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Immobilized metal affinity chromatography
Isopropylthiogalactoside

Inhibitor of vertebrate lysozyme
Kanamycine

Kilobases

Kilodalton

Lipoteichoic acid

Lipoprotéine diacylglycéryl transférase
Megabases

Magnésium minimum

Acide 3-morpholine propanesulfonique
Oligo peptide perméase

Paire de bases

Penicillin binding protein

Polymerase chain reaction
Peptidoglycane

Peptidoglycan recognition protein

Site de fixation des ribosomes (ribosomeibmdite)
Révolution par minute

Shrimp alcaline phosphatase

Sodium Dodecyl Sulfate

Streptococcal Inhibitor of Complement
S-layer homology

Acides téichoiques

Twin-arginine translocation
N,N,N,N’-tétraméthyl éthyldiamine
Unité formant colonie
Wall teichoic acids
5-bromo-4-chloro-3-indoy-D-galactoside

Abréviations



Avant-propos

AVANT-PROPOS

10



Avant-propos

AVANT-PROPOS

Dés le début des années 1990, le Laboratoire deoblaogie de I'Environnement
(LME) de I'Université de Caen a orienté sa thémadige recherche vers I'étude des aspects
physiologiques et moléculaires de la réponse auxiatians des conditions
environnementales des bactéries lactiques. Danadee de la collaboration des équipes de
recherches Universitaires avec les Etablissementslic® a caractere Scientifique et
Technologique (EPST), notre laboratoire a été assodInstitut National de la Recherche
Agronomique (INRA) sous forme d’Unité Sous ConttaS(C) a partir de I'année 2000.

Le modele d'étude retenu par notre laboratoirdaebtctérie lactiqu&nterococcus
faecalis Celle-ci appartient au groupe des entérocoqupesstede la capacité de coloniser le
tractus gastro-intestinal ainsi que des aptitudesralles et acquises a résister a de nombreux
antibiotiques. Ces aspects conferent a cet organigoi présente généralement une virulence
intrinseque faible, une excellente opportunité deede pathogene. En effet, considéré dans
les années 1970 comme inoffensif,faecalisreprésente de nos jours le troisieme pathogene
hospitalier aux Etats-Unis et I€™ en France. Le choix de ce modéle d’étude est ctinfo
par le fait qu'actuellement, la prévention des m&s nosocomiales et la résistance aux
antibiotiques deviennent des problémes majeursuag publique.

En plus de leur capacité de résistance a de nomlargtibiotiques, les entérocoques
sont souvent porteurs de facteurs de virulencefaporisent la colonisation et l'invasion
tissulaire de I'n6te et leurs assurent une pratectis-a-vis des réponses immunitaires innées
et acquises. Bien que plusieurs protéines de sugasécrétées impliquées dans la virulence
aient été identifiees, peu de choses sont connoesemant les mécanismes de la
pathogenese chdz faecalis De plus, les mécanismes permettait. daecalisde résister a
'une des enzymes les plus importantes et lesrglpandues du systeme immunitaire inné qui
est le lysozyme, sont a ce jour inconnus.

L'ensemble de ces éléments nous a servi de basdad@therche de facteurs pouvant
favoriser ou inciter une bactérie a passer d'und&a@ommensalisme a celui de pathogene.

La synthése bibliographique présentée dans ce mdinast divisée en trois parties.
La premiére résume les connaissances actuelleg.staecalis son environnement, son
intérét dans les domaines de la santé publique éagro-alimentaire. La seconde partie se
veut étre I'état de l'art de la paroi des bacté&i€ram positif. Dans la derniére partie sont
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décris des données acquises depuis une centainece& sur les différents aspects et
propriétés du lysozyme ainsi que sur les mécanismesn place par les bactéries pour se
prémunir de son action.

Apres un chapitre consacré a la description deerdiftes techniques d’analyse
utilisées lors de ce travail de these, les réesuiant présentés en trois parties :

1) Une étude, préalablement initiée au sein deerlaboratoire, visant a comparer les
niveaux d'expression des genes codant pour degimest de surface et des protéines
sécrétées entre la souchddfaecalisJH2-2 et les isolats cliniques V583 et MMH594 a
permis l'identification de plusieurs genes d'intébeux d’entre eux ont été retenus pour une
analyse plus approfondie (mutagenese et caradténigghénotypique).

2) Afin de comprendre les raisons pour lesquddleaecalispersiste lors d'infections,
nous avons essaye de comprendre, les causes@gstance au lysozyme. Ainsi, nous avons
mis en évidence l'implication dans la résistanc/sozyme d’une protéine responsable de la
modification du peptidoglycane pd&D-acétylation et nous avons également montré que
contrairement &. aureusla O-acétylation n'est pas le déterminant majeur adédstance au
lysozyme cheE. faecalis

3) Finalement nous nous sommes tournés vers gesdyes globales (électrophorése
bidimensionnelle de protéines, puce a ADN et cgblad'une banque de mutants
insertionnels) dans le but d’identifier de nouvealéterminants géniques participant aux

mécanismes de résistance au lysozyme Ehéaxecalis
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I. Principales caractéristiqgues du genreenterococcus et de I'especdaecalis

I. 1. Caracteres généraux

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positifsporulantes qui se présentent
sous forme de coques isolés ou arrangés en paires chainettes et dont le génome contient
un faible pourcentage en G+C (37,5 a 44 %). Ce gsim# organismes anaérobies
aérotolérants, oxydase et catalase négatives heteggeéne codant cette derniére enzyme de
détoxification existe dans leur génome (1). En 198és expériences d'hybridation
ADN-ADN et I'analyse des séquences des ARNrl6Spennis de montrer que les especes
Streptococcus faeciuet S. faecalistaient suffisamment distinctes des autres stregtaes
pour justifier leur transfert dans le geriteterococcug?2). A ce jour, 33 especes forment le
genre Enterococcus(3). Cependant, I'évolution des techniques de taxomoainsi que
I'intérét grandissant pour ce groupe de bactééssd augurer d'autres réarrangements
possibles dans la phylogénie de ce genre. Lescewigues ont une température de croissance
optimale de 35 °C bien que la plupart des espéeesedgenre peuvent croitre a des
températures allant de 10 a 45 °C. lls peuventi auskre en présence de 6,5 % de NaCl, a
pH 9,6, et ils survivent a un traitement de 60 “€hgant 30 min (certaines exceptions
existent quant a ces capacités). De part leur tta@uimétaboliser les sucres en produisant
(majoritairement) de l'acide lactique, les entéquas appartiennent également au groupe des
bactéries lactiques. La plupart des entérocoqueari@nnent au groupe sérologique D de la
classification de Lancefield (4).

En France, environ 75 % des souches d'entérocadeesifiées lors d'infections
nosocomiales appartiennent a l'espécéaecalis Par conséquent, la majorité des études sur
les mécanismes d'infection des entérocoques estensenéette espece.

I. 2. Niches écologiques des entérocoques

Les entérocoques sont des bactéries ubiquistesemies dans différentes niches
écologiques telles que l'intestin de 'homme etatémaux a sang chaud {100° CFU/g de
matiere fécale), plus rarement dans le vagin (5)aooavité buccale (6). On les retrouve
egalement dans les eaux usées, I'eau douce, Beaed le sol, sur les végétaux et chez les
insectes (7, 8). Plus exceptionnellement, leurgmés est signalée dans le tractus intestinal
des animaux a sang froid (batraciens, reptilessetates) (9).
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De nombreuses études ont établi daecalis est I'espece la plus communément
retrouvée parmi les entérocoques (10-12). Ainsséiné avec les excréments humains, les
déjections animales et les déchets domestidtieiaecalisse retrouve dans I'environnement
immédiat de I'homme. En raison de ses capacitésrédestance, cette bactérie est
communément utilisée comme indicateur de contamimdécale afin de tester la qualité

hygiénique des échantillons environnementaux (13).

I. 3. Utilisation des entérocoques dans l'alimentan

La présence d'entérocoques peut-étre détectéeddamsmbreux aliments comme le
Comté, la Mozzarella, différents fromages traditielsrde pays méditerranéens ou encore des
produits fermentés tels que des légumes ou desssasidpour une revue, voir (14)). Il a été
démontré que cette présence n'était pas toujouwrsadune contamination fécale (8). La
résistance des entérocoques aux températures deunision et leur adaptabilité aux
différents substrats et aux conditions de cultbesges et hautes températures, pH extrémes
et salinité) justifie gu'ils soient retrouvés, ausen dans les aliments a base de produits crus
(lait, viande...), que dans ceux e€laborés suite ea trtaitements technologiques. La
contribution des entérocoques aux propriétés orgatigues de ces aliments (par le
développement d'arbmes) et leur aptitude a prodiése bactériocines sont d'importantes
caractéristiques pour leurs applications en bioteldyie (15, 16). Par contre, la présence
d'entérocoques dans le tractus gastro-intestirahdiEnaux peut mener a la contamination de
la viande durant I'abatage et provoquer des phénesn&altération (17).

Les entérocoques peuvent aussi étre utilisés coproi@otiques (18, 19). Méme si
l'utilisation de souches k' faeciumet dE. faecalispour la composition de probiotiques a
usage humain reste limitée, les souchds @hecalis semblent plus largement utilisées
comme complément alimentaire pour animaux (18).u3ep004, 10 préparations contenant
E. faeciumsont autorisées en tant qu'additifs alimentair@ssd'Union Européenne dont
certaines sont considérées comme cliniguementae#ic dans la prévention des diarrhées
associées a la prise d'antibiotiques (20) ou datraitement des diarrhées infantiles (21).

Toutefois, l'utilisation d'entérocoques dans I'alitation reste controversée. Bien que
I'effet probiotique de certaines souches soit etagnt établi, I'émergence et I'augmentation
des maladies humaines attribuées aux entérocoglesr enultirésistance aux antibiotiques,
a soulevé des inquiétudes concernant leur utitisatans l'industrie alimentaire (19).

15



Analyse bibliographique

I. 4. Les entérocoques, des bactéries pathogengportunistes

Considérés comme anodins il y a une vingtaine éesnles entérocoques sont
maintenant clairement identifiés comme une desesaugjeures d'infections nosocomiakss.
font partie des pathogénes nosocomiaux les plusmoms, et sont responsables d’infections
urinaires ou intra-abdominales, d’abcés viscérade, pneumonies, de septicémies,
d’endocardites et de méningites (22, 23). Aux Ethiss, les entérocoques sont le troisieme
genre bactérien isolé lors de bactériémies (249 seconde cause d'infections nosocomiales
(25). C'est aussi le genre le plus souvent cit ddnfections de plaies chirurgicales dans les
unités de soins intensifs (26).

En France, d'aprés une étude publiée récemmerdanpastir 15803 cas d'infections
nosocomiales, les entérocoques ont été identibésne responsables de 6,4 % des cas, ce
qui leur confere le cinquiéme rang (27). Sur 64dckes d'entérocoques identifiees, 3,1 %
présentaient une résistance a la vancomycine,semi@nt moins de 0,01 % de la totalité de
ces infections en France.

La facilité avec laquelle les entérocoques acquotades résistances a des antibiotiques,
couplée a leur capacité de survie dans l'enviroeméntes rend spécialement adaptés pour
devenir des pathogénes opportunistes. L'accroisgent®s populations sensibles,
laugmentation de la durée d’'hospitalisation ¢arge utilisation des antibiotiques participent
aussi a ce phénomeéne.

Les infections a entérocoques peuvent provenir debremes sources, comme les
cathéters intra-veineux, urinaire ou biliaire, tEsps étrangers, les plaies chirurgicales ou
encorevia la cavité buccale (22, 28). Certaines études wsgianontré que les entérocoques
pouvaient étre transmis par les mains du persosmighant, le matériel clinique (29) ou

encore de patient a patient (30).

I. 4. 1. Résistance aux antibiotiques chez leéreabques

La remarquable capacité a résister aux antibictigles entérocoques leur confére un
avantage sélectif important pour survivre dans mwvirennement ou I'utilisation de ceux-ci
est massive.

Parmi ces antibiotiques, on trouve la vancomycineest I'antibiotique de dernier
recours lors de nombreuses infections causées @mrbdctéries & Gram positif. Les
entérocoques résistant a la vancomycine (ERV) tinidentifiés pour la premiere fois en
Europe en 1987 (31, 32) et 15 ans apres ils repasat 25 % des isolats d'entérocoques
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issus de patients ameéricains. Toutefois, I'épidéngiel des infections a ERV differe en
fonction des pays. En effet, leur proportion ennEeaest restée assez faible avec une
prévalence de 3 % sur l'ensemble des entéroco@1®s L(a démonstration récente de la
transmission, chez I'homme, de cette résistanceatitérocoque a une souche3®leaureus
résistante a la méthicilline chez deux patientsraai@s souligne le danger potentiel de la
coexistence dans le méme réservoir de ces deuxgaatbs (33).

Lors d'infections sévéres a entérocoques, lesetnaits usuels consistent en la
combinaison d'ampicilline et d'aminoglycosides (gertine) qui sont connus pour avoir un
effet synergique. Dans les cas causés par des HRMprtes doses d'ampicilline et de
sulbactam, de chloramphénicol ou de doxycyclinecave nouvel antibiotique comme la
quinupristine-dalfopristine ou le linézolide peut-étre utilisés. Toutefois, des souches

résistantes pour chacun de ces antibiotiques gaede identifiees (34).

I. 4. 2. Mécanismes d'infectiom vivo

Les raisons pour lesquelles une bactérie commepsaliedevenir pathogéne ne sont
pas encore bien comprises. Une des hypothéses gaedlapparition d'une perturbation dans
I'équilibre héte-commensal permette aux bacténesstinales de gagner des sites extra-
intestinaux et provoquer une infection. Cette situmpeut étre générée par des traitements
aux antibiotiques, une blessure chez I'héte ou alté&ation du systeme immunitaire. En
effet, ce désequilibre pourrait mener a la trarsion des micro-organismes de la lumiére
intestinale vers le systéeme sanguin et causer usserdination systémique (35). Lors
d’infections endogénes réalisées akketaecalis Wells et ses collaborateurs (36) ont proposé
un modele dans lequel, ces bactéries seraienpoegss de I'intestin aux systemes sanguin
et lymphatique par I'intermédiaire de cellules Bgitales intestinales ou de macrophages.
Cette hypothése implique §u'faecalissoit capable de survivre a l'intérieur des macages
et plus généralement dans les cellules phagocytdirertaines études étayent cette théorie :
en effet, il a été démontré grace a un modeleettiitn intra-péritonéal, da: faecalisest
capable de persister plus longtemps dans les magephde souris que dautres
microorganismes saprophytes de la flore intestioalemelLactococcus lacti®u une souche
d'Escherichiacoli non pathogéene (37). Cette capacité de survie, enédgrstress générés par
les cellules phagocytaires (stress oxydant, steiste, agression de la paroi par des enzymes
tels que le lysozyme), montre encore l'extraorden@apacité &. faecalisa résister aux

agressions de I'environnement.
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I. 4. 3. Facteurs de virulence cHezfaecalis

Les facteurs de virulence sont définis comme das@hts qui augmentent la capacité
du microorganisme a provoquer la maladie : ils ot pas indispensables a la survie de la
bactérie mais diminuent son potentiel pathogersgldils sont absents (38). Ces facteurs ont
pour role de permettre I'adhérence aux cellulesshét a la matrice extra-cellulaire, faciliter
l'invasion des tissus, moduler la réponse immueitat inflammatoire et causer des
dommages par l'intermédiaire de toxines. Bien guedthogénicité des entérocoques soit
discutée dans certaines situations, des facteuvirulence ont été décrits dans des modéles
expérimentaux, mais les données concernant lequdrice dans les isolats cliniques sont
rares. De plus, la relation entre présence dudacte virulence et gravité de la maladie n'est
gue peu soulignée. La liste des principaux factdargirulence identifiés chdz. faecalisest
présentée dans le Tableau 1. Toutefois, les résudfatenus lors de l'infection avec des
souches portant ou non trois facteurs de virulghémolysine, substance d'agrégation et
gélatinase) montrent que ces facteurs, bien quaggt la maladie, n'expliquent pas a eux
seuls le pouvoir pathogene des entérocoques (39).

En plus de ces facteurs de viruleficdaecalisposséde des capacités physiologiques lui
permettant d'accroitre son caractére pathogenmileas capacités on peut citer celles :

- de passer a un état viable mais non cultivabBN®) (40) qui semble lié a la capacité
de persister dans l'organisme lors d'infectionsmigues (41)

- de former des biofilms qui permet entre autredeniser des surfaces, de se protéger
de l'action des substances antimicrobiennes, deemBaihésion et l'invasion aux cellules
hotes (42).
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Tableau 1 : Facteurs de virulence chek. faecalis.

Facteur Role Référence

Conjugaison : dissémination des génes de résistaraex

9O : (39, 43)
antibiotiques et facteurs de virulences
Conjugaison : Protéine de surface dont I'expressgtrinductible

par les phéromones et qui permet l'agrégation ddkiles et (43)
I'adhésion aux cellules intestinales de I'héte

Phéromones

Substance
d’agrégation (AS)

EfaA Adhésine : Antigéne de surface, interviens Idlendocardites (44)
Ace g?gseslne: Adhésion au collagéne, exprimée en tondi de (45)

Adhésine : Adhésion et contournement du systémeuimitaire de

Esp I'hote et formation de biofilms

(46)
Acides lipotéichoiques Récepteurs de I'AS, adhésion aux cellules eucasyotde dans

(LTA) I'apoptose de certaines lignées cellulaires comameriacrophages

Endopeptidase extracellulaire : hydrolyse la gééatle collagéne
Gélatinase (GelE) et I'hémoglobine. Géne co-transcrit av@wrE, codant une sérine (47, 48)
protéase

Lyse cellulaire : activité sur les macrophages,éisghrocytes ou (49)
les bactéries a Gram positif

Biosynthese de polysaccharides : role dans la eudens les

(39)

Cytolysine/hémolysine

Epa, Cps cellules phagocytaires (50)
ESIAC Systeme a deux composants : controle I'expressogdalE et (47)
SprE
Gls24 Protéine générale de stress (51, 52)

[I. Paroi des bactéries a Gram positif

La paroi bactérienne (Figure 1) est une structaseifhante, simple de conception et a la
fois sophistiquée et complexe dans son assemblajte structure est si indispensable chez
les bactéries qu'elle est historiquement la cildée des thérapies antibactériennes. Cette
structure est aussi considérée par certains conamearactéristique deéfinissant le regne
Bacteriadans sa globalité (53). Congue pour résistempaidasion de turgescence exercée par
la cellule bactérienne, la paroi doit étre assglei pour fournir une intégrité physique a la
cellule mais aussi suffisamment flexible pour petreeson expansion. Ces propriétés sont
conférées par différents types de peptidoglycari®) @nt les plus notables sont ceux des
bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Le Btdié de maniére covalente ou non avec
des acides teichoiques, des polysaccharides gprd&&ines. L'ensemble de ces molécules

confére aux bactéries des parois avec des prappétfpres a chaque espéece voire a chaque
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souche. Pour les pathogénes, la paroi contribugdgraent a leur virulence, leur interaction
avec le systeme immunitaire, le développement dgtymes chez I'h6te... Bien que la paroi
bactérienne ait été le sujet de nombreuses étadeshserve un regain d'intérét pour celle-ci
suite a la mise en évidence récente de processyd@xes impliqués dans son assemblage et

sa structure.

Acide Acide
Peptidoglycane S-laver lipotéichoique Polysaccharide téichoique

101ed

addojanug

anbiwse|dolfo
auelqwaN

Figure 1 : Représentation schématique de I'envelogpd'une bactérie a Gram positif.

La bicouche phospholipidique renfermant des pretincorporées est recouverte par plusieurs coutEh&s
formant une carapace comprenant des polysacchaddsscides téichoiques, lipotéichoiques, lefieut-étre
entouré par une couche externe de protéines deSyypger. Pour la clarté, les protéines associdagaroi ne
sont pas représentées (54).

II. 1. Le peptidoglycane (PG)

Le PG est une structure macromoléculaire continoeglisée a l'extérieur de la
membrane cytoplasmique de presque toutes les éuieacet qui se retrouve exclusivement
dans ces organismes (55). Sa principale fonctiondespréserver l'intégrité cellulaire en
résistant a la pression osmotique interne. Il assiaresponsable du maintien d'une forme
cellulaire définie et il est intimement impliquéndale processus de division cellulaire (56).
Son absence chez des cellules placées dans un myjtonique entraine le phénomene de
turgescence et aboutit a la rupture de la membogioglasmique. Sous certaines conditions,
des cellules déficientes en PG peuvent étre maietesous forme de protoplastes ou de
sphéroplastes, mais elles perdent leur forme etivasion cellulaire est entravée ou

grandement perturbée.
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Il. 1. 1. Structure du PG

Les principaux composants de cette macromolécui¢ des chaines de glycanes
linéaires, relieées entre elles par des petits gept(Figure 2). Les chaines de glycanes sont
composées par l'alternance d'unités de N-acétyighmine (NAG) et d'acide
N-acétylmuramique (NAM). Toutes les liaisons enles sucres sont de typggl-4. Le
groupement carboxyle de chaque NAM est substitué@ipa sous-unité peptidique qui est le
plus souvent de type : L-alamyb-glutamyl-diaminopimelyl(ou
L-lysyl)-D-Alanyl-D-Alanine dans un PG natif et gpeut par la suite perdre un ou les deux
résidus D-alanine aprés maturation. Les chaind3Glgoisines sont interconnectées soit par
une liaison peptidique directe entre une sous-ymgpidique d'une chaine avec une autre soit
par un court pont peptidique entre deux sous-upigpsidiques. Bien que la composition des
peptides puisse varier énormément d'une espécautie|' la composition du squelette
carbohydrate est généralement considérée commecétastante.

Figure 2 : Représentation schématique de la structa du PG d'E. faecalis.

G = N-acétylglucosamine ; M = acidd-acétylmuramic ; L-ala = L-alanine ; D-ala = D-ala D-iGIx :
D-isoglutamine ou D-isoglutamate ; L-Lys : L-lysin®-Ac : O-acétylation.

II. 1. 2. Biosynthése du PG

La biosynthese du PG a été étudiée chez de nomboegenismes et une vue
d'ensemble valide pour les bactéries a Gram posttihégatif a émergé (57-62). La
biosynthese d'une molécule aussi complexe que lend@eut se faire en une seule étape

réactionnelle simple. Deux principales étapes gmmtéralement distinguées. La premiére
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concerne l'assemblage de l'unité dissaccharidedgephonomériquevia une série de
précurseurs UDP (Uridine 5'-phosphate) et d'intéiaées lipidiques (Figure 3). 6 étapes
cytoplasmiques (catalysées par les protéines MurMudF) ménent a la formation de
précurseurs UDP-NAM-pentapeptide a partir de UDRENA

Paroi
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Figure 3 : Biosynthése des acides téichoiques et E.

Les biosynthéses du PG et des précurseurs des aéidieoiques sont respectivement représentéés gauche

et la droite du schéma. La convergence des deweswars le substrat commun undecaprenyl-phosplsate e
marquée par un rectangle noir. La distinction elgsecompartiments cytosoliques, membranaires ri¢tpax

est représentée par les lignes grises. Il est @ mpte la polymérisation des acides téichoiqudfestae de
maniére intra-cellulaire alors que celle du PGririent a I'extérieur de la cellule. Schéma tirg6i&).

Ensuite le transfert de la partie phospho-pentigeNAM a I'accepteur membranaire,
le undecaprenyl-phosphate, est catalysé par lasféa@se MraY et rejoint le lipide |I.
L'addition de NAG au lipide | par la transféraserdumene au lipide 1l ; qui porte l'unité
monomerique disaccharide peptide compléete : NAG-NAMIa-y-D-Glu-Azpm(ou
L-Lys)-D-Ala-D-Ala (A,pm, Acide diaminopimélique). Durant la formation sde
intermédiaires lipidiques, la sous-unité peptidigpeut subir différentes modifications

(amidation, addition d'autres acides aminés..ipntdrmediaire lipidique final est transloqué
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par un mécanisme inconnu a travers I'environneimghtophobe représenté par la membrane
jusqu'aux sites d'incorporation externe des umit@someériques dans le PG en croissance. Ce
mécanisme impliquerait les enzymes RodA et FtsW. (64)

La seconde étape de synthese du PG concerne lmridgtion des monomeres a
I'extérieur de la surface de la membrane cytoplqgeniet I'accrochage du matériel
nouvellement synthétisé a ceux déja présents (Eiglur Cette action est effectuée par les
PBP (penicillin binding protein) dont font partiesl glycosyltransferases qui catalysent la
formation des chaines linéaires de glycanes dtdespeptidases qui catalysent la formation
des ponts peptidiques (65).

Des modifications de la structure du PG par ajoutedrait de groupements acétyles ont
été observées et caractérisées mais cette padigraiéée plus en détail par la suite.

II. 1. 3. Cytosquelette et biosynthése du PG

Les procaryotes ont été depuis longtemps consid#nésne dépourvu de structure
interne organisée et de cytosquelette. La morpimlogliulaire a traditionnellement été
considérée comme étant déterminée par la parai {@dxefois, la maniére par laquelle le PG
permet la détermination de la forme de la cellddeait pas été élucidée. C'est en 2001 que
fut découvert la premiéere protéine participant anlerphogenése bactérienne (67, 68). Ce
géene, nomménreB est un homologue éloigné de l'actine, que I'dronee dans la quasi
totalité des génomes bactériens séquences. Cettanar a la capacité de s'auto-assembler en
filaments hélicoidaux localisés juste en-dessous diece interne de la membrane plasmique
(69). Il a été montré que linsertion de PG néotsdtisé cheB. subtilis suivait la méme
forme hélicoidale (70). Il a ensuite été démontré BireB formait un échafaudage contrélant
la forme cellulaire en dirigeant la synthese depdaoi. Ce gene semble essentiel pour la
plupart des bactéries. De plus, il semblerait easeprotéines MreC et MreD dont les genes
sont exprimés en opéron avec le géne codant Mmfefraient un complexe au niveau
membranaire qui recevrait les informations strualtes des pseudo-filaments d'actine formés
par MreB et transmettrait cette information aux PBIA d'orienter les sites d'incorporation
du PG néosynthétisé (Figure 4).

La protéine FtsZ quant a elle, est un homologue tdmilines eucaryotes qui
s'assemblent en une structure en forme d'anneaniveau du septum de division (71). Cette
protéine joue un rdle essentiel dans la divisiolulegre et dans le recrutement de la

machinerie de septation (72).
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[I. 1. 4. Caractérisation d'un périplasme chedbbagéries a Gram positif

La notion de périplasme, chez les bactéries a Gragitif, a déja été suggerée mais
jusqu'ici aucun espace périplasmique n'avait &@eréent observé. Grace a une technique de
microscopie électronique a cryo-transmission eteépnéparation des échantillons basée sur
une méthode de vitrification cellulaire, MatiasBetveridge ont montré pour la premiére fois
I'existence d'une zone de 22 nm pouvant correspoadun espace périplasmique chez
B. subtiliset S. aureug73, 74) (Figure 4). Cet espace suffisamment @@ contenir un
complexe protéique de la taille d'un ribosome skaifacilement imaginer que la synthése du
PG soit dirigée par un complexe protéiqgue composBRIes et d'hydrolases, dont l'activité

serait dirigée par les éléments du cytosqueletteban (63).

Peptidoglycane

Périplasme

Membrane cytoplasmique

Figure 4 : Représentation schématique du modeéle ddaemblage du PG cheB. subtilis.

Cette vue conceptuelle représente une sectiorveesae de la paroi d®. subtilistelle qu'elle a été décrite par
Bhavsaret al (63). Ce modéle incorpore le concept d'une immsertdu PG dirigée par le cytosquelette
(représenté en rouge) et celui de l'existence dspace periplasmique (représenté en jaune). Le lerenp
multiprotéique du cytosquelette composé de MreBe®let MreD transmet les informations sur l'orgaiosa
spatiale du cytosol vers le complexe de bio-symthdis PG situé dans le périplasme (représenté éj eter
composé de PBPs, d'hydrolases du PG (MItA) et dfaazde repliement (MipA). Les LTA (représentés en
marron) sont ancrés dans la membrane, traversspalte périplasmique et s'étendent dans le PGh@@ses de
glycanes et les ponts peptidiques sont représeesgectivement par des lignes noires épaissesseligies
noires fines). Les wall teichoic acids (WTA) et leggments transmembranaires des PBPs ne sont
volontairement pas représentés.
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Il. 1. 5. Architecture du PG

Malgré des études de diffractions, menées il y airemv20 ans, la structure
tridimensionnelle du PG n'avait jusqu'ici pas eeceété élucidée (75). La conception
classique de l'organisation du PG correspond & a#lin réseau horizontal de chaines
polysaccharidiques entourant la cellule, reliéesreerelles par les ponts peptidiques.
Cependant, certains auteurs ont proposé a patudegs basées sur la réesonance magnétique
nucléaire, un modele alternatif, dans lequel lese@it composé de chaines perpendiculaires

a la membrane, formant ainsi, un échafaudage ornieecté par les chaines peptidiques (76).

II. 1. 6. Rble du PG dans la pathogenese

Le PG est connu comme étant un effecteur biologiomertant possédant différentes
activités stimulatrices telles que des propriétadjdvant (77), d'activateur de macrophages
(78), de modulateur du sommeil a ondes lentesg§@Q,d'inducteur d'arthrites (81) ou encore
de cytotoxique (82). La plupart des molécules dédiant ces effets sont des petits fragments
de PG, appelés muropeptides, qui dérivent de laramaiécule du PG et résultent
certainement d'un processus de turn-over de dettefire. Ces muropeptides sont le résultat
de l'action de D,D-carboxypeptidases et d'hydrelagsependant, il y a encore quelques
années, peu de choses étaient connues a propasramiere dont le PG provoque une telle
variété de réponses chez I'h6te. En 1996, la premi®téine eucaryote reconnaissant le PG
a été identifiée chez le ver a soie (83) et nomRBRP (peptidoglycan recognition protein).
Par la suite, ces molécules ont aussi été idesdiféhez les mammiféres. En 2003, des
avancées majeures ont eu lieu, dans l'identificadies récepteurs cytosoliques, connus en
tant que "nucleotide-binding oligomerization domaiiNod1l et Nod2), comme senseurs
exclusifs de muropeptides (84-88). En effet, Nodl econnait
NAG-NAM-L-alaniney-D-glutamatemes®AP et Nod2 reconnait
NAG-NAM-L-alanine-D-glutamate.

Etant donné que les récepteurs PGRP et Nod recsemai des produits de
dégradation du PG, la détection de celui-ci patéhequiert préalablement un traitement du
PG soit par des hydrolases bactériennes endogamiepar des enzymes de I'héte pour que
les récepteurs se lient a leurs agonistes. Paréqaest, n'importe quel mécanisme qui
prévient le relargage de ces muropeptides ou neodiéfur structure peut constituer un

mécanisme d'évasion du systeme immunitaire inné (89)
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II. 2. Les acides téichoiques

En marge du PG, la paroi bactérienne de la plugest bactéries a Gram positif
contient des acides téichoiques (TA) qui peuvemesenter de 30 a 60 % du poids total de la
paroi (90). Les acides téichoiques comprennent ¢iésxde maniére covalente a la paroi
(wall teichoic acids, WTA), et ceux liés de mani@®@valente aux lipides membranaires
(lipoteichoic acid, LTA).

Les TA avec le PG constituent une matrice polyanqio® qui confére a la paroi ses
fonctions d'élasticité, de porosité et de résistaada pression (90). Il existe une grande
diversité dans la composition de ces polymérestalbess especes, telles guactococcus
lactis, n'ont pas de WTA mais seulement des LTA (54). hastéries ne possédant pas de
LTA, possedent généralement d'autres polymeres ignies ayant des fonctions similaires
comme des lipomannanesMitrococcus lysodeikticys (91) ou des lipoglycanes
(Bifidobacterium bifidurp (92). Un autre exemple de limportance de cesyrpetes
anioniques est que ch8z subtilis une carence en phosphate provoque un remplaceieent
WTA par un polymére d'acides téichuroniques quidégtourvu de phosphate (93). Chacun
de ces exemples illustre le réle crucial de cegyrmpétes anioniques pour la croissance

bactérienne.

[I. 2. 1. Composition des WTA et des LTA

Les WTA ont une importante variabilité de compasitiCe sont généralement des
polyméres anioniques de glycerol-phosphate, déoliphosphate ou de glucosyl-phosphate,
reliés au PG (94). La liaison au PG est effectideupe unité ManNap-4)NAM, reliée a
un NAM du PG par une liaison 1-6 phosphodiestegyfé 5) (95). Une a trois unités de
glycerol-phosphate sert de pont entre I'unité disdin et le polymére anionique composé de
15 a 60 sous-unités. De part la présence des grme phosphates et carboxyl (CR®es
polymeres ont une charge globale négative.

Les LTA sont généralement des polyméres anionigeeglycerol-phosphate liés a une
ancre membranaire glycolipidique de type Glucp$ef)Glucosefl-3)diacylglycerol. Il peut
toutefois exister des LTA constitués de monomeéres Gid-Gal-Gro-P (Gro-P pour
glycerophosphate) ou de Gal-Gro-P (94).

Selon les bactéries ces chaines peuvent étre teidlestiau niveau des groupements
hydroxyl libres par des groupements, D-alanine, NAjglactose (LTA) ou glucose (WTA)
(90).
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A) Acides téichoiques pariéthaux (WTA) B) Acides lipotéichoiques de type |
| poly (Alditol-P) |—|unité de Iiaison|—| peptidoglycan% | Poly (Gro-P) |—| glycolipide
1. unité de liaison 1. ancre glycolipidique
0 1) OH OH °
i I o L
TR TR
“OH (e} “oH oM Ho NHAG (IZ o :H \X/OTI/\/\/\/\N\/V
2. poly (Gro-P) 2. poly (Gro-P)

3. substituants (X)

H- o —GlcNac-
D-alanyl- o —Gal-

3. substituants

poly (Gro-P) (X) poly (Rbo-P) (X)
D-Alanyl- D-Alanyl-
o —Glucosyl- H-
H- poly (Rbo-P) (Y)
a-GIcNHAc-
B-GlcNHAc-

Figure 5 : Structure des WTA et des LTA.
A) Structure des WTA. B) Structure des LTA. Adaptpartir de (90).

Il. 2. 2. Synthese des WTA et des LTA

A l'exception de I'ajout des D-alanyl, les WTA &$ ILTA sont synthétisés par des voies
différentes (96). En effet, pour des bactéries cerBmsubtilis186 qui ont des WTA et des
LTA composeés d'unités de Gro-P, la source de cegsudiffere pour chacun des polymeres.
De part la difféerence d'origine des unités Gro-Res Ichaines ne sont pas

stréréoisomériquement identiques. Les LTA ne sont ¢gas les précurseurs des WTA (90).

II. 2. 2. a. Synthése des WTA

Les genes de la voie de biosynthése des WTA ontiérdifiés cheBacillus et ont
été annotésagABDEFGHO(63). D'apres le modele proposé, la biosyntheseMEA peut
étre divisée en trois étapes : i) synthése de iaReManNAc-NAG, ii) polymérisation des

polyols et iii) assemblage du polymére au PG (K@)t
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Durant la premiére étape, la synthese de Il'ancMafNAc-NAG fait intervenir
successivement TagO qui transfert un NAG-1-P d'urDPUWNAG vers un
undecaprenyl-phosphate ancré a la paroi (intervesassi lors de la synthése du PG) puis
par I'action de TagA qui transfert un ManNAc (proaet de la conversion de UDP-NAG en
UDP-ManNAc par MnaA) de 'UDP-ManNAc au groupeméstydroxyl du NAG.

Lors de la deuxieme étape, un GroP couplé par Tagd une cytidine monophosphate
(CMP) est ajouté sur le groupement 4-hydroxyl dunMAc par TagB. Le composé ainsi
formé est ensuite utilisé par tagF comme précurgaur la polymeérisation des autres
monomeéres GroP.

La glucosylation du polymere par TagE et I'expartpblymeérevia un transporteur de
type ABC, TagGH, compléte cette biosynthese indlaitaire (63).

Les enzymes catalysant I'assemblage du polyméresyrtrétisé au PG restent encore a

identifier.

II. 2. 2. b. Synthése des LTA

Contrairement a la voie de synthese des WTA, cde LTA reste tres peu
documentée. En effet, bien qu'elle ait été dédedjeuis de nombreuses années, il y a peu de
géenes identifiées comme intervenant dans cette bibége. L'assemblage de ce polymere
peut se diviser en trois étapes : i) synthese dacie lipidigue membranaire, ii)
polymérisation et iii) translocation (Figure 6).

i) Le diglucosyldiacylglycérol est synthétisé awedu du cytoplasme bactérien par
'enzyme YpfP, qui permet le transfert du glucosels diacylglycérol a partir d’'un substrat
UDP-Glc (97). De plus il a été mis en évidence dBezubtilisque lI'a-phosphoglucomutase
(PgcA) (98) et 'UTP:a-glucose 1-phosphate uridyltransferase (GtaB) @étaiuis pour la
synthése de 'UDP-GIc (99).

i) I a été montré que les diacylglycérol-P denembrane lipidique étaient les
donneurs de Gro-P pour la synthese de LTA (100,).10ds mecanismes et les genes
impliqués dans la polymérisation des Gro-P resiedentifier.

iii) A notre connaissance la seule protéine idedifcomme impliquée dans les
mécanismes de translocation est la protéine Ltakilitta le transport du
diglucosyldiacylglycérol a travers la membrane claemique et délivre ainsi le

diglucosyldiacylglycérol comme substrat pour latbgse des LTA (102).
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~»ADP
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Figure 6 : Voie de biosynthése des acides lipotémiques(54).

II. 2. 3. D-alanylation des TA

Les résidus D-alanyl ester protonnés sont un destifuants principaux des TA pour
de nombreuses bactéries a bas GC%. De par la pegde&m grand nombre de groupements
phosphates sur les TA, ceux-ci ont un fort carac@mionique et la modification de ce
polymére par des D-Alanine, qui apportent un grouget amine (-NH3 chargé
positivement, permet de neutraliser partiellemetteccharge. Les résidus D-alanyl sont liés
de maniere covalente aux TA par une liaison esgedegré d'alanylation des TA peut varier
de 0 a 0,88 en fonction des souches et des camsligiovironnementales (90). Il faut toutefois
noter que les WTA et les LTA dB8treptococcus pneumonigmssedent a la place des
D-alanyl des substituants phosphorylcholine (103).

La D-alanylation des TA nécessite 4 protéines cedgar les genes de l'opéron
dItABCD. Les protéines DItABD permettent I'exportation ldeD-alanine a I'extérieur de la

bactérie, ou la réaction de D-alanylation des TiAcatalysée par DIt (90).
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Trois roles principaux on été attribués aux D-aldry :

- moduler I'activité des autolysines (par modulatiera charge de surface)

- maintenir I'homéostasie cationique et particigerl'assimilation des métaux
cationiques

- définir les propriétés électrochimiques de laopar

En fonction des especes, les résidus D-alanyl ntméntrés comme intervenant dans

de nombreux autres phénomeénes tels que : la msistaux peptides cationiques
antimicrobiens (cationic antimicrobial peptides, l@R), I'adhésion, la formation de biofilm,
la tolérance au stress acide, I'agrégation de®fest le repliement protéique, la résistance

aux antibiotiques, la sensibilité aux UV et la \@nce (90).

Il. 2. 4. Réle des TA dans la physiologie bactémi

En fonction des études, les TA ont été décrit conétamt essentiels tel que chez
B. subtilis (104) ou chez.isteria monocytogenegl05), ou cruciaux pour la physiologie
bactérienne puisque des mutants dépourvus de WTAEéEN récemment obtenus chez
B. subtilis(106) etS. aureuqg107) bien que ces mutants soient gravement afetans leur
morphologie et leur croissance.

Les TA contribuent de différentes maniéres a laspiiggie bactérienne et bien que leur

réle ne soit pas encore totalement clair, plusiamstionnalités ont été proposées :

- capteur de cations grace a leur caractéristigienaue (108, 109)

- réservoir de phosphate pour les polyméres deghyou ribitol phosphate (54)

- créer un gradient de pH a travers la paroi pquastration de protons (110)

- impliqués dans la régulation de l'autolyse peaitfon aux PG hydrolases cationiques
(111)

- médiateurs de l'attachement non covalent degipest du S-layer au PG (112)

- implication dans l'adsorption des phages (113)

- participent a I'hydrophobicité de I'enveloppeldaire et par conséquent aux

propriétés adhésives (notamment cBefaecalidors de la conjugaison bactérienne) (114).

Il. 2. 5. Réle des TA dans la pathogénicité

Les TA peuvent étre relachés dans le milieu exdépeincipalement aprés bactériolyse
induite par les peptides cationiques (dont le lyso) et les béta-lactames. lls se lient aux

cellules cibles soit non spécifiguement aux memizrapbospholipidiques, ou bien
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spécifiguement aux récepteurs CD14 et aux réeceptéall-like (115). Les TA liés a ces

cibles peuvent interagir avec les anticorps cimtiuéd activer la cascade du complément pour
générer un phénomeéne d'induction de mort cellutdiez I'h6te. Les TA déclenchent aussi la
production par les neutrophiles et les macrophajespéeces réactives de l'oxygéne, de
monoxyde d'azote, de protéinases, de peptideshggies antimicrobiens... qui peuvent agir
en synergie pour causer des dommages cellulaiiesi, Aes TA partagent de nombreuses
propriétés pathogéniques avec les endotoxines oflieaccharides) et peuvent-étre

considérés comme des facteurs de virulence ayar@l@mmportant dans les infections et les

séquelles post-infection (116).

Il. 3. Les protéines de surface bactérienne et lggotéines sécréetées

Les protéines de surface jouent un réle importansda physiologie bactérienne car
ce sont elles qui, entre autres, régulent l'intemacavec I'environnement, facilitent I'import
de nutriments, lI'export de produits toxiques etppuiticipent a I'adhésion et la colonisation.
Pour étre associées a la surface, ces protéinebétigées dans le cytoplasme, doivent
emprunter des voies de translocation communes l@sceles protéines sécrétées. Ce
paragraphe traitera donc aussi bien des protéinesurfi@ce bactérienne que des protéines
sécrétées dans le milieu extérieur. Apres une Vaaseémble des différentes voies de
sécrétion, nous détaillerons les différentes lsa#ibns subcellulaires ainsi que les signaux

permettant 'adressage des protéines.

Il. 3. 1. Voies de sécrétion

De nombreux travaux ont été effectués sur la séargtrotéiqgue notamment chez
B. subtilis mettant en évidence des mécanismes conservéseqblent valables pour la
plupart des bactéries a Gram positif. Il résultecde études 4 voies principales permettant
I'export de protéines a partir du cytoplasme (Fégd). La voie permettant la sécrétion du
plus grand nombre de protéines est de loin la deiesécrétion de type Sec. Au regard de
cela, les voies de translocation Tat (twin-argintiramslocation), d'export des pseudopilines,
et des transporteurs de type ABC (ATP-binding déssepeuvent étre considérées comme

des voies spécifiques par lesquelles seulementtitmpenbre de protéines transite.
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Figure 7 : Voies d'export protéique cheB. subtilis (117).

Les protéines synthétiseées par les ribosomes peldtem exportées de difféerentes
manieres en fonction de la présence (+SP) ou tesefee (-SP) d'un peptide signal
N-terminal de sécrétion (voir ci-dessous) et laspnee de signaux de rétention spécifiques
(Figure 7). Les protéines dépourvues de peptidaakigestent dans le cytoplasme. Les
protéines devant étre retenues sur la face extdena membrane cytoplasmique peuvent
contenir un segment transmembranaire (TM) ou uneiffoation lipidique (lipobox). Elles
sont exportéesia les voies Sec ou Tat en fonction de la présenadediabsence d'un motif
twin arginine (RR). Les pseudopilines sont expatpar le systtme Com. Les protéines
devant étre maintenues au niveau de la paroi pe@wenexportées par les voies Sec ou Tat.
Pour étre retenues au niveau de la paroi, lesipesténatures doivent posséder des signaux
répétés de liaison a la paroi (cell wall-bindingeats : CWB). De plus, des protéines
peuvent-étre sécrétées dans le milieu par les \#éesou Tat, ou par des transporteurs de
type ABC.

Les peptides signal (Figure 8) sont généralemenposés de trois domaines distincts

(118). Le domaine N-terminal contient au moins @ésidu lysine ou arginine, dont la
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fonction serait d'interagir avec la machinerie danglocation et les phospholipides de la
bicouche lipidique, chargés négativement (119).dGmaine N est suivi par le domaine H
(pour hydrophobe) constitué d'une suite d'acidemé@snhydrophobes pouvant adopter une
conformation en hélice-a travers la membrane. Au milieu de ce domainegdpftbbe, on
retrouve souvent un résidu glycine ou proline guivpque une « cassure » de I'nélicet
permet la formation d'une structure en épingleevebx pouvant s'insérer dans la membrane.
La présence de résidus cassant I'nélice a la fishoduaine H est présumée faciliter le clivage
par les signal peptidases (120). Il a été propasel'qbsence de cette boucle provoquerait
une insertion compléte de ce signal dans la merebfEt®). Le dernier domaine composant
un peptide signal est le domaine C (pour C-temire&dst ce domaine qui contient le site de
clivage du peptide signal par les signal-peptida€etles-ci séparent le peptide signal de la
protéine mature exportée, pendant ou juste apiearislocation. Finalement, la partie mature
de la protéine est relachée de la membrane etgpeutepliée dans sa conformation native.
Malgré leurs similarités de structure, de petitesiatians des peptides signal peuvent
provoquer l'export de la protéine par différentedes et/ou vers différentes destinations
(118).

Peptides signal Twin-Arginie (KR/RR)

N H c
Tat G REETE IR
+1

Peptides signal de type Sec
N H

G ra aln

+1

Sec

Peptides signal lipoprotéique

N H c
(T (e ) —
- +1

Figure 8 : Représentation des trois principaux type de peptides signal avec leurs caractéristiques.

Le premier groupe de peptides signal comprend ammportant deux arginines (ou d'une lysine et une
arginine), ils sont appelés peptides signal twiirane. lls sont exportés par la voie Tat (121). dexond
groupe (le plus représenté) est celui des pepsides| classiques ne présentant pas de motifsdvgimine, ils
sont sécrétés par la voie Sec. La troisieme clessprésente en N-terminal des prélipoprotéinespoatéines
sont d'abord exportées par la voie Sec, puis larslidage du peptide signal, elles sont ancréessaligides
membranaires par le résidu cystéine (117).
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Il. 3. 2. Protéines liées a la membrane

Il. 3. 2. a. Protéines transmembranaires

Une protéine est dite transmembranaire lorsqu'allererse au moins une fois
entierement la membrane cytoplasmique, par l'inddisire d'une série d'acides aminés
hydrophobes enchassés dans la bi-couche phospliglipi Ces zones nommées "segments
transmembranaires”, n'ont pas réellement de cotdsade séquence mis a part une longueur
minimale de 12 aa et une forte hydrophobicité. @reséines membranaires peuvent avoir de
nombreuses topologies en fonction du nombre de eegntransmembranaires et de leur
positionnement le long de la séquence protéique)(12

II. 3. 2. b. Lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des protéines liées de mmriévalente par une cystéine
N-terminale a un lipide membranaire. Elles sonactirisées par la présence d'un peptide
signal spécifique contenant une séquence conserwgenée lipo-box. Celle-ci contient
invariablement un résidu cystéine situé juste afmeésite de clivage du peptide signal (117).
Aprés la translocation du précurseur prolipoprotélfemzyme lipoprotéine diacylglycéryl
transférase (Lgt) ajoute le groupement diacyl glyiced'un glycérophospholipide au
groupement SH de la cystéine de la lipo-box (1R8)groupe diacylglycéryl est inséré dans
la bicouche lipidique de la membrane cytoplasmicgumepéchant le relargage de la protéine
dans le milieu extracellulaire. Une signal peptelde type Il clive alors le peptide signal,
relachant ainsi la protéine mature (118). La lijpbpine est ensuite amino-acétylée sur le
résidu N-terminal par une phospholipide/apolipo@ire transacylase (Lnt) provoquant
I'accrochage de la protéine aux acides gras aehéingues de la membrane (124).

Les lipoprotéines peuvent étre impliguées dans laige gamme de fonctions
physiologiques en tant que transporteurs, adhésnéegepteurs, enzymes ou facteurs de

virulence (125).

Il. 3. 2. c. Protéines ancrées dans la membrane

De nombreuses protéines sécrétées dans le miliga-astlulaire, possédent un
peptide signal de sécrétion. Celui-ci permet I'sslige et la translocation de la protéine a
travers la membrane cytoplasmique. Ce peptide kigrtarminal est classiquement clivé,
durant le processus de translocation par une syggmaidase, permettant la libération de la

protéine dans le milieu extracellulaire. Certaipestéines, bien que possédant un peptide
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signal de sécrétion, ne possédent pas le siteivlgel reconnu par la signal peptidase. Par
conséquent, la protéine une fois transloquée captagme vers le périplasme reste accrochée
a la membrane par le segment hydrophobe du pepiigeal (117, 118, 126). De plus,
certaines protéines possédant un peptide signakédeétion susceptible d'étre clive,
contiennent aussi un domaine transmembranaire &ugpitaire en position C-terminale qui

peut fonctionner comme motif d'ancrage a la memb{ahe).

Il. 3. 3. Protéines liées de maniere covaleniasparoi

A ce jour, le seul mécanisme connu permettant iash covalente de protéines au
PG des bactéries a Gram positif, requiert un nuaiboxy terminal spécifique comportant
une séquence LPXTG (ou X représente n'importe agide aminé) (94, 127). Pour pouvoir
étre ancrées au PG, ces protéines doivent compamtéout quatre motifs caractéristiques
(Figure 9) : un peptide signal de sécrétion, unifnddncrage de type LPXTG et une ancre

hydrophobe suivie d’'un domaine chargé positivement.

Signal peptidase Sortase
y y
Domaine chargé
[ lLPXT positivement
- - —
Peptide Signal Ancre hydrophobe

Figure 9 : Signaux d'export d'une protéine possédarun motif LPXTG.

Le modele d'ancrage de protéines a la paroi peatdvisé en quatre étapes (i) le
précurseur est exporté du cytoplasme grace a sptidpesignal de sécrétion (i) pour
prévenir la libération de la protéine dans le milextracellulaire, la protéine est retenue a la
membrane par son domaine C-terminal hydrophobegéhaositivement (iii) la protéine est
clivée entre la thréonine (T) et la glycine (G)IRXTG par une transpeptidase membranaire
responsable de I'ancrage des protéines : la sqiaspii catalyse la transpeptidation entre le
résidu thréonine et le groupement amine libre dehkine peptidique latérale du précurseur
du PG (94, 128).

Bien qu'une grande majorité des motifs d’ancragetifiés soient de type LPXTG,
certaines protéines ayant une séquence différantmdsensus LPXTG ont été identifiées.

Ce type de protéines est souvent codé par desyidgsats génétiques organisés en opéron
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incluant un gene codant une sortase, suggérant @ies ces genes interagissent en tant

gu'enzyme et substrat (128).

II. 3. 4. Protéines liées de maniere non covalangeparoi

II. 3. 4. a. Unités répétées de liaison a la paroi

Certaines protéines possédent des motifs — sougpétés — leur permettant d’établir
des liaisons faibles (non-covalentes) avec desaxi&de la paroi (acides téichoiques, partie
glycanique du PG ou encore des polymeres secosiili29).

Chez S. pneumonigedes études sur l'autolysine LytA ont révélé geedbmaine
C-terminal était responsable de la reconnaissapéeifgjue des résidus choline des acides
téichoiques et lipotéichoiques (130). Ce domaineleppWBD1 (cell wall binding domain
of type 1) est constitué d'éléments repétées demi0 acides aminés chacun, dont le nombre
varie de 1 a plus de 50 (124).

L'autolysine CwIB deB. subtilis (131) et I'adhésine Cwp66 delostridium difficile
(132), partagent quand a elles une région N-tereisiailaire composée de trois domaines
répétés, responsable de leur liaison au PG. Ce idente liaison appelé CWBD2 est
constitué d'éléments répétés d'environ 100 acideimés chacun, dont le nombre varie
généralement de 1 a 3.

Le motif LysM, qui tire son nom du fait qu'on leneuve dans différentes autolysines
bactériennes, permet la fixation des protéinestiireent sur le PG. Ce domaine est constitué
d'éléments répétés d'environ 40 acides aminés chdonhle nombre varie généralement de
1 a 6 (133). On retrouve ce motif dans plus de JB0€ines aussi bien chez les eucaryotes,
les procaryotes que chez kghae(124).

Le motif GW a été identifié lors de [|'étude de &maline B (InIB) de
L. monocytogened| permet une liaison non covalente a la surfeekulaire grace a une
liaison aux acides lipotéichoiques et est composgé diotif répété d'environ 80 acides
aminés contenant un dipeptide glycine(G)-tryptog{@f) donnant son nom a ce motif (134).

De plus, un nouveau motif de liaison a la parotéarécemment mis en évidence chez
E. faecalis Ce motif nommeé WxL (tryptophane-x-leucine) esmpmsé de deux parties
séparées d'environ 100 acides aminés contenantreham motif WxL conservé. Le ligand
de ce motif semble étre le PG (135).
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II. 3. 4. b. Protéines du S-layer

A la surface de nombreux types d'organismes unie@ies on retrouve une couche
cristalline nommée "couche S" (S pour surface) day8r (94). Cette couche est composée
de sous-unités protéiques ou glycoprotéiques, reaatia totalité de la cellule et dont le
poids moléculaire varie de 40 a 200 kDa (136). Bigre de nombreux rbles aient été
attribués aux S-layer, leur fonction est encoratigment hypothétique et reste a élucider
(137).

L'existence d'un domaine ciblant la paroi chezpletéines du S-layer a été montrée par
Fujino (138) et Lupas (139) qui ont identifié untihd'approximativement 55 acides aminés
contenant 10 a 15 résidus conservés. Ce motif adésigné domaine SLH (S-layer
homology). Les domaines SLH composés habituellerdent a 3 modules sont considérés
comme servant a adresser une protéine a la surédlodaire et sont aussi retrouvés dans de

nombreuses protéines associées a la surface gell(la?2).

II. 4. Capsule
La capsule (CPS) désigne I'ensemble des polysadeisaattachés au PG par des

liaisons ioniques ou covalentes. Cette structuess tépandue chez les bactéries, est bien
souvent I'élément situé le plus en périphérie deeldule. Elle joue ainsi un role d'interface
entre la bactérie et I'environnement. Les CPS mibst pas indispensables a la survie des
bactéries qui les produisent et ne paraissent paspius étre utilisées comme source
d'énergie (140). La capsule est pourtant d'un grat&tét pour les cellules puisqu'elle est
capable de les protéger contre la dessiccatioma @rddation. Elle leur permet également
d'adhérer a diverses surfaces (colonisation, foomate biofilm) et peut méme leur conférer
un certain pouvoir pathogene. Cependant, la capsels parfois conférer aux bactéries
pathogenes la capacité d'étre immunogénes en arduig production d'anticorps lorsque

celles-ci sont injectées dans un organisme (141).

Il. 5. Les enzymes de dégradation du PG

Le métabolisme du PG est un processus dynamiqegumiicette structure grandit et
se divise en parfaite synchronisation avec la samise et la division cellulaire. En outre, il
est clairement établi que le PG est sujet a matugdu renouvellement et au recyclage. Pour
expliquer ces processus il est pressenti que legness de clivage du PG exercent leurs

fonctions en coordination avec les PBPs. En effiee gamme étendue de différentes
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hydrolases du PG existe pour presque toutes ls®ris covalentes (Figure 10). La chaine
polysaccharidique du PG est la cible de nombrebgdsolases. La liaisofi-1,4 entre les
résidus NAM et NAG est clivée par le lysozyme et leag transglycosylases lytiques (LT).
La liaisonfB-1,4 entre les résidus NAG et NAM est hydrolyséeqes glucosaminidases et
des amidases sont responsables du clivage deisanliaNAM-L-Ala (Figure 10). Les
lysozymes et les transglycosylases lytiques clivf@mhéme liaison mais génerent différents
produits de réaction. Tandis que les lysozymedysaat une réaction hydrolytique, les LT
clivent la liaisonB-glycosidique par transglycosylation intra-moléidaaboutissant a la
formation d’acide 1,6-anhydromuramique. Le rblecdde structure n'est pas connu mais il a
éte émis I'hypothese que I'énergie de cette liaipomrrait étre utilisée pour des
réarrangements des chaines de glycanes. De mnsediu 1,6-anhydro peut aussi étre
considéré comme un produit spécifique de recyatgeG (142).
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Figure 10 : Représentation du PG indiquant les li@ons chimiques clivées par les hydrolases.

Les hydrolases sont indiquées en bleu. Un résidMNAntenant une liaison 1, 6-anhydro résultant'agtibn
des transglycosylases lytiques est entouré en vert.

La derniére classe d'enzymes dégradant le PG lstdes endopeptidases qui coupent
les liaisons au sein des chaines peptidiques,ddsoxypeptidases par exemple coupent le

dernier ou I'avant dernier acide aminé de la chagr@apeptidique.
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Parmi les enzymes hydrolytiques du PG, sont hommaésslysines celles capables

d'endommager l'intégrité du PG et par conséqueptaequer une lyse bactérienne.

Il. 5. 1. Rdle et régulation des autolysines

Le role des autolysines dans la physiologie bamée est multiple. Par leurs
fonctions régulatrices sur la structure du PG, selieterviennent dans de nombreux
phénomenes physiologiques tels que l'assemblagke eecyclage du PG, la division
cellulaire, la compétence, la formation de biofdm encore la virulence (pour revue, voir
(143)).

De plus, les autolysines ont une activité finemeontrdlée. Bien que celle-ci soit
régulée au niveau transcriptionnel, en réponse awafiations des conditions
environnementales (phase de croissance, présartéidtique... ) (143), elle I'est aussi au
niveau post traductionnel. En effet, de nombrewtefars interviennent sur leur activité tels
gue : la conformation du substrat (144), la modifan du substrat (voir ci-dessous), la
distribution des polyméres secondaires (145) etifennement ionique (90).

Certains travaux ont également montré que lesysibhas pouvaient aussi étre régulées

par des activités protéolytiques extracellulaife®s).

Il. 5. 2. Sources exogenes d'hydrolases du PG

Il existe par ailleurs d'autres sources d'hydralate PG. En effet, bien que le PG soit
une structure exclusivement retrouvée chez leséhast les autres organismes (animaux,
végétaux, virus) ont développé pour plusieurs fonst la capacité de dégrader ce polymeére.

Les virus infectant les bactéries (bactériophagesyent induire une lyse cellulaire par
la production d'hydrolases phagiques du PG (enohagks

Les plantes et les animaux, quant a eux, produgesthydrolases du PG afin de se
prémunir de l'attaque des pathogenes. L'hydroladeGlla plus répandue et la plus étudiée
est le lysozyme.
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lll. Le lysozyme

Le lysozyme est depuis 75 ans une protéine coritEment étudiee. Il sert
d'enzyme modéle dans de nombreux domaines commehifaie, I'enzymologie, la
cristallographie, la génétique, la biologie moléid, I'immunologie et I'évolution. Malgré
ces études, de nombreux aspects concernant leiobdgique de cette molécule ne sont pas

encore précisément connus.

lll. 1. Les étapes importantes dans la découveri@u lysozyme

Les livres de bactériologie de la fin du®1®siécle décrivent la culture de bactéries a
l'intérieur d'ceufs de poules. Laschtschenko, unepsgfur d'hygiéne de l'université de Tomsk
(Russie), se questionna sur la faisabilité delisation des oeufs pour la culture de
microorganismes et découvrit ainsi, le pouvoir éacide du blanc d'ceuf de poule dés 1909
et en a conclu que celui-ci contenait des enzynuasactere bactériolytique (147).

Depuis 1900, de nombreux scientifiques ont d€agtibn antibactérienne de la salive et
des sécrétions corporelles (148). Sir Alexandemffig fit une découverte similaire en 1921.
Tandis qu'il souffrait d'un rhume, une goutte catilde son nez, tomba sur la surface d'un
milieu gélosé contenant une culture bactérienneodutle cette goutte, les bactéries ont
commencé a disparaitre et Fleming a été le premieonclure que les sécrétions nasales
contenaient une substance lytique. Fleming a apetié substance "lysozyme".

Dans son premier article sur le lysozyme, Flemiégid que I'enzyme est présente dans
les sécrétions du corps humain telles que les Brias sécrétions nasales et la salive, dans
les tissus du corps et spécialement dans le agetilae lysozyme est, de plus, retrouvé chez
les animaux, les tissus végétaux et dans de grammdpertions dans le blanc d'ceuf (149). Le
lysozyme de différentes origines montre des aésvitactéricides différentes en fonction des
microorganismes, Fleming en a conclu qu'il existdférents types de lysozymes (150).

Depuis sa découverte, le lysozyme et particulierene lysozyme de blanc d'ceuf de
poule (HEWL pour hen egg white lysozyme) sert daléh® pour de nombreuses études. En
1963, la structure primaire du HEWL a été publiée geux groupes de recherche différents
(151, 152). Ce fut la premiere enzyme séquencépadant les 20 acides aminés classiques.
Seulement deux ans plus tard, le HEWL a été la igrenenzyme dont la structure en trois
dimensions a été élucidée (Figure 11) (153, 154)molécule comprend 2 domaines, l'un

constitué majoritairement d'hélicas-et l'autre montrant un profil de repliement
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particulierement complexe dans lequel I'arrangendenta chaine protéique se fait en trois
sections orientées de maniere antiparallele. Ckafotemiere description d'un feuillptedans
une protéine globulaire. De plus, le HEWL a étéptamiére enzyme pour laquelle un

meécanisme d'action détaillé a été proposé (155).

A

Figure 11 : Structure tridimensionnelle du lysozyme
A) Modeéle original de la structure du lysozyme & uésolution de 6 A (153).

B) Représentation en ruban de la structure du jyrez154).

Prés de 100 ans de recherche ont fait des lysozymesdes classes d'enzymes les
mieux eétudiées. A l'évidence, étant donné l'amplderia littérature sur ce théme, les
lysozymes restent le sujet de nombreuses étudesamd avec la prophétie de Fleming :
"We shall hear more about lysozyme" (156).

lll. 2. Le lysozyme dans le domaine de la santé plique et I'alimentation

Les résultats les plus probants sur l'utilisatian lgsozyme dans des applications
thérapeutiques ont émergé il y a plus de 40 assdoin symposium sur le lysozyme (Third
International Symposium on Lysozyme; Milan 1964gslrésultats exposés ont montré que le
lysozyme était relativement efficace contre lesdtibns bactériennes et virales et qu'il
pouvait avoir un effet antalgique et anti-inflamuoieg (157). Toutefois, il semble que de nos
jours, l'utilisation du lysozyme dans l'industriegpmaceutique soit assez anecdotique. Si l'on
se refere au dictionnaire Vidal, il existe sur larainé seulement 5 médicaments contenant du
lysozyme (www.vidal.fr/substance/lysozyme-5852.ht@¢s médicaments sont tous utilisés
pour le traitement de maux de gorge, d'aphtes qeties plaies buccales.

Le dosage du lysozyme, chez I'hnomme permet d'évidwegré d'activité (production
et destruction) des lignées médullaires granuld®gaet monocytaires. Les taux sériques et
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urinaires normaux sont compris entre 3 et 15 mpleg taux de lysozyme urinaire sont
inférieurs a 2 mg/l. Ce dosage fait partie d'élé@ee diagnostic de certaines maladies telles
gue des leucémies (158), certaines affections eéén@lbulopathie) (159) et il participe
egalement a la surveillance de rejet de greffegdimes (160).

En marge de cela, le lysozyme peut aussi étreuaecde pathologies. En effet, une
mutation sur le gene du lysozyme peut étre a llweigle la formation de dép6ts d'amyloide
(amylose d'Ostertag). De part sa nature protéigugsozyme a des propriétés immunogenes
et peut provoquer des allergies et des réactioagtatiactiques (161). Ce potentiel semblant
étre modeéré, cette immunogeénicité représente urigmabmineur chez I'homme (162).

Quant a l'utilisation du lysozyme dans l'alimematiil a été montré chez la souris et
le rat, que la tolérance orale du lysozyme est gikd (162). C'est suite a ces études que les
autorités ont pu conclure que l'addition d'une &iblLantité de lysozyme dans certains
produits ne présentait pas de danger manifestelp@anté humaindn France |'utilisation
du lysozyme dans l'industrie agroalimentaire es¢mé&e a deux grandes filieres que sont les
technologies fromageére et viticole (163).

[ll. 3. Propriétés biochimiques du lysozyme

Le lysozyme est une protéine globulaire de 129 aciaeinés (chez la poule). Elle se
compose d'un cceur hydrophobe et d'une couronneofilyitk. L'activité enzymatique du
lysozyme dépend évidemment, des facteurs enviroen&mux tels que le pH, la température
et la pression osmotique. Ces dépendances soatetifes pour chaque type de lysozyme.
Cette enzyme est tres stable dans une large gamneengérature. Le lysozyme en poudre
peut étre conservé pendant de longues périodes (f@u$ mois) a des températures
supérieures a 30 °C sans perdre de son activi®.(Tbmme le HEWL comporte 4 ponts
disulfures entre les cystéines 6-127, 30-115, 6460 76-94, cette molécule est
inhabituellement compacte et considérablement tbstable. Aucune perte d'activité n'est
observée aprés un traitement de 3 min a 100 °C &,ptbu a 100 °C pendant 30 min a
pH 5,3. Toutefois, aprés 30 min d'incubation a @Gt pH 7,9 ; il a été reporté une perte de
25 % de l'activité. La présence des ponts disulex@ique aussi la capacité du lysozyme a
résister aux hautes pressions (163).

Le lysozyme fait aussi partie des rares enzymestayagodt sucré. Des expériences de
mutagenese dirigée ont d'ailleurs été effectuéies d&f déterminer par quels mécanismes

cette protéine active les récepteurs du godt (165).
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[ll. 4. Découverte de différentes familles de lyssyme

Le lysozyme est tres répandu dans la nature. Gb#ervation a été le point de départ
de différentes études sur I'évolution du lysozymede la caractérisation de différentes
familles de lysozymes. En 1932, Fleming fait I'oldgadion que les lysozymes issus de
différents tissus et sécrétions ont des capacitébaztériennes assez variables (150). De
maniere générale, le terme lysozyme est utilisé géaigner le lysozyme de blanc d'ceuf de
poule, qui est en effet le représentant classiquzedgpe d'enzyme.

Avec le développement des études sur le lysozymestivite devenu évident qu'il
existait des types de lysozymes distincts de eklulanc d'ceuf de poule et d'autres types de
lysozymes ont ainsi été découverts chez les oisdasiphages, les bactéries, les mycetes, les
invertébreés et les plantes (166). A la suite da,dek lysozymes ont été divisés en différents
types : lysozymes de typefpour "chicken"), lysozymes de tyggpour "goose"), lysozymes
de typet (pour "invertebrate"), lysozymes de type{pour Chalaropsi3, les lysozymes de
plantes, les lysozymes bactériens et les lysozyvhagiques (167). Le lysozyme de blanc
d'ceuf de poule est associé aux lysozymes dedyjp@st a noter que les lysozymes de type-
ch (dont la mutanolysine) ont la capacité de cliveiRcG modifié paD-acétylation alors qu'il
n'est pas hydrolysé par les autres types de lysezym

Dans chacun des grands phylum dans lequel le lys®zyété identifi€, celui-ci peut
jouer des réles différents. Les génomes de bagptéages codent des lysozymes dont le role
est de favoriser le relargage de virions par la lys la cellule héte ou de faciliter I'infection
(168). Les lysozymes bactériens jouent un réle dangolyse, I'élongation et la division
cellulaire (169). Chez les végétaux, les lysozymes également une activité chitinase et
auraient un réle protecteur aussi bien contreriesciions bactériennes que fongiques (170).
Chez certains organismes (ruminants, insectesyshizyme est exprimé a différents endroits
du tractus digestif. Ces enzymes auraient un rglestf et permettraient entre autre d'utiliser
les bactéries comme source d'énergie, de phospdiazete (171).

Les lysozymes différent par leurs structures, lguopriétés physicochimiques, et leurs
criteres immunologiques. Le seul critere commuoudes ces enzymes est la capacité a cliver
la liaisonp-glycosidique entre le C-1 du NAM et le C-4 du NAG RG.
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[ll. 5. Mécanisme d'action du lysozyme

Comme indiqué ci-dessus, le lysozyme est une enzymeigere la paroi cellulaire
des bactéries, en coupant le lien glycosidifjge-4) entre une molécule NAM et une
molécule NAG, d'une chaine de polysaccharides NAM5N La coupure se fait entre le
carbone 1 du NAM et le carbone 4 du NAG (Figure 12)

Site de clivage
du lysozyme

#

¢ CH,OH CH,0H CH,0H

/
CH3CHCOO™ CH3CHCOO™
NAG NAM NAG NAM

Figure 12 : Structure du PG et site de clivage dwykozyme.

Des lysozymes peuvent aussi couper des polysadelanaturels (ex : chitine) ou
synthétique (ex : poly NAG). En plus d'étre la pien@ enzyme dont la structure en
3 dimensions a été élucidée, le lysozyme est laigre enzyme dont un mécanisme d'action
a été proposé (155). Le mécanisme proposé papPlaliété largement reconnu comme un
paradigme pour le clivage des substrats du lysostee n'est qu'en 2001 que ce mécanisme
pris en exemple dans de nombreux ouvrages scqlairé® corrigé en montrant I'existence
d'un intermédiaire covalent substrat-enzyme (172).

Il y a 6 sites de liaisons nommés de A a F ouxamnfiles différents cycles glycosyles du
substrat. Le site de coupure se situe entre les Bitet F (Figure 13). La Figure 14 montre la
séquence réactionnelle menant au clivage du PGeplgsozyme. La molécule de PG se

trouve associée avec le site de fixation de I'erzflomding site).
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Figure 13 : Interaction du lysozyme avec le PG.

Figure 14 : Séquence de réaction de glycosyle hydse permettant une rétention de configuration
anomérique (ex : lysozyme).
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Un proton du résidu Glu 35 vient attaquer I'oxyggheosidique menant au clivage de
la liaison C1-O. L'ion oxocarbenium formé aboutinmédiatement & une liaison ester
covalente avec une seconde chaine carbosylatep (523. La liaison ester est ensuite
hydrolysée par une molécule d'eau. De par desseffencombrements stériques, l'attaque
nucléophile peut uniqguement se produire du gotli centre anomérique, il en résulte une
rétention de configuration anomérique (Figure 14).

Les lysozymes de divers organismes ne differentupagiement par leur structure mais
aussi par leurs mécanismes d'action. Tandis qui/degymes de type (dont le HEWL)
conservent la configuration anomeérique, les lysaynde typeg, ch et les lysozymes
phagiques hydrolysent le substrat en inversanbfdiguration anomérique (173, 174). La
liaison au substrat et I'activation des enzymesgrgant la configuration est trés similaire a

celles gardant la conformation (Figure 15).
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Figure 15 : Séquence de réaction de glycosyle hydse inversant la configuration anomérique.

Toutefois, le mécanisme réactionnel est tres diffeet n'implique pas d'intermédiaire
covalent. La liaison glycosidique est clivée parpnton de l'acide carboxylique (Glu 73
pour le GEWL et Glu 11 pour T4L). Une molécule d'@aproximité du carbone anomérique
est activée par une liaison hydrogéne au groupeoaehbxyle (Asp 20 pour T4L) qui sert de
base catalytique. L'eau attaque le carbone anouo®édq coté. par un simple mécanisme de
déplacement résultant a une inversion de configurdl 73).

Le mécanisme catalytique du lysozyme de @pest pour l'instant inconnu.

[ll. 6. Activité non enzymatique du lysozyme

En marge du mécanisme antibactérien bien conne, aad'hydrolyse des chaines du
PG, deux modes d'action antibactériens non-enzgmesi(c'est a dire non catalytique et non
hydrolytique) du lysozyme ont été proposés. Enteffe nombreux auteurs ont montré que la
réduction ou I'élimination de l'activité enzymatiquel lysozyme par des traitements
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dénaturants (chaleur et dithiothréitol, DTT) ou pautagenése dirigée ne réduisait pas
nécessairement l'activité bactéricide du lysozyh@&3). Laible et Germaine (175) ont été les
premiers a observer cet effet, en montrant que ydozime humain dont l'activité
muramidase était inhibée par la réduction, a l'aldedithiothréitol , des ponts disulfures
essentiels a l'activité lytique, avait un potenbattéricide aussi important qu'un lysozyme
humain natif (175). Ce mécanisme de lyse non-entigime provoqué par le lysozyme a
aussi été démontré ch8zaureug176) et chet.isteria innocua(177).

L'ensemble des études effectuées sur ce sujetreugge le lysozyme peut entrainer
une mort cellulaire par deux mécanismes différelndspremiére étape pour chacun de ces
mécanismes consiste en l'attraction électrostatilyulsozyme chargé positivement par les
acides teichoiques et lipoteichoiques et/ou lespaitadipides de la surface cellulaire. Dans
le mode d'action muramidase-indépendant, la mdrtlaiee est le résultat soit de I'activation
des autolysines (par interaction du lysozyme aescatides teichoiques et/ou modification
de la charge cationigue membranaire) soit par ueeéufpation de la membrane
cytoplasmique due aux caractéristiques intrinségleela protéine du lysozyme (pour revue,
voir (163)).

Ainsi, depuis la découverte du deuxieme mode dwaaion lytique, du a ses propriétés
cationiques, le lysozyme est de plus en plus cénsidomme faisant partie intégrante de la
classe des peptides cationiques antimicrobieng(eatantimicrobial peptide, CAMP), dont
font partie les défensines, les cathélicidinesestthrombocidines , qui sont des membres
importants du systeme de défense immunitaire it@8)( Ce n'est que tres recemment que
les mécanismes bactériens de défense contre chdeunes modes d'action ont été
caractérisés chez. aureug179).

[ll. 7. Régulation de I'expression du lysozyme

Les différentes espéces ont développé divers m&roasi afin de réguler I'expression
du lysozyme dans l'espace et le temps. Chez leptmlene du lysozyme se comporte de
maniere complétement différente dans les macrophetgéoviducte (180). L'expression dans
le macrophage est régulée par un activatetissus-spécifique et des éléments inhibiteurs ;
son niveau d'expression est maximum quand les maages sont stimulés par des
lipopolysaccharides bactériens (181). Dans l'owigldexpression du lysozyme est régulée
par les hormones stéroides (182). Chez la souwnidjea d'avoir un seul géne et deux

mécanismes de régulation, le géne du lysozyme a smbévenement de duplication
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produisant deux génes avec différents profils desgion. Le premier lysozyme est exprimé
dans les cellules de Paneth du petit intestin I(oaritribue certainement & la digestion) et le
second est exprimé dans les macrophages et lesgrgtes (183).

[ll. 8. Mécanismes de résistance contre le lysozyan

Les bactéries ont co-évolué avec les effecteursydtéme immunitaire de I'néte, dont
fait partie le lysozyme. Il n'est donc pas surprergue certaines bactéries aient développé
des systemes de défense leur procurant un avaseegsif sur les autres. La présence de tels
mécanismes peut aider a comprendre les phénoméneslahisations persistantes et/ou
d'infections chroniques (178). Bien que le princiigeces modes de défense ai été proposé
depuis de nombreuses années, ce n'est que depuigupeles mécanismes moléculaires
responsable de cette résistance commencent a dgndifies. De ces meécanismes de
résistance, 3 catégories de fonctions ont éteifokay :

- I'inhibition de l'action Iytique du lysozyme

- I'inhibition de l'action non lytique du lysozyme

- I'inactivation du lysozyme.

[ll. 8. 1. Inhibition de I'action lytique du lyggme

Certaines bactéries produisent du PG résistant ausamidases. Les principales
modifications connues sont @acétylation du NAM et la d8Facétylation du NAG (Figure
16). Ces changements provoquent une modificatiosit@ude reconnaissance du lysozyme

envers son substrat entrainant une réduction dactosite lytique.

A. B. C. OatA

CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH HoH e

o o 0 °© ° o ™o

Gf’*a ° %‘9 ° “y

NH NH II\IH "\‘H "\IH

| -0 (I:=0 (I;=o (F=O (I:=O

‘(E:H G PgdA &, CH, CH,
Peptidoglycane Peptidoglycane Peptidoglycane

natif déN-acétylé O-acétylé

Figure 16 : Structure et modification du PG.

A. Structure du PG natif. B. Structure du PGN#éeétylé par I'enzyme PgdA. C. Structure du @G
acétylé par I'enzyme OatA.
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La O-acétylation du PG intervient au niveau du groupgnmgdroxyl du C6 du résidu
NAM et provoque la formation d'un résidu 2,6-digtd@uramyl (Figure 16). Cette
modification prend place a l'extérieur de la membraytoplasmique aprés que le PG ait été
assemblé (184). Cette modification a été deécritair pa premiére fois en 1958
indépendamment che3treptococcus faecali§$185) et chez Micrococcus luteus(186).
Depuis, la présence de Rzacétylé a été observée chez de nombreuses badiEni€000,
69 souches de 19 especes différentes) aussi b@mara positif que négatif (187). Le taux
naturel deD-acétylation varie de 10 a 70 % du nombre tota\ A& (184).

La O-acétylation confere une protection contre l'actigtigue des muramidases
proportionnellement au taux de-acétylation du PG (188). Il existe toutefois, asrés
muramidases (comme la mutanolysinéN,O-diacétylmuramidase issue d&treptomyces
globisporud qui ne sont pas affectées par la présence depgmentsO-acétyl (184). La
résistance du P@-acétylé aux muramidases représenterait un probtlanganté publique
puisque la présence de RGacétylé dans le systéeme sanguin est a l'originghdtes
chronigues disparaissant aprés administration damolysine (189).

En marge de son réle dans la résistance au lysqzgn@eacétylation a été identifiée
comme intervenant dans d'autres meécanismes te&ctliration de certains antibiotiques
(190, 191) et comme régulant l'activité d'autolgsin(par modification chimique de leur
substrat) en fonction de la phase de croissanceeolétat physiologique (ex : état viable
mais non cultivable) (142).

Plusieurs genes responsables de cette modificanbrété identifies chez différentes
bactériesaac(2')-lachezProvidencia stuartii(192), oatA chezS. aureug193), pacAchez
Neisseria s§191) etadr chezS. pneumonia€él91). Parmi ces 4 génes, sealtA et adr
partagent entre eux des homologies de séquendécsitves.

Bien que plusieurs génes soient identifies damsdeanisme d®-acétylation, la source
du groupement acétyle n'est toujours pas identifiée été proposé en 1991 (194) que cette
modification soit le produit d'un transfert d'adétil—O durant le recyclage du PG mais
cette hypothese n'a toujours pas été étayee.

La déN-acétylation du NAG est aussi une modification boemnue du PG. A notre
connaissance, la description de cette modificateononte a 1971 (195). De méme que la
O-acétylation, la déN-acétylation intervient dans les mécanismes datggsie au lysozyme
(196) par modification du substrat de I'enzyme.déaN-acétylation du NAG intervient en
moyenne sur 17 % du total des muropeptides (1@3quc suffit a conférer une résistance au

lysozyme. En plus de conférer une résistance aaryyse, le réle physiologique proposé
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pour cette modification est la régulation des hiaes impliquées dans la synthese et
l'autolyse du PG (197). Une seule famille de gémeété identifiée comme responsable de
cette modification et nomnEgdA (pour peptidoglycanbl-acétylglucosamine déacétylase A)
(198). Ce gene a d'abord été identifié clezpneumoniag@uis des homologues ont été
caractérises comme responsable deNd&eétylation chez plusieurs autres bactéries :
B. cereusB. anthracis(199),L. monocytogene@00)et L. lactis (201). On peut aussi noter
que la déN-acétylation du résidu NAM a été caractérisée @hesubtilis(202, 203). Le geéne
a l'origine de cette dN-acétylation a été nommn@EdaA mais cette modification n'a pas été
identifiée comme conférant une résistance au lysezgheB. subitilis

Des études récentes montrent que le PG et sesitsra@udégradation feraient partie
des éléments moléculaires associés a la présemuathisgenes qui sont reconnus par I'hote
grace a des récepteurs intra-cellulaires du sysiamsunitaire inné comme les protéines
Nod et les récepteurs Toll-like (89, 204). Il a dd&té proposé que l@-acétylation et la
déN-acétylation constitueraient des mécanismes d'éenagpt, affectant la capacité de
I'n6te & mettre en place une réponse immunitair@ptéeé pendant l'infection. Ceci a
récemment été confirmé puisque laNi@cétylation du PG a été caractérisée comme un
mécanisme trés efficace permettant d'échapper stersg de défense immunitaire inné de
I'néte (200).

Une troisiéme modification de la structure du PGrvenant dans la résistance au

lysozyme, laN-glycolylation de I'acide muramique, est rencontraéguement chez certaines

mycobatéries et chez quelques bactéries appargatdes

[ll. 8. 2. Inactivation du lysozyme

Afin de se prémunir de l'action du lysozyme, cewai bactéries ont la capacité de
produire des agents inhibants son action. A ce geuls deux inhibiteurs protéiques ont été
clairement identifiés. L'inhibiteur protéique disbzyme le mieux caractérisé a été découvert
récemment et "par hasard" chiezcoli. Quand le gene "orphelin" (géne possédant trés peu
d'’homologie avec I'ensemble des génes des banquindéesykiE a été fusionné avec une
gueue poly-histidine puis surexprimé pour étudgefdnction de son produit protéique ; la
protéine YfkE copurifia avec le lysozyme utilisé dut I'extraction pour lyser les cellules
(206). YfKE a ensuite été caractérisée non seulerm@mme se fixant spécifiquement et
fortement au lysozyme mais aussi comme inhiban@stinité enzymatique. Etant donné que

I'inhibition était spécifique des lysozymes de typgfkE a été renommey pour "inhibitor
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of vertebrate lysozyme" (206). Il a été montré @esgue lvy pouvait aussi inhiber le GEWL
et le T4L (207). Ce fut le premier inhibiteur prigige du lysozyme caractérisé. Cette protéine
homo-dimérique a une localisation périplasmique. dtaucture tridimensionnelle de la
protéine vy a permis de révéler la présence dhetge boucle de quelques acides aminés
(type de repliement décrit pour la premiere fois) gpouse d'une maniére extrémement
spécifique le site actif du lysozyme (208).

Le second inhibiteur protéique décrit se nomme $$@eptococcal inhibitor of
complement) et a été caractérisé cBepyogenef209). Cette protéine inhibe, le lysozyme
mais également, I'activité antimicrobienne du camnt, l'inhibiteur de protéase sécrété par
les leucocytes et Igsdéfensines. (209, 210). Il a été montré que fauion entre SIC et le
lysozyme était de nature ionique et qu'une protdm&IC pouvait se lier approximativement

a 4 molécules de lysozyme et pouvait provoqueréagtation dans le milieu (211).

[ll. 8. 3. Inhibition de 'action non lytique dydozyme

Le mode d'action non lytique du lysozyme semble ptovoqué soit par I'activation
de l'autolyse bactérienne soit par la perturbatierla membrane plasmique. Dans ces deux
cas, la premiére étape consiste en l'attractiatréatique du lysozyme chargé positivement
par les acides teichoiques et lipoteichoiques é¢phospoholipides (chargés négativement)
de la surface bactérienne. Les mécanismes de ééaf@ssen place par les bactéries ont pour
but d'empécher cette attraction en modifiant lagd#&onique pariétale (212).

Deux modifications des molécules anioniques ontegour été identifiees comme
conférant une résistance accrue aux CAMP : la Dyédsion des TA et l'ajout de L-lysine
aux phosphatydilglycérol (Figure 17). Ces deux miéraes ont été identifiés ch8z aureus
et sont respectivement dus a l'opédtin(213) et au genmprF (214).

Bien que I'absence de WTA ch8zaureugprovoque une augmentation de la sensibilité
au lysozyme il semblerait que I'élément lui confiéisa résistance soit plutdt la D-alanylation
des WTA que les WTA eux-méme (215, 216).
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Mécanismes souches
o Souche sauvage .
de résistance mutantes sensibles
A.  Incorporation GEREED s = CAVP
des D-alanine dans y/ ® \
Les acides Rew .
o \/ p@(%y\d O p
teichoiques ‘(;a@ N 5 P@,?
P ¥’ 15
O W Paroi 0
P 5N \

B. Incorporation des &FFP avp
L-lysine dans les

phosphatidylglycérol T GT P CAVP

Figure 17 : Mécanisme proposé de résistance aux CAhchezS. aureus.

Phénomeénes intervenant dans une bactérie sauvsigeanée aux CAMP (partie de gauche) et dans une
bactérie mutante sensible aux CAMP (partie de éyoltes parties hydrophobe et chargée positiversent
respectivement indiquées en gris et en rose. LeBcauwles anioniques (A. acides téichoiques et B.
phosphatidylglycérol) sont substituées avec deilugschargés positivement, provoquant la répulsies
CAMP chez les bactéries sauvages. Les mutantsésemsant pas de D-alanine dans les TA (muin{A.),
ou de L-lysine dans leurs phosphatidylglycérol @g¢umulent des molécules nocives.

La paroi est représentée en bleu et la membraoglegmique en gris. Ald-P : alditolphosphate.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Souches bactériennes, plasmides, oligonucléotideet conditions de

culture

L’étude est réalisée principalement avec la soudthecalisJH2-2 (217) issue de
lisolat clinique E. faecalis JH2 (218) suite a l'action d’'un mutagene chimiques
caractéristiques des différentes souches bactésegtnges principaux mutantskd’faecalis
JH2-2 étudiés au cours de ce travail sont décdtess le Tableau 2. La souche JH2-2
présente, en comparaison a la souche séquengEédadcalisVV583 (1), une meilleure
aptitude a la transformation et une sensibilit€&@dthromycine, permettant I'utilisation d'une
gamme d'outils moléculaires plus importante, cetbeiche est de plus dépourvue de
plasmides.

La soucheE. coli DH50 est utilisée lors des étapes de clonage dans dewre
d’expression pQE-30 (Qiagen). La soudhecoli M15 est utilisée pour la surproduction de
protéine de fusion avec le systeme @fresqQiagen).

Lors d’expériences d-complémentation, le
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside -Gal) et
l'isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) sont additionnés railieu gélosé a des
concentrations de 50 pg/etl1 mM, respectivement.

Les milieux gélosés sont obtenus par I'ajout deg/lsle bactoagar dans les milieux
liquides.

Les souches bactériennes sont conservées par atogéh -80 °C apreés addition
dans le milieu de culture de glycérol a une corredion finale de 15 % (v/v).

L’ensemble des plasmides utilisés dans le cadreette étude est récapitulé dans le
Tableau 3 et les différentes amorces et leur atiia sont référencées dans le Tableau 4.

La croissance des différentes souches étudiéesuas de ce travail a été estimée par
turbidimétrie par la mesure de la densité optiques® nm (DQoonm) a l'aide du
Biophotometer (Eppendorf) de suspensions bactérsgrotldenues en ensemencant a 1 %,
10 ml du milieu de culture adéquat a l'aide de wel prises en phase stationnaires de

croissance.
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Tableau 2 : Souches bactériennes utilisées au couls cette étude.

Souches bactériennes Génotype et plasmides Saurédéoence
E. coli
DH5a supE444lacU169 @80lacZiM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl Invitrogen
DH5u(pQE31) pQE31 Souche du laboratoire
M15 recA uvr' F mtl gal ara lac Qiagen
M15(pREP4) pREP4 Qiagen
M15(pREP4 ; pQE31-EF1843) pREP4 ; pQE31+EF1843 Cette étude
top10F F'[aclg Tn10 (Tef)] mcrA A(mrr-hscRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 Invitrogen
recAl araD139A(ara-leu)7697galU galK rpsL (StF) endA1 nupG
top10F'(pMAD) pMAD transformé dans la souche tdp10 (219)
top10F' (pMAD-AEF1843) pMAD-AEF1843 transformé dans la souche top10F' Cette étud
top10F'(pMAD-AEF0783) pMAD-AEFO0783 transformé dans la souche top10F' Cette étud
top10F'(pUCB300) pUCB300 transformé dans la sotoh&0F (220)
top10F'(pUCB300-EF2224) pUCB300-EF2224 transfodaués la souche top10F' Cette étude
top10F'(pUCB300-EF3054) pUCB300-EF3054 transfodaugs la souche top10F' Cette étude
E. faecalis

JH2-2 FuB Rif?, souche dépourvue de plasmide (218)
AEF2224 mutant insertionel du géene EF2224 dans la soucBe2JH Cette étude
AEF3054 mutant insertionel du géne EF3054 dans la soucBe2JH Cette étude
AEF1843 mutant de délétion du gene EF1843 dans la souck& JH Cette étude
AEF0783 mutant de délétion du géene EF0783 dans la souck& JH Cette étude

AEF1843-AEF078:
AsigV

mutant de délétion des gen#SF1843AEF0783 dans la souche JH2-2

mutant ponctuel du geresigV dans la souche JH2-2

Cette étude

(221)

Tableau 3 : Plasmides utilisés au cours de cetteuéte.

Plasmides Description

Source ou référence

pUCB300
pUCB300-EF2224
pUCB300-EF3054

pUCB300 + fragment interne du g&r22R4
pUCB300 + fragment interne du geRr@0B4

(220)
Cette étude
Cette étude

pQE31 Qiagen
pQE31+EF1843 pPQE31 + ORF du gene EF1843 sangdpegptnal Cette étude
pMAD (219)
pMAD+pgdA pPMAD + gene EF1843 avec parties amora\etl Cette étude
pMAD+ApgdA pPMAD + gene EF1843 délété Cette étude
pPMAD+EF0783 pMAD + gene EF0783 avec parties amoatael Cette étude
pMAD+AEF0783 pMAD + gene EF0783 délété Cette étude

55



Tableau 4 : Amorces utilisées au cours de ce travai

Matériels et méthodes

Nom Séquence (5'-3) S|tgs (.je Geng ou p]§5m|de Commentaire
restriction identifié

Pgd17 AAGTATAACGTCCACGCAACT EF1843 JL

Pgd9 CTTTAGTGCTGCAGTTGCTCTA

LH50 TGAATCAGACAGCAAATAGCAAG EF0783 Criblage de la présence des génes

LH52 GCGCTTCAACTGCCAATGAC dans des souche environnementales

LH66 TATGCACGTCGTAGTCAACG EF0590 }

LH67 TTTCCTTACTGCGATCCCAG

Pgd19 CAACATTGACTGCABGCCAGAAAT Pstl EF1843 } Clonage du géne EF1843 dans le

LH 20 ACAAGTAAAAAGGATCCTACTACGC BamHI plasmide pQE31

Pgd10 CAATTTAGAGGAATTCTAAAACTTC EcoRI

Pgd15 CTACTACAGTCGAGGAAATGC Sall EF1843 L Délétion du géne EF1843

Pgdi14 GAATTTTTAGTCGAOGTCTGCG Sall

Pgdi18 GTATGGTGGCATGCTTCTTGAT Sphl J

LH 21 TGTAAAACCATGGCCAGTG Ncol Vérification de la délétion du géne
EF1843 EE1843

LH 22 TACACTTTATGGATCGGGCTCG BamHI

LH37 CAAACGAATTCAAGAGACTGACG EcoRI

LH38 CGCAACAAGTCGAGAATAAGA Sall EF0783 e Délétion du gene EF0783

LH39 AGTCAAGTCGACAAAAAATACG Sall

LH40 AAGCCGGGATCICTTGAGGG BamHI J

LH41 TCGACCAGATTTAACTGTCCG Vérification de la délétion du géne
EF0783 EF0783

LH42 TTTCCAGAAAAAGCACCGCC

PU GTAAAACGACGGCCAGT pUCB300 } Vérification de la présence d'insert

PR CAGGAAACAGCTATGAC dans le plasmide pUCB300

EF2224A AGATAAAGAGCTAGGTTTCG Sacl Clonage de EF2224 dans le
EF2224 UCB300

EF2224B CCTTTATATCTAGA GCACTC Xbal P

LH11 TTAAGTGAAGAGCGAGGACC Vérification de l'interruption du gei
EF2224 EF2224

LH12 AGATTTGTTCCGTAAGCAGG

EF3054A ATGGCGCTCTAGETGGTT Xbal Clonage de EF3054 dans le
EF3054 UCB300

EF3054B TTTCTCTAAGCTCCAATCTG Hindlll P

LH7 AAGTAGGGCTCTTTTTGTAGC Veérification de l'interruption du gei
EF3054 EE3054

LH8 CACTTCCCAATAGGTGATTCC

LH54 GCGATACCCAGGAGGTCATA EF1843 }

LH55 ACCATCGCATTCCAGTCAAT

LH56 ACCTTCGTGAAAAAGGGACA EF0783 }

LH57 GTTGCGCACTTTTAGCGTTT Pour RT PCR Sybr® Green

LH58 GTCGGCCAATTATGATTGATG EF2678 }

LH59 GCAATTCCAGTTGTCGAACAT

LH60 CGAAAGAAGATGCCTTGGAT EF3180 (sigV)}

LH61 AAGAACCACGCGTCAAAATC

PgdA-1 CAACACTAAAGAAATACAAGCGGAAA

Amorces pour RT PCR TagMan®
PgdA-2 ACTGTAGTAGGCTGTCTGTCTAAC EF1843
PgdA-Probe FAM- CGCATCTCCAACCATCGCATTCCA-TAMRA Sonde pour RT PCR TagMan®

 Les bases soulignées correspondent aux sitesstieetien. FