more serious disease is the Shiga-toxin 2 (Stx2) which is released in
the gut after oral ingestion of the organism. Although it is largely accepted that the
amount of Stx2 produced by E. coli O157:H7 in the gut is critical for the development of
disease, the eukaryotic or prokaryotic gut factors that modulate Stx2 synthesis are
largely unknown. In this study we examined the influence of prokaryotic molecules
produced by a complex human microbiota on Stx2 synthesis by E. coli O157:H7. Using
the caecal content of gnotobiotic rats colonized by human microbiota or a conditioned
medium having supported the growth of a complex human microbiota, we show that
extracellular prokaryotic molecules produced by the commensal microbiota repress stx2
mRNA expression and Stx2 production by repressing the spontaneous and induced lytic
cycle mediated by RecA. These molecules, with molecular mass below 3 kDa, are
produced in part by Bacteroides thetaiotaomicron, a predominant species of the normal
human intestinal microbiota. The microbiota-induced stx2 repression is independent of
the known quorum-sensing pathways described in E. coli O157:H7 involving SdiA,
QseA, QseC, or the autoinductor 3. Our findings demonstrate for the first time the
regulatory activity of a soluble factor produced by the human digestive microbiota on a

virulence factor in a physiologically relevant context.
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Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157:H7 causes foodborne disease ranging
from uncomplicated diarrhea to hemorrhagic colitis and life-threatening complications such as
the haemolytic-uremic syndrome (HUS). Shiga toxin (Stx), an ABs toxin, is the major
virulence factor of E. coli O157:H7, and is responsible for the more severe symptoms of the
infection. The A subunit has N-glycosidase activity that cleaves a specific adenine in the host
cell rRNA, leading to protein synthesis inhibition and ultimately to cell death. The B subunits
are required for toxin binding to its eukaryotic cellular receptor, the globotriaosylceramide-3.
EHEC O157:H7 can produce one or both of two antigenically distinct forms of Stx: Stx1 and
Stx2. Epidemiological studies, together with in vivo and in vitro experiments, have revealed
that Stx2 is the most important virulence factor associated with severe human disease. Indeed,
Stx2 is 1,000 times more cytotoxic than Stx1 to human renal endothelial cells and STEC
producing Stx2 are more commonly associated with serious diseases than isolates producing
Stx1 or Stx1 plus Stx2 (1, 2).

The genes encoding the two subunits of Stx are located in the genomes of lambdoid
bacteriophages and their expression is under the control of the late phage promoter pR’ (3). In
lysogens, expression of phage genes is repressed by the cl repressor. However, low levels of
spontaneous phage induction can occur. It has been shown that most of Stx2 prophages
induce spontaneously more readily than lambdoid prophages that do not encode Stx (4, 5).
DNA damaging agents or inhibition of DNA replication activates the bacterial SOS response,
which mediates cleavage of the repressor cl of lambda bacteriophages by activated RecA,
leading to induction of the phage lytic cycle. Induction of Stx prophages leads in turn to an
increase in Stx production and to host cell lysis; consequently Stx is released into the
environment.

Epidemiological observations and animal models suggest that the severity of the
disease is correlated to the amount of Stx produced in the gut during infection (6-8).
Environmental and/or biological factors that may influence Stx production in vivo can thus
modulate the development of hemorrhagic cases. In this view, we recently demonstrated that
human epithelial cell-derived nitric oxide inhibits EHEC stx mRNA expression and Stx
synthesis. It has been shown that E. coli O157:H7 growth is suppressed in gnotobiotic mice
associated with infant intestinal microbiota (9). Thus, commensal bacteria may influence Stx
concentration in the gut by inhibiting EHEC growth. Probiotic Bifidobacteria inhibited
mitomycin C-induced Stx production in the streptomycin-treated mouse model of EHEC
infection without inhibiting EHEC growth, by concomitantly decreasing the pH and

increasing acetate concentration (10). The underlying molecular mechanism was not
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characterized, and could involve a molecular cross-talk through or independently of the
quorum sensing. In contrast, DNase colicins produced by the colicinogenic microbiota may
enhance Stx2 synthesis by inducing the SOS response in EHEC (11). However, the effect of a
complex human microbiota on stx gene expression at the transcriptional level has not yet been
investigated.

Thus, in this study we investigated the influence of prokaryotic molecules produced by
a complex human microbiota on Stx2 synthesis by E. coli O157:H7. Using the caecum
content of human microbiota-associated rats as a culture medium for E. coli O157:H7, we
demonstrate that Stx2 synthesis is repressed at the transcriptional level by a soluble factor
produced in particular by Bacteroides thetaiotaomicron. This repression is effective in the
context of a physiological digestive environment and overcomes the probable activation of
Stx2 synthesis exerted by host eukaryotic factors, even under exposure to inducing antibiotics.
These findings underscore the importance of the digestive microbiota on the expression of
virulence traits by EHEC and therefore on the protection afforded against severe disease such

as HUS.

Results

Human faecal microbiota inhibit Stx2 synthesis. The medium of Leedle and Hespell
(12) supports growth of the complex human microbiota by maintaining high bacterial
diversity (13). Conditioned Leedle and Hespell media were prepared by growing for 24 h the
faecal microbiota obtained from four different individuals before removing bacteria by
centrifugation and filtration, then adjusting the pH to 7 and adding 0.2 % glucose. Growth of
E. coli O157:H7 was slowed in conditioned media as compared to the non-conditioned
medium, but after prolonged incubation, ODgg readings in conditioned and non-conditioned
media were similar (Fig. la). A significant decrease in stx2 mRNA level and Stx2
concentration was observed in all four conditioned media at 6 h and 24 h after the beginning
of culture (Fig. 1b and Ic). This decrease was also observed when Stx2 levels were calculated
per OD unit and thus was not due to the lower number of E. coli cells in the conditioned
media (data not shown).

To establish whether antibiotic-induced Stx2 synthesis was also inhibited in the
conditioned medium, we induced the SOS response using the quinolone antibiotic
ciprofloxacin. We used a range of ciprofloxacin concentrations between 25 and 100 ng ml™
and found that 25 ng ml” was sufficient to induce the SOS response (data not shown).

Therefore this concentration was used in further experiments. Stx2 synthesis increased
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dramatically under ciprofloxacin treatment, although to a lesser extent in the conditioned than
in the non-conditioned medium (Fig. 2a). RecA is a reliable marker of the SOS response that
upon activation induces self-cleavage of the phage repressor cl (14) and of the rec4 gene
repressor LexA (15). We thus analyzed rec4A mRNA expression in conditioned and non-
conditioned media, under exposure to ciprofloxacin and without ciprofloxacin treatment. As
expected, transcription of rec4 was induced under ciprofloxacin exposure in both media (Fig.
2b and 2c¢). However, rec4 induction was lower in the conditioned than in the unconditioned
media, both in the absence and in the presence of ciprofloxacin (Fig. 2b and 2c), suggesting
that the down-regulation of Stx2 synthesis in the conditioned media is consecutive to the

inhibition of RecA activation.

Bacteroides thetaiotaomicron inhibits Stx2 synthesis. To characterize which bacterial
species are mostly responsible for Stx2 synthesis inhibition, we conditioned the medium with
pure cultures of species belonging to the three major phyla representing the human intestinal
microbiota (Table 1). Stx2 production was measured after 6 h and 24 h of E. coli O157:H7
growth in media conditioned each with Bacteroides spp., Roseburia faecis, Ruminococcus
callidus, Lactobacillus reuteri, Clostridium leptum, Clostridium coccoides, and
Bifidobacterium breve, either in monocultures or in bi- or tri-associations. The medium
conditioned with B. thetaiotaomicron slowed E. coli O157:H7 growth, as did the medium
conditioned with the total microflora, and inhibited Stx2 synthesis by 70% as compared to the
non-conditioned medium, after 24 h of E. coli O157:H7 growth (Table 1). Media conditioned
with R. callidus, L. reuteri or C. leptum also inhibited Stx2 synthesis, but to a lesser extent
(30% to 50%), and only at 24 h; media conditioned with B. thetaiotaomicron in association
with any one or two other species also inhibited Stx2 synthesis at 6 h and 24 h.

As a first step to characterize the inhibitory factor, an approximate molecular weight
was determined. The medium conditioned with B. thetaiotaomicron and the non-conditioned
medium were subjected to ultrafiltration using filters of varying molecular size cutoffs. The
resulting filtrates were then examined for their inhibitory activity on Stx2 synthesis by using
them to grow E. coli O157:H7 for 6 h and 24 h followed by Stx2 measurement. The filtrates
obtained from the conditioned medium with the smallest molecular size cutoffs of 3 kDa
resulted in retention of the inhibitory activity, whereas no inhibitory activity was observed
with filtrates obtained from the non-conditioned medium (data not shown).

Known quorum sensing systems are not involved in Stx2 synthesis inhibition.

Although controversial, previous studies have suggested that quorum sensing (QS) may

231



Publications

control stx2 expression through AI-3 and epinephrine (16-20). QseC is the E. coli O157:H7
sensor kinase of the QseBC two-component system responding to AI-3 and epinephrine (21).
QseA is involved in another QS pathway. Transcription of gseA is down-regulated in a /uxS
mutant, and induced by epinephrine (22). By using the AI-3 reporter strain TEVS232, AI-3
was not detected in the media conditioned by B. thetaiotaomicron. However, the QseA and
QseBC QS pathways could respond to an as yet unidentified inductor. Therefore, to determine
whether these signaling pathways are involved in Stx2 synthesis inhibition by the human
faecal microbiota, we analyzed Stx2 synthesis in gseC and gse4 mutants in media conditioned
by different human faecal microbiota. Stx2 synthesis was inhibited to an equal degree in the
mutants as in the wild-type strain (data not shown), indicating that the repressing molecule
does not act through the QseBC or the QseA signaling pathways. Indole is a bacterial signal
molecule that attenuates EHEC motility, biofilm formation, and adherence to HeLa cells (20).
It has been shown that in non-pathogenic E. coli, indole signals through the AHL sensor SdiA
(23). Therefore, we analyzed Stx2 synthesis in an sdi4 mutant in media conditioned by
different human faecal microbiota. Furthermore, we grew EDL933 in DMEM in the presence
of 1 mM indole and measured stx2 mRNA and Stx2 synthesis at 3 h, 6h and 24 h of treatment.
Stx2 synthesis was still inhibited in the sdi4 mutant and was not affected by indole in the
DMEM medium (data not shown), suggesting that indole signaling is not involved in the
repression of Stx2 synthesis. This is in agreement with a recent DNA microarray analysis of
surface-associated EHEC, in which stx genes did not demonstrate any significant changes in
expression upon exposure to indole (20). In conclusion, the QS pathways that have been
described in EHEC O157:H7, involving QseA, QseBC, or SdiA, are not involved in Stx2

synthesis inhibition by the human microbiota-secreted molecules.

Stx2 synthesis is down-regulated in the caecum content of human microbiota-
associated rats. We then wanted to determine whether the repressive effect of the human
microbiota on Stx2 synthesis also occurs in vivo in the digestive content by using human
microbiota-associated versus germ-free rats. We reasoned that host eukaryotic factors present
in the digestive tract but absent in the Leedle and Hespell medium, such as intestinal
hormones, biliary salts, or various metabolites, could increase Stx2 synthesis by E. coli
O157:H7 and bypass the repression exerted by the microbiota. Eight germ-free rats were
orally inoculated with an adult human faecal microbiota, and eight others with a child (age 3)
faecal microbiota. Seven days later, faecal strict anaerobes, facultative anaerobes and

enterobacteriacaea were numerated to check for colonization (Fig. 3a). The level of each

232



Publications

population was similar to the normal population levels of human faeces, indicating successful
colonization of the rat digestive tract by the complex human microbiota, as previously
described (24) . We did not directly inoculate the rats with E. coli O157:H7 because it is
known that EHEC colonizes the gut of conventional rodents to a much lower extent than the
gut of germ-free or streptomycin-treated rodents (25, 26). Therefore, a difference in Stx2
concentration in faeces or in the gut could be due to a difference in colonization and not to a
repression of Stx2 synthesis. Thus, we harvested the caecal content of the rats seven days later
for in vitro E. coli O157:H7 growth, after removal of the autochthonous microbiota (human
microbiota content medium, HMC). Caecum contents of germ-free rats were used as control
medium (germ-free content medium, GFC). E. coli O157:H7 growth was similar in GFC and
HMC media (Fig. 3b), with bacterial counts reaching approximately 10° CFU.ml" after 24 h.
Stx2 production was decreased by 70% and 96% in the media obtained with the adult and the
child flora when compared to the caecal content of germ-free rats, respectively (Fig. 4a).
Similarly, quantification of stx2 mRNA using quantitative real-time PCR showed a decrease
in the expression of this gene in the HMC medium (Fig. 4b). Interestingly, Stx2 synthesis was
much higher in the caecum content of germ-free rats than in the unconditioned medium of
Leedle and Hespell (compare figures 1 and 4), suggesting that eukaryotic host factors increase

Stx2 synthesis, although factors produced by the human microbiota overcome this induction.

Discussion

It is well known that a number of bacterial strains of microbiota origin exert
antibacterial effects against intestinal pathogens by producing molecules such as colicins,
microcins, lantibiotics, or other uncharacterized antimicrobial components. These molecules
usually inhibit the growth of bacterial pathogens by damaging the cell membranes (27).
Recently, it has been shown that pure DNase colicins or co-culture of EHEC with
colicinogenic strains increase Stx2 production by inducing the SOS response (11). However,
the human intestinal tract is colonized by approximately 10'* commensal bacteria consisting
of more than 1,000 different intestinal species, in which enterobacteriacaea do not represent
more than 0.2% of the total bacterial number (28). Whether colicins are effective in vivo when
the producers are part of this complex microbiota is not known. In another study,
uncharacterized molecules produced by Lactobacillus strains affected the functionality of
Salmonella enterica serovar Typhimurium flagella, but not expression of the gene encoding
flagellin (27). Indeed, the influence of molecules secreted by the human digestive microbiota

on transcriptional regulation of virulence factors is not well documented. A recent study
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demonstrates that the probiotic L. acidophilus strain La-5 secretes in laboratory media an
uncharacterized molecule that either acts as a QS signal inhibitor or directly interacts with
bacterial transcriptional regulators, controlling the transcription of EHEC genes involved in
colonization (29). However, there is no evidence that this molecule is produced in the
digestive content within a complex human microbiota and is active in physiological
conditions. The results presented in this study demonstrate that soluble factors produced by
the complex human fecal microbiota in a digestive environment inhibit Stx2 synthesis at the
transcriptional level by inhibiting the EHEC SOS response mediated by RecA. It is of
particular interest that the spontaneous as well as the ciprofloxacin-induced activation of
RecA and release of Stx2 were inhibited in the human fecal microbiota-conditioned media.
Furthermore, we have identified some members of the human microbiota able to contribute to
the inhibition of Stx2 production. They belong to the major genera such as Clostridium,
Ruminococcus or Bacteroides. Bacteroides genus represents one of the most important
taxonomic groups in the gut and accounts for 10 to 30% of the total population (30). Among
this community, B. thetaiotaomicron seems to be one of the most efficient bacteria tested in
this study, demonstrating a strong ability to inhibit Stx2 production. B. thetaiotaomicron is a
predominant commensal gut bacterium harbored by a large part of the population (31). This
bacterium has already demonstrated beneficial activities for the host through polysaccharide
breakdown (32) and attenuation of inflammation (33). B. thetaiotaomicron is also involved in
several important intestinal functions such as mucosal barrier fortification and postnatal
intestinal maturation (34). However, no impact of B. thetaiotaomicron on Stx production was
reported until this study. Furthermore, the inhibitory effect of B. thetaiotaomicron on Stx2
production was increased in co-culture with some other intestinal strains. However, some
individual strains seem to increase Stx2 production, although the global effect of the complex
microbiota is Stx2 synthesis inhibition. Disruption or imbalance in the normal gut microbiota
could therefore greatly affect this protective effect, while atypical microbiota could lead to
greater sensitivity during EHEC infection. It will be especially interesting to investigate the
human microbiota composition of individuals affected by EHEC infection.

Quorum-sensing molecules could influence EHEC virulence gene expression in vivo.
Sperandio et al. showed that human faecal filtrates produce the AI-2 and AI-3 autoinducers
involved in QS signaling used for interspecies communication (22). Al-2 is a furanosyl borate
diester, and the enzyme responsible for its synthesis is encoded by the /uxS gene. The LuxS
enzyme is also involved, although indirectly, in the synthesis of AI-3 (35). AI-3 binds to the

sensor kinase QseC, leading to transcriptional activation of the flagella regulon (21).
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Expression of genes encoded on the locus of enterocyte effacement are also activated by
quorum sensing through the transcriptional regulator QseA (36, 37). However, the influence
of quorum sensing mediated by LuxS on Stx2 synthesis in vitro is controversial: wild-type E.
coli O157:H7 strains produce more Stx2 than isogenic /uxS mutants (16, 18), but stx2
transcription was shown to be higher in the wild-type strain than in the /uxS mutant in one
study (16) and unchanged in another (17). However, in the latter case, addition of AI-2 or Al-
3 to the /uxS mutant cultures repressed stx2 expression. In animal experiments using germ-
free mice, there were no differences between the /uxS mutant and the wild type concerning the
number of bacteria in faeces, Stx production, and the lethality in mice, indicating that AI-2
and AI-3 do not contribute to full expression of Stx in this in vivo model (18). In agreement
with these in vivo data, we found that AI-2 and AI-3 are likely not involved in microbiota-
mediated Stx2 synthesis inhibition, since it was still observed in gse4 and gseC mutants.
Furthermore, AI-3 was not detected in the medium conditioned by B. thetaiotaomicron using
the reporter strain TEVS232. Moreover, the other QS pathway described in EHEC,
responding to HSLs or indole via SdiA, is not involved since the microbiota-mediated Stx2
inhibition was still observed in the sdi4 mutant.

Eukaryotic molecules present in the gut also have an influence on Stx production in
vitro. We have recently shown that nitric oxide, a free radical produced by activated intestinal
cells, inhibits stx2 mRNA expression and Stx2 synthesis by suppressing the SOS response
induced by DNA damaging agents (38). However, the NO concentrations measured in the
conditioned Leedle and Hespell media were too low (~ 20 uM) to account for the inhibition of
Stx2 synthesis in these media. The influence on Stx2 production of the gut catecholamines
norepinephrine and epinephrine produced by adrenergic neurons is controversial. Sperandio et
al. showed that norepinephrine and epinephrine can bind to QseC and substitute for AI-3 to
activate in vitro transcription of EHEC genes involved in adhesion and in flagella biogenesis,
suggesting that norepinephrine, epinephrine, and AI-3 may use the same signaling pathway
(21, 22, 39). Norepinephrine has been shown to increase Stx production by E. coli O157:H7
independently of any nutritional aspect (40, 41). In contrast, a recent study showed that
epinephrine decreases stx2 expression in a /uxS mutant (17), whereas a DNA microarray
analysis of surface-associated E. coli O157:H7 failed to show any significant change in stx2
expression upon treatment with epinephrine and norepinephrine (20). Involvement of
epinephrine and norepinephrine on inhibition of Stx2 in our study is unlikely, since this
inhibition was observed in the Leedle and Hespell medium which does not contain these

molecules and in the gse4 and gseC mutants. Furthermore, higher stx2 mRNA levels and
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higher Stx2 release were observed in the caecum contents of rats than in the Leedle and
Hespell medium. We propose that host gut factors (possibly norepinephrine) stimulate stx2
expression, and unidentified compounds produced directly or indirectly by the microbiota
alleviate this activation and further repress stx2 expression. Indeed, specific eukaryotic or
prokaryotic factors assayed individually in laboratory media may demonstrate a stimulating or
a repressing effect on Stx2 synthesis, but this effect may be overcome when the compound is
combined with all other metabolites or signal molecules produced by the microbiota.

In this study we demonstrate, using a gut-derived biologically relevant medium, that a
complex human microbiota exerts global negative control on Stx2 release. Therefore, the
normal microbiota of healthy people, in addition to its known antimicrobial activities, also has
the capacity to repress the expression of one of the most critical virulence factors of EHEC. In
addition, using streptomycin-treated mice, it has been reported that stx genes can be
horizontally transferred by stx-phages to phage-susceptible commensal E. coli, which in turn
can produce Stx2 and may participate in the pathogenesis of haemolytic syndromes (42, 43).
By inhibiting the SOS response and thus the lytic induction of stx-phages, the microbiota of
healthy people may exert a collaterally protective effect by reducing the propagation of stx-
phages and thus Stx2 release in the gut. In addition, Stx2 increases adherence to intestinal
epithelial cells (44). Therefore, by inhibiting Stx2 synthesis the microbiota could limit EHEC
colonization of the human gut. It is tempting to speculate that children having some
perturbation of their microbiota could present a higher susceptibility to EHEC infection and

are at greater risk for developing a HUS.

Materials and methods

Bacterial strains. WT EHEC (strain EDL933) and two isogenic mutants (strains
EDL933AgseC and EDL933AgseA) were used in this study. These two mutants were obtained
by using the one-step PCR-based method of Datsenko and Wanner (45), slightly modified as
previously described (38). Bacterial species tested for their Stx2-inhibiting properties are
listed in Table 1. The E. coli strain TEVS232 used for the AI-3 assay was kindly provided by
V. Sperandio (46).

Faecal samples. Fecal samples from four healthy subjects (2 males and 2 females, aged 3-
36), were used in this study. All subjects consumed a standard Western diet, did not receive
antibiotics during the 3 months preceding the study and had no previously diagnosed

gastrointestinal disease. Freshly voided feces were obtained from all subjects, stored at 4°C
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under anaerobic conditions (anaerocult; Merck, Darmstadt, Germany) and processed within
12 h. One gram of collected fecal sample was diluted 10-fold (wet weight/volume) in an
anaerobic mineral solution containing (in grams/liter): NaCl, 5; glucose, 2; cysteine-HCI, 0.3
and homogenized by magnetic stirring. Serial 10-fold dilutions in anaerobic solution down to

10~ were then carried out.

Conditioned Leedle and Hespell media. 10 and 107 dilutions of each fecal flora were
inoculated in the medium of Leedle and Hespell (12). After growth for 24 h at 37°C under
anaerobic conditions (100% CO, in gas phase) using Hungate technique (47), the cultures
were centrifuged for 30 min. at 7000 x g and the supernatants were filtered through 0.2 um
filters. Nutrients were adjusted by the addition of 20X LB medium to a final concentration of
0.5X. pH was adjusted to 7 by the addition of 10N NaOH and the medium was then filtered
(0.2 um) to ensure sterility. This conditioned medium and the unconditioned medium were
used for in vitro growth of E. coli EDL933 at 37°C under agitation (225 rpm). The medium
was also conditioned with fecal bacterial strains in pure culture or in association with one or
two other strains. Each species was grown separately under anaerobiosis for 24 h, and then 1
ml of one, two or three cultures was used to inoculate 40 ml of fresh medium. After
incubation for 24 h at 37°C under anaerobiosis, these conditioned media were centrifuged for
30 min. at 7000 x g and the supernatants were filtered through 0.2 um filters. Nutrients were
adjusted by the addition of 20X LB medium to a final concentration of 0.5X. pH was adjusted
to 7 by the addition of NaOH and the medium was then filtered (0.2 pm).

Human microbiota-associated rats. Twenty-four adult male Fisher 344 rats provided by
the breeding facilities of the Unit on Ecology and Physiology of the Digestive Tract of INRA
(Jouy-en-Josas, France) were used. They were born germ-free and bred in germ-free
conditions. Rats were aged 12 weeks at the start of the experiment. They were randomly
separated into three groups of 8 animals in three sterile isolators. Within each isolator, rats
were kept in pairs in standard macrolon cages containing a bed of wood shavings. They were
given free access to UHT water and a pelleted semi-synthetic diet (Scientific Animal Food
and Engineering, Augy, France) sterilized by vy irradiation at 40 kGy (IBA Mediris, Fleurus,
Belgium). To reproduce the diversity of a human-type diet, the food contained lipids and
proteins of animal and plant origins, sucrose and cooked starch (24). Throughout the study,
isolators were maintained in controlled conditions of light (8 AM-7 PM), temperature (20-

22°C) and humidity (45-55%). Fresh dilution (107) of the fecal flora from the two healthy
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males (age 36 and 3) were transferred to the isolators and given to rats using a sterile
stainless-steel stomach feeding tube (1 ml per rat) to obtain two groups of 8 rats, colonized
with each microbiota. The last group of 8 rats was inoculated with 1 ml of anaerobic mineral
solution and used as a control. The rats were bred for 2 weeks to allow the microbiota to settle
in the digestive tract and the rat physiology to adapt to the new bacterial status. On day 15, the
human microbiota-associated rats and the germ-free rats used as control were sacrificed by
CO, inhalation and the caecum was removed. Total anaerobes harbored in caecal contents
were enumerated by the most probable number estimation (MPN). Caecal contents from each
group were then pooled and centrifuged for 30 min. at 7000 x g. Supernatants were
withdrawn and filtered through a 0.2 pum filter. The filtrates were half-diluted in mineral
solution and glucose was added to a final concentration of 0.2%; pH was adjusted to 7 by the
addition of 10N NaOH. The media (Human Microbiota-Associated Contents, HMC, and
Germ-Free Content, GFC) were then filtered (0.2 um) and used as culture media for the
EDL933 strain.

E. coli growth conditions. Overnight E. coli O157:H7 cultures in M9 medium
supplemented with 0.2% glucose were diluted to a final ODggonm of 0.02 in GFC and HMC
media and incubated at 37°C under agitation (225 rpm). EHEC growth was monitored by
numeration on LB plates after appropriate serial dilutions. Samples were collected at different
times as indicated for Stx2 and mRNA quantification. Overnight E. coli O157:H7 cultures in
the unconditioned Leedle and Hespell medium were diluted to a final ODggonm reading of 0.02
in unconditioned and conditioned media. EHEC growth was monitored by ODgoonm
measurement. Samples were collected at different times as indicated for Stx2 and mRNA

quantification.

Stx2 measurement, and Stx2 and reCA mRNA quantification. Amounts of Stx2 were
quantified in culture supernatants using enzyme-linked Immunoassay (ELISA) as previously
described (5). Total mRNAs were extracted as described (5). stx2 and recA mRNA
quantifications were performed using real-time PCR as previously described (5, 38). Results

are shown as ratio of the s#x2 or recA copy number / fuf4 copy number.

AI-3 assay. Al-3 was assayed using the AI-3 reporter strain TEVS232 carrying a LEEI-
lacZ fusion (22). Briefly, overnight culture of TEVS232 in LB was diluted 200-fold in low
glucose DMEM (Invitrogen ref. 1880) containing 40 mM glutamine supplemented with 10,
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25 or 50% conditioned and non-conditioned Leedle and Hespell media and grown at 37°C
under agitation (225 rpm). When ODgoonm readings reached 0.1, cultures were diluted 1:5 and
1:10 in Z buffer and assayed for [B-galactosidase activity by using o-nitrophenyl [-d-
galactopyranoside (ONPG) as a substrate (48).

Statistical analysis. Student's t-test was used to determine significant differences between
two groups. ANOVA with the Student-Newman-Keuls test was used to analyze significant

differences among multiple test groups. In both cases, P < 0.05 was considered significant.

Footnotes
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Fig. 1: Inhibition of Stx2 synthesis in media conditioned with human faecal microbiota. (a)
Growth curves of E. coli O157:H7 strain EDL933 in non-conditioned medium (black line)
and in media conditioned with the faecal microbiota of four independent individuals (hatched
lines). For each medium, a representative growth curve of three independent experiments is
shown. At the indicated times, stx2 mRNA levels in EDL933 (b) and Stx2 concentration in
culture supernatants (c) were determined. Plain bars: unconditioned medium; stripped bars:
medium conditioned with the different human microbiota. Data represent the mean + SEM of
at least three independent experiments performed in duplicate.®*, P < 0.05 for the

unconditioned medium versus conditioned media.
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Fig. 2: Inhibition of ciprofloxacin-induced Stx2 synthesis and of rec4 expression in
medium conditioned with human faecal microbiota. (a), Stx2 concentration in culture
supernatants at 24 h. Plain bars: without ciprofloxacin treatment; open bars: under
ciprofloxacin (25 ng ml™") exposure. *, P < 0.01 for the unconditioned versus the conditioned
medium in the presence of ciprofloxacin. (b), recA mRNA levels in the absence of
ciprofloxacin. (c), recA mRNA levels under ciprofloxacin (25 ng ml") exposure. Plain bars:
unconditioned medium; open bars: conditioned medium. *, P < 0.05 for the unconditioned
versus the conditioned medium.

Data represent the mean + SEM of at least three independent experiments performed in

duplicate.
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Fig. 3: Colonization of rats with human faecal microbiota and EDL933 growth in the
caecal contents. a) numeration of the main bacterial groups 7 days after inoculation of rats
with adult (plain bars) or child (grey bars) faecal flora. 1: anaerobes; 2: facultative anaerobes;
3: enterobacteriacae. b) In vitro E. coli O157:H7 growth in the sterile caecal content of germ-
free rats (GFC) and of rats inoculated with a human faecal microbiota (HMC). A
representative growth curve of three independent experiments is shown. At 24 h, bacterial

counts reached 9.1 Log (CFU/ml) for both cultures.
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Fig. 4: Inhibition of Stx2 synthesis by factors produced by the human faecal microbiota in
caecum contents of rats. E. coli EDL933 (4 x 10° bacteria/ml) was grown in the caecum
content of germ-free rats (GFC, solid bars) or in the caecum content of human microbiota-
associated rats (HMC) obtained with an adult (open bars) or a child (stripped bars) faecal
microbiota. At the indicated times, Stx2 concentration in culture supernatants (a) and stx2

mRNA levels in bacteria (b) were determined. In a) data represent the mean = SEM of three
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independent experiments performed in duplicate.*, P < 0.05 for GFC versus HMC. In b) data

represent the mean of two independent experiments performed in duplicate.

Stx2 production (% control)

Phylum Bacterial species Origin 6h 24 h
Firmicutes  Roseburia faecis CC111* 278 154
Ruminococcus callidus ATCC 27760 186 52
Lactobacillus reuteri DSM 20016 453 78
Clostridium leptum DSM 753 286 77
Clostridium coccoides DSM 935 115 63
Bacteroidetes  Bacteroides sp. CC 134* 81 113
Bacteroides thetaiotaomicron VIP 5482 78 31
Actinobacteria  Bifidobacterium breve IPC 6469T 173 321
Cocultures R. faecis + Bacteroides. sp. 459 109
B. breve+R. faecis 159 57
B. thetaiotaomicron +Bacteroides sp. 89 40
B. thetaiotaomicron +B. breve 22 43
B. thetaiotaomicron +R. callidus 34 24
B. thetaiotaomicron +R. faecis 106 52
B. thetaiotaomicron +C. leptum 93 21
B. thetaiotaomicron +C. coccoides 85 56
B. thetaiotaomicron +L. reuteri 69 85
B. thetaiotaomicron. + C. leptum + C. coccoides 20 51
B. thetaiotaomicron + B. Breve + L. reuteri. 23 130

Table 1: Stx2 production by EDL933 at 6 h and 24 h in Leedle and Hespell media
conditioned by different bacterial species of the intestinal microbiota. *Strains were isolated

in our laboratory from human stools.
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Nitric oxide inhibits Shiga-toxin synthesis
by enterohemorrhagic Escherichia coli
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Shiga-toxin (Stx) is the cardinal virulence factor of enterohemor-
rhagic Escherichia coli (EHEC). The genes encoding Stx are carried
by a lambdoid phage integrated in the bacterial genome and are
fully expressed after a bacterial SOS response induced by DNA-
damaging agents. Because nitric oxide (NO) is an essential medi-
ator of the innate immune response of infected colonic mucosa, we
aimed to determine its role in Stx production by EHEC. Here we
demonstrate that chemical or cellular sources of NO inhibit spon-
taneous and mitomycin C-induced stx mRNA expression and Stx
synthesis, without altering EHEC viability. The synthesis of stx
phage is also reduced by NO. This inhibitory effect apparently
occurs through the NO-mediated sensitization of EHEC because
mutation of the NO sensor nitrite-sensitive repressor results in loss
of NO inhibiting activity on stx expression. Thus our findings
identify NO as an inhibitor of stx expressing-phage propagation
and Stx release and thus as a potential protective factor limiting
the development of hemolytic syndromes.

bacterial infection | mucosal immunology

E nterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are pathogens
carried by healthy rearing animals. After infection through
the ingestion of contaminated food, EHEC colonize the large
intestine and cause gastrointestinal diseases ranging from un-
complicated diarrhea to hemorrhagic colitis. Life-threatening
complications, such as hemolytic—uremic syndrome (HUS), de-
velop in ~5-10% of EHEC-infected patients. HUS is defined by
a triad of microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytope-
nia, and acute renal failure, which can yield to a chronic renal
failure and even death (1-3). O157:H7 is the main EHEC
serotype implicated in HUS in Europe and North America (3).
The few recent large outbreaks (4, 5) underline that prevention
of primary infection in human remains an elusive goal. There-
fore, understanding host-EHEC interactions remains a critical
issue in fighting bacterial infection and HUS development.

The main EHEC virulence factor associated with severe
human diseases is the Shiga toxin (Stx). Both Stx1 and Stx2 are
heteropolymers constituted by a catalytic A subunit and five B
subunits implicated in the binding to the receptor glycolipid
globotriaosylceramide-3 of endothelial cells. Internalized Stx
alters ribosomal function and induces the death of vascular cells
(1, 3). Stx1 and Stx2 are encoded by two type A lysogenic phages
integrated in the bacterial genome (6). In a lysogen, the expres-
sion of the phage operons is controlled by the protein CI. As a
result of EHEC exposure to DNA-damaging agents such as
mitomycin C (7) or H,0- (8), RecA, which is part of the so-called
SOS response, is activated by single-strand DNA and promotes
the autocleavage of CI (9). Then, a regulatory cascade yields to
the respective expression of the genes encoding the antitermi-
nators N and Q, Stx, and proteins of phage morphogenesis and
lysis (9-13). Bacteria are lysed and release Stx and free phage
particles in the medium.

An important hallmark of EHEC pathogenesis is the intestinal
colonization resulting in attaching and effacing lesions and in
induction of a strong mucosal innate immune response. Clinical
studies have thus highlighted the strong levels of circulating

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0702589104

chemokines and type 1 cytokines in HUS patients (14, 15). Other
effectors of the nonspecific defense program can be produced by
the inflamed mucosa, including nitric oxide (NO), a free radical
that possesses numerous physiological properties notably in the
immune system. Cellular production of NO requires the enzyme
NO synthase that oxidizes L-arginine as a substrate; the calcium-
independent inducible NO synthase (iNOS) isoform is expressed
in numerous cells, e.g., enterocytes, in response to type 1
cytokines (16). High output of iNOS-derived NO is cytotoxic for
pathogenic bacteria (17) or may induce transcriptomic changes
(18-21) by interacting with different NO sensors such as the
nitrite-sensitive repressor (NsrR), a key regulator of the nitro-
sative stress in enterobacteria (22, 23). NsrR DNA-binding
activity is suppressed by NO, yielding to the expression of various
genes involved in NO detoxification.

We now show that NO donors-derived NO signals in EHEC
through NsrR to inhibit stx2 mRNA expression, Stx2 synthesis, and
stx2-phage release. Moreover, in the presence of NO, the expression
of recA is down-regulated in mitomycin C-treated EHEC, providing
a first line of evidence that NO suppresses the bacterial SOS
response induced by DNA-damaging agents. In addition, we dem-
onstrate that NO-producing cells inhibit s&x2 gene expression in
EHEC/activated human epithelial cells cocultures. Switching the
concept that NO is an inducer of the bacterial SOS response, we
suggest that NO sensitizes and protects EHEC from DNA damages,
thus inhibiting Stx synthesis.

Results

Effect of NO on EHEC Growth and Survival. To establish whether NO
affects the growth of the strain EDL933, we treated bacterial
suspensions with the NO donor NOR-4 (200 uM), in the presence
or absence of mitomycin C (200 ng/ml). NO was consistently
generated in the bacteria culture medium during the first 12 h and
then reached a plateau (Fig. 1a). The growth of the strain EDI.933
was not affected by NO during the early and late growth phases
(Fig. 1b). A dramatic decrease of EHEC growth was observed when
bacteria were treated with mitomycin C; this loss of survival was
completely inhibited when using NOR-4 (Fig. 1b).

NO-Dependent Stx Synthesis Inhibition. We next investigated the
effect of NO on stx2 gene expression and Stx2 production by
EHEC. In the culture of EDL933, stx2 mRNA was poorly
expressed at 6 and 12 h of culture but was markedly induced at
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Fig. 1. Kinetics of NO release by NOR-4 and EHEC growth. (a) NO3 and NO,
concentrations determined in LB medium containing 200 M NOR-4. (b) The
strain EDL933 was cultured in LB medium with NOR-4 and/or mitomycin C
(Mito.). NOR-4 was added at the beginning of the culture, and mitomycin C
was added after 6 h. Agoo nm Was determined at indicated times. This figure is
the representative data of three independent experiments. m, EDL933; (J, +
NOR-4; ®, + mitomycin C; O, + NOR-4 + mitomycin C.

18 h and after (Fig. 2a); this increase was completely inhibited
when 200 uM NOR-4 were added to the EDL933 cultures (Fig.
2a). Similarly, Stx2 synthesis was inhibited by ~4.5-fold at 18 and
24 h when NOR-4 was used (Fig. 2b). The use of the NO
scavengers cPTIO in NOR-4-treated EHEC cultures restored
stx2 gene expression (Fig. 2a) and Stx2 generation (Fig. 2b).

To further assess the ability of NO to prevent Stx2 synthesis by
EHEC, we stimulated bacteria with mitomycin C in the presence
or absence of NOR-4. Addition of mitomycin C to the EDL.933
cultures resulted in up-regulation of the stx2 gene (Fig. 3a) and
in a large production of Stx2 (Fig. 3b). When mitomycin C-
treated bacteria were cultured in the presence of 200 uM
NOR-4, stx2 mRNA expression (Fig. 3a) and Stx2 generation
(Fig. 3b) were significantly inhibited by 6.4 = 1.7- and 2.5 *
0.9-fold in comparison with EHEC stimulated with mitomycin C,
respectively. The expression of the gene stx2 (Fig. 3a) and Stx2
synthesis (Fig. 3b) were partially restored by using cPTIO in the
NOR-4-treated EDL933 cultures.

We also found that stxI was poorly expressed, was not up-
regulated under mitomycin C treatment, and was not modulated
by NOR-4 (data not shown). However, comparable results were
obtained with the EHEC strain 86—24, which expresses only the
gene stx2 (data not shown).

Experiments performed with NOR-3 gave similar results than
those obtained with NOR-4 [supporting information (SI) Fig. 7];
however, stx2 mRNA expression and Stx2 synthesis by ED1.933
were not inhibited by 200 uM DEA-NONOate (SI Fig. 7), a NO
donor that rapidly releases NO ([NO, ] + [NO, ] ~200 uM, 10
min after the addition of DEA-NONOate). In addition, when
NOR-4 was preincubated for 24 h in water before use on
bacteria, NO was not further released during the experiments
and the inhibitory effect on Stx2 synthesis was not observed (data
not shown). Importantly, when NOR-4 and mitomycin C were
added together to the bacteria, we did not observe the inhibition
of stx2 mRNA expression and of Stx2 synthesis (data not shown);

10200 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0702589104
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Fig.2. NOR-4inhibits stx2 mRNA expression and Stx2 production by EDL933.
The strain EDL933 (=106 bacteria/ml) was grown in the presence (open bars)
or absence (solid bars) of NOR-4, with or without cPTIO. At the indicated times,
stx2 mRNA levels in bacteria and Stx2 concentration in culture supernatants
were determined by real-time RT-PCR and ELISA, respectively. Data represent
the mean =+ SEM of three to seven experiments. *, P < 0.05; ***, P < 0.001 for
EDL933 + NOR-4 vs. EDL933.

the maximal NO inhibitory effect was observed when mitomycin
C was added 6 h after NOR-4.

Finally, to determine whether NO specifically inhibited stx2
mRNA expression we analyzed the expression of the gene fliC
encoding the flagellin H7. The expression level of the gene fliC
and flagellin synthesis were not modified when the bacteria were
treated by NOR-4 (SI Fig. 8).

NO-Dependent Decrease of stx2-Phage Release. The gene stx2 of the
strain EDL.933 is encoded by the phage BP-933W integrated in
the bacterial genome. Because NOR-4 inhibits stxx2 mRNA
expression, we reasoned that NOR-4 may suppress phage pro-
duction and release by EHEC. The total phage particles were
concentrated from culture supernatants of the strain EDL933
exposed or not to mitomycin C and/or NOR-4. After concen-
tration, the presence of phages was visualized by electronic
microscopy in each sample (SI Fig. 9). We then analyzed by PCR
(Fig. 3¢) and real-time PCR (Fig. 3d) the presence of the gene
stx2 in the viral genome of each sample. The phages harboring
the gene stx2 were more present in the supernatant of mitomycin
C-treated EHEC when compared with the supernatant of bac-
teria alone; moreover, this induction under mitomycin C treat-
ment was inhibited by 79.2 + 5.2% when NOR-4 was added to
the bacteria (Fig. 3d).

NO Down-Regulates recA mRNA Expression. RecA activation is a
reliable marker of the SOS response that induces the self
cleavage of the phage repressors CI (9) and of the rec4 gene
repressor LexA (24, 25). To gain further insight in the mecha-
nism by which NO inhibits stx2 mRNA expression, we therefore
analyzed the effect of NOR-4 on recA mRNA expression. The
expression of the gene was up-regulated by ~9-fold in mitomycin
C-treated EHEC in comparison with untreated bacteria; this

Vareille et al.
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Fig.3. Effect of NOR-4 in the mitomycin C-induced Stx2 synthesis. (a and b)
The strain EDL933 was treated or not with NOR-4 or cPTIO; mitomycin C was
added to the cultures 6 h afterward. The levels of stx2 mRNA (a) and Stx2
concentrations (b) were analyzed 2 and 12 h after the mitomycin C treatment,
respectively. (c and d) Phage particles were concentrated from the bacteria
supernatants harvested 12 h after mitomycin C treatment. The expression of
the gene stx2 was analyzed by PCR (c) and real-time PCR (d) from 5 and 1 ul of
the phage suspension, respectively. Data represent the mean =+ SEM of five (a
and b) and three (d) independent experiments. *, P < 0.05; **, P < 0.01 vs.
untreated bacteria and bacteria treated with NOR-4.

increase was significantly inhibited by 60% in the presence of
NOR-4 (Fig. 4).

Additionally, without mitomycin C treatment, recA mRNA
expression was decreased by 60.8 = 1.8% when EDL933 were
treated for 18 h with NOR-4 (P < 0.01; n = 4 experiments).

NsrR Is Implicated in NO-Dependent Regulation of stx2 Expression.
Bacteria detect and respond to NO by a major NO sensor, NsrR.
To investigate the implication of this transcriptional repressor in
the NO-dependent down-regulation of stx2 gene expression, we
constructed the nsrR isogenic mutant in the strain EDL.933 and
the isogenic mutant transcomplemented with the plasmid
pTrc99A harboring the entire nsrR gene [EDL933
AnsrR(pTrc99A-nsrR)]. In the presence or absence of NOR-4,
the growth of the three strains was identical (data not shown).

The expression of the gene stx2 (Fig. 5a) and the production
of Stx2 (Fig. 5b) were not significantly modulated in the AnsrR
and in the AnsrR(pTrc99A-nsrR) strains in comparison with
EDL933 under basal conditions. However, even thought to be
not statistically significant, stx2 mRNA levels in the strain AnsrR
treated with mitomycin C were decreased in comparison with
those from EDL.933 or AnsrR(pTrc99A-nsrR) strains stimulated
with mitomycin C (Fig. 5a). Similarly, under mitomycin C
treatment, Stx2 was significantly less produced by the mutant
strain when compared with both other strains. Moreover, the
inhibitory effect of NO on stx2 mRNA expression (Fig. 5a) and
Stx2 production (Fig. 5b) by EDL933 was not observed in the
strain EDL.933 AnsrR. Similar responses to mitomycin C and/or
NOR-4 were observed between the transcomplemented AnsrR
and parental strains (Fig. 5 a and b).

Concomitantly to stx2 mRNA expression, recA mRNA expres-
sion was increased by ~7- and 2-fold for the strain EDL933 and
EDL933 AnsrR treated with mitomycin C in comparison with
untreated cultures, respectively (data not shown).
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Fig.4. Analysis of recA gene expression. Cultures of EDL933 were treated or
notwith NOR-4. Mitomycin Cwas added 6 h afterward. recA mRNA levels were
analyzed by real-time PCR after 2 h. Values are expressed as the mean + SEM
of three independent experiments. *, P < 0.05 vs. both other conditions.

Inhibition of stx2 Gene Expression by Human Epithelial Cell-Derived
NO. We next investigated the effect of NO produced by activated
cells on stx2 expression. We used the human colonic epithelial
cell line Hct-8. These cells were first treated with a cytokine mix
well known to induce iNOS expression and NO production (16).
Then, cells were infected with EDL933 for 18 h in the presence
or absence of an iNOS inhibitor, L-N°-(1-iminoethyl)lysine
(NIL). When bacteria were cocultured with cytokines-activated
Hct-8 cells, the spontaneous stx2 gene expression was signifi-
cantly inhibited when compared with cocultures with unacti-
vated Hct-8 cells; this decrease was reversed by using NIL in the
culture of activated cells (Fig. 6a). Concomitantly, NO was
generated by activated cells but not by control cells or activated
cells treated with NIL (Fig. 6a).

In an other set of experiments, EHEC were added to control
or activated Hct-8 cells for 6 h; then mitomycin C was added and
bacteria were harvested 3 h after to analyze the expression of the
gene stx2 (Fig. 6b). The stx2 mRNA levels were significantly
increased by 7-fold in the presence of mitomycin C in the
cocultures EHEC/Hct-8 cells. This increase was significantly
inhibited by ~55% when bacteria were cocultured with NO
producing epithelial cells. We also found that the use of NIL in
EHEC/activated Hct-8 cells cocultures completely inhibited NO
synthesis and restored stx2 mRNA expression (Fig. 6b).

We confirmed our results by measurement of the cytotoxicity
of the strain EDL933 in the different conditions. Without
mitomycin C, the strain EDL933 induced a ~15% cell mortality
(SI Fig. 10), that was completely inhibited when Hct-8 cells were
pretreated with cytokines. In the presence of mitomycin C, the
cytotoxicity of the strain EDL933 on control cells and activated
cells was ~39% and 0%, respectively (SI Fig. 10). Survival was
not modified when cells were treated with cytokines or mito-
mycin C without bacteria. Together, these results establish that
in the presence of NO producing enterocytes, i.e., activated cells,
Stx production is inhibited and the cytotoxicity is decreased.

Discussion

To limit the production of Stx during EHEC infection represents
the ultimate strategy to avoid the development of hemolytic
syndromes. In this contribution different approaches have aimed
to neutralize Stx by the use of pharmacological compounds (26),
specific antibodies (27, 28), or recombinant bacteria expressing
globotriaosylceramide-3 (29). Herein, we present NO, a critical
mediator of the host mucosal innate immune response, as a
potent inhibitor of Stx2 synthesis by EHEC. Our finding has a
direct biological relevance, because we show that not only
chemical sources of NO, but also activated human epithelial
cells-derived NO, inhibits stx2 gene expression and consequently
Stx2 release.
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Fig. 5. Modulation of stx2 gene expression in the AnsrR strain. The strains

EDL933, AnsrR, and AnsrR(pTrc99A-nsrR) were cultured alone (plain bars) or
treated with mitomycin C (hatched bars) or NOR-4 plus mitomycin C (open
bars). stx2 mRNA expression (a) and Stx2 concentration (b) were analyzed 2
and 12 h after the mitomycin C addition, respectively. Values are the mean =+
SEM of five independent experiments. *, P < 0.05; **, P < 0.01 compared with
bacteria treated with mitomycin C; §, P < 0.05 vs. EDL933 and EDL933
AnsrR(pTrc99A-nsrR) in the presence of mitomycin C.

We established that the spontaneous and the mitomycin
C-induced activation of RecA and release of Stx2 were inhibited
by NO. Previous studies identified RecA as an important
contributor to spontaneous induction of phage release and Stx
production (30). Thus, we propose that NO inhibited stx2 mRNA
expression in both conditions by a similar mechanism, i.e., the
inhibition of RecA activation. Nevertheless, the idea that NO is
associated with decreased bacterial SOS response and stx gene
expression is somewhat unexpected, given that reactive nitrogen
species may induce DNA damage. Thus, when used at a high
concentration (35 nmol/ml/min vs. ~0.5 nmol/ml/min in our
experiments), NO may act as an inducer of the SOS response in
E. coli (31); in these conditions, the recA deletion leads to a high
sensitivity to NO (31), demonstrating that the SOS response is
induced and essential to fight the deleterious effects of NO.
Nevertheless, “physiological” amounts of NO do not stimulate
the SOS response in Salmonella enterica because RecA is not
essential to prevent NO-dependent bacterial DNA fragmenta-
tion (32). Moreover, several transcriptomic analysis of E. coli
demonstrated that expression of the genes of the SOS response
was not enhanced following exposure to NO (18-21). Addition-
ally, we observed that stx2 mRNA expression was not modulated
when bacteria were treated at the same time with mitomycin C
and NOR-4. Although this result can be explained by the delay
of several hours required to generate significant levels of NO, we
suggest that the inhibition of the mitomycin C-induced SOS
response and stx2 gene expression is linked to a long time
exposure of EHEC to NO. In support of this hypothesis, we also
found that Stx2 production was inhibited in EHEC treated by
NO donors with elevated half-life (NOR-3 and NOR-4), but not
by DEA-NONOate that releases NO within few minutes.
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Fig. 6. Activated human epithelial cells inhibit stx2 gene expression by a
NO-dependent mechanism. Human epithelial cells were activated or not with
a cytokine mix overnight. Medium was changed, and the strain EDL933 was
added tothe cellsin the presence or absence of NIL. (a) The levels of stx2 mRNA
were determined by real-time RT-PCR after 18 h of coculture. Data represent
the mean = SEM of three experiments. *, P < 0.05 vs. EDL933 cocultured with
unactivated cells. (b) Mitomycin C was added 6 h after the beginning of the
coculture. The levels of stx2 mRNA were analyzed 2 h after the mitomycin C
treatment. Values are expressed as the mean = SEM of four independent
experiments. **, P < 0.01 compared with bacteria cocultured with control
cells; §, P < 0.05 compared with EDL933 cocultured with activated cells in the
presence of mitomycin C. [NO] represents the mean of four NO3/NO, con-
centration measurements performed in supernatants of cells cultured for 18 h
(a) and 9 h (b) without bacteria.

Investigating the mechanism by which NO suppresses Stx
synthesis, we focused on the effect of one of the main bacterial
NO sensor, NsrR. Our results indicate that NO signals in
EDL933 strain through this sensor to mediate the NO-
dependent stx2 mRNA expression inhibition. Interestingly, we
observed that the nsrR mutation yields to a decrease of mito-
mycin C-induced stx2 gene expression. This information led us to
conclude that relieving NstR DNA-binding activity, either by the
effect of NO or by gene deletion, yields to the down-regulation
of stx2 gene expression, and supports the likelihood that NsrR
represses genes implicated in BP-933W gene regulation. The
identification of the different DNA-binding site of this repressor
in the strain EDL933 is therefore underway in our laboratory.
Nevertheless, we also envisage that NO may protect EHEC from
mitomycin C-induced BP-933W gene expression by interacting
with other NO sensor and/or global regulator or by directly
modulating protein activity by S-nitrosylation.

The innate immune function of NO refers to its ability to
modulate inflammatory process and to kill pathogens (17). In
our experiments, EHEC killing was not induced by 200 uM NO,
as described for E. coli or other Gram-negative pathogenic
bacteria (31-34). Further, the mitomycin C-induced EHEC
killing was reversed by NO, probably because phage synthesis
was inhibited by NO, thus limiting bacterial killing. Similarly, it
has been shown that the use of glutathione—-NO in E. coli cultures
suppresses the bactericidal effect of hydrogen peroxide and
hypochlorous acid (35). Of importance, it has been described
that stx genes can be horizontally transferred by the phage to
commensal E. coli (36). Consequently, the phage-susceptible
intestinal microbiota can produce Stx and may participate in the
pathogenesis of hemolytic syndromes (36, 37). Thus, by inhib-
iting also the synthesis and the dissemination of the phage
particles, NO may exert a collaterally protective effect by
reducing the infection of intestinal flora by the stx-phage.
Additionally, it has been described that Stx plays a function in
intestinal colonization by increasing EHEC adherence to en-
terocytes (38); we thus suggest that NO-mediated Stx synthesis
inhibition could result in less host colonization.
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Our study has provided insight into the host fighting against
EHEC pathogenicity and HUS development. We establish that
the host innate immune response represses EHEC virulence,
with this particular insight that NO does not directly kill the
pathogen but decreases the production of a toxin. Thus, increas-
ing NO production in infected patients, by using NO donor or
L-arginine treatment (39), might represent an alternative strat-
egy to limit the development of HUS. Moreover, we propose that
differential NO production in infected patients could represent
a marker of host susceptibility for EHEC infection.

Materials and Methods

NO Donors, NO Scavengers, and NO Detection. NO was generated by
three NO donors, namely DEA-NONOate, NOR-3, and NOR-4
with half-life in PBS, pH 7.4, at 37°C of 2, 30, and 60 min,
respectively (see SI Methods for chemical formula). The NO
scavenger cPTIO (250 uM) was also used. These compounds
were purchased from Alexis Biochemicals (Lausen, Switzer-
land). The concentrations of the stable oxidized products of NO,
NOj; and NO,, were determined by using the Nitrite/Nitrate
Assay Kit (Sigma, St. Louis, MO).

EHEC Strains and Culture Conditions. The EHEC strains EDL933
(40) and 86-24 (41) belonging to the serotype O157:H7 were
used. Isolated colony of parental strains or isogenic mutants
were grown overnight in LB broth containing kanamycin (50
pg/ml) and/or ampicillin (50 pg/ml) and subcultured (Aepo =
0.02) in LB medium or used to infect the cells. Cultures were
performed in the presence or absence of NO donors, NO
scavenger, isopropyl B-D-thiogalactoside (1 mM), and/or mito-
mycin C (200 ng/ml). When indicated, an aliquot of each culture
was harvested and centrifuged 10 min at 10,000 X g; the 0.2
pm-filtered supernatants were used for Stx concentration de-
termination and phage purification, and the pellets were used for
RNA extraction.

Mutagenesis. Deletion of the nsrR gene and insertion of the
gene conferring resistance to kanamycin in the strain EDL933
was obtained by using the one-step PCR-based method of
Datsenko and Wanner (42). The pPKOBEG plasmid expressing
the Ared recombinases was electroporated into EDL933 strain.
Strain E. coli K12 CH158 was used as a template to amplify its
chromosomal copy of a gene conferring resistance to kana-
mycin, flanked by nsrR-specific sequences. The 5" ends of the
primers (MtnsrR; SI Table 1) contain extension sequences,
which consisted of the 50 first or 50 last nucleotides of nsrR.
Mutants were created by electroporating the host strains
carrying pPKOBEG with purified linear PCR products and then
plating the organisms on selective agar. Allelic exchange was
confirmed by PCR analysis and DNA sequencing. The result-
ing mutants have lost spontaneously the pKOBEG plasmid.

Primers consisting of the first or last nucleotides of the nsrR
OREF and of the restriction sequence of the enzymes BamHI and
EcoRI (CmnsrR; SI Table 1) were used to PCR amplify the nsrR
gene from genomic DNA of EDL933. Purified PCR products
were digested by the relevant enzymes and ligated into the
expression vector pTrc99A, conferring resistance to ampicillin,
under the control of the isopropyl B-D-thiogalactoside-inducible
trc promoter. The resulting plasmid (pTrc99A-nsrR) was elec-
troporated into the nsrR mutant.

To verify the mutation and the complementation of nsrR, we
analyzed by semiquantitative RT-PCR the expression of the gene
hmp, which is repressed by NsrR. The level of simp mRNA was
spontaneously increased by ~50-fold in the AnsrR strain and was
not modified in the AnsrR(pTrc99A-nsrR) strain in comparison
with the parental strain (data not shown).
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Cell Cultures and Infections. The globotriaosylceramide-3-positive
human colonic epithelial cell line Hct-8 was maintained in
DMEM/10% FCS/1% sodium pyruvate/10 mM Hepes/100
units/ml penicillin/100 ug/ml streptomycin at 37°C under 5%
COy. Cells (10° per well) were plated on six-well plates and
cultured for 7-10 days until confluence (3 X 10° cells per well).
Cells were stimulated for 24 h with a cytokine mix (each obtained
from Pierce, Rockford, IL), consisting of human IFN-y (50
ng/ml), TNF-a (20 ng/ml), and IL-1B (5 ng/ml). Subsequently
cells were washed, and a fresh complete medium devoid of
antibiotics was added to the cultures, in the presence or absence
of the iNOS inhibitor NIL (1 mM) and/or bacteria at a multi-
plicity of infection of 1.

Bacterial mRNA Analysis. To obtain standard curves for stx1, stx2,
recA, and tufA genes, we first amplified genomic DNA from
EDL933 strain with the primers Sstx1, Sstx2, SrecA, or StufA
(ST Table 1) and 0.25 units of AccuTaq DNA polymerase
(Invitrogen, Grand Island, NY). PCR products were purified
with the Strataprep PCR Purification Kit (Stratagene, La
Jolla, CA), and DNA amounts were quantified by measuring
Ajso. PCR products were 10-fold serially diluted from 5 X 103
to 50 molecules/ul and amplified in the LightCycler apparatus
(Roche, Mannheim, Germany) by the kit LightCycler Fast-
Start DNA Master SYBR Green I (Roche) containing 0.5 uM
Estx1, Estx2, ErecA, or EtufA primers used for real-time RT-
PCR (SI Table 1). One PCR cycle consisted of the following:
94°C for 30 s, 51°C (Estx1, Estx2, and EtufA) or 57°C (ErecA)
for 30 s, and 72°C for 45 s.

Total bacterial RNA was isolated by using TRIzol, and
concentration was determined by measuring the A,q. Subse-
quently, 2 ug of RNA from each sample was reverse-transcribed
by using random primers and 5 units/ul SuperScript II reverse
transcriptase (Invitrogen). Serial dilutions of cDNA were am-
plified in the LightCycler apparatus in the same conditions as for
the standard curves with the primers Estx1, Estx2, EfliC [melting
temperature (T,) = 51°C], ErecA, Ehmp (7, = 59°C), and
EtufA (SITable 1). The levels of stx/, stx2, recA, and tuf4A mRNA
(copy number per nanogram of cDNA) were quantified by
noting the fluorescence crossing point of the samples on the
corresponding standard curve, and the results are presented as
the ratios between the copy number of stx1, stx2, or recA mRNA
and the copy number of fuf4 mRNA. For the other genes, results
were calculated by using the comparative cycle threshold method
in which the amount of target mRNA is normalized to the
internal control fufA4; results are expressed as relative mRNA
expression compared with the strain EDL933 cultured alone.

Isolation, Observation, and Quantification of Phage Particles. Phages
were purified as described by Fuchs et al. with slight modifica-
tions (30). Bacteria culture supernatants (5 ml) were filtered by
using 0.2-um filters and incubated with RNase (10 ug/ml) and
DNase (40 units/ml) for 30 min at 37°C. Phage particles were
pelleted by ultracentrifugation overnight at 76,000 X g at 4°C,
resuspended in 100 wl of PBS, and used for electronic micros-
copy and stx2 gene analysis.

Phage suspensions (10 ul) were placed onto collodion-coated
300 mesh copper grids, negatively stained with 1% phospho-
tungstic acid for 1 min, and dried. Visualization was performed
in a Hitachi (Krefeld, Germany) H-7650 transmission electron
microscope at an accelerating voltage of 80 kV.

Phage suspensions (1 ul) were boiled for 5 min at 95°C, and
stx2 was quantified by real-time PCR by using stx2 or tufA4 primers
and the same condition as for mRNA quantification. Moreover,
classical PCR was performed with 5 ul of the phage suspension,
0.5 units of AccuTaq (Sigma). One PCR cycle consisted of the
following: 94°C for 305, 51°C for 30 s, and 68°C for 30 s. The total
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cycle numbers were 30. A final elongation step of 7 min at 72°C
was then used. Absence of bacterial DNA in phage lysates was
confirmed by the absence of tuf4 DNA as assayed by PCR and
real-time PCR (data not shown).

Analysis of Toxin Production. Stx1 and Stx2 concentrations were
measured in bacteria supernatants by ELISA, as described (43).

Immunoblotting. See SI Methods.

Cytotoxicity Assay. See SI Methods.
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Résumé

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont responsables de toxi—
infections alimentaires conduisant a des colites hémorragiques pouvant se compliquer d’un
syndrome hémolytique et urémique. Le facteur majeur de pathogénicité est la production de
Shiga-toxines (Stx), dont la toxine Stx2. Nous avons étudié la production de toxine Stx2 in
vitro par des souches STEC provenant de diverses origines (bovine ou clinique), appartenant a
divers séropathotypes, et codant pour différents variants Stx2. Nous avons montré que les
souches O157:H7 les plus pathogenes possédent le variant stx; et produisent de fortes quantité
de Stx2 en conditions basales comme en présence d’un inducteur du systétme SOS. Les
souches non-O157 présentant ces caractéristiques pourraient représenter un risque pour la
santé humaine. Nous avons ensuite étudié I’effet de molécules présentes dans le tube digestif
sur la synthése de Stx2 par E. coli O157:H7. Les auto-inducteurs Al-2 et Al-3 du quorum
sensing, produits par le microbiote intestinal, n’influencent pas la synthése de Stx2, non plus
que I’hormone intestinale norépinéphrine. Cependant, la protéine régulatrice QseA impliquée
dans une voie de signalisation par le quorum sensing serait un activateur transcriptionnel de
stxo. Enfin, nous avons étudié la production de Stx2 par la souche EHEC O157:H7 EDL 933
dans un milieu se rapprochant le plus possible de celui rencontré in vivo par les EHEC, en
particulier grace a un modele de rats associés au microbiote intestinal humain. Nous avons
ainsi montré que le microbiote humain inhibe la transcription de stx2 par I’inhibition de la
transcription de recA méme lors de I’induction du systeme SOS, et que cette inhibition peut
étre en partie attribuée a I’espéce Bacteroides thetaiotaomicron.

Mots clés : EHEC, STEC, Stx2, séropathotype, variants stx2, bactériophages lambda,
expression de stx2, réponse SOS, microbiote, quorum sensing.

Abstract

Enterohemorrhagic Escherichia coli are food poisoning pathogens causing hemorrhagic
colitis and hemolytic and uremic syndrome. Their main virulence factors are Shiga toxins
(Stxs), especially Stx2. In this work we first studied a subset of strains from different origins
belonging to different seropathotypes and expressing different stx2 variants. We found that
the most pathogenic strains O157: H7 express the stx, variant and produce high levels of Stx2
in basal as well as in induced conditions. Non-O157:H7 strains showing the same properties
could be dangerous for human health. We also investigate the effect of molecules found in the
gastrointestinal tract on Stx2 synthesis. Nor quorum sensing autoinducers Al-2 and Al-3
produced by th intestinal microbiota neither the intestinal neuroendocrine hormone
norepineprine influence Stx2 synthesis. However, the protein regulator QseA involved in
guorum sensing signalling pathway could be a transcriptional activator of stx2. Finally, we
studied Stx2 production by the O157:H7 strain EDL 933 in culture medium mimicking the
living conditions of EHEC in the gut by using a human flora associated rat model. We show
that the human microbiota transcriptionally inhibits Stx2 synthesis through transcriptional
inhibition of recA. This inhibition can be partially attributed to the intestinal species
Bacteroides thetaiotaomicron.

Keywords: EHEC, STEC, Stx2, seropathotype, stx2 variants, bacteriophages lambda,
stx2 expression, SOS response, microbiota, quorum sensing.
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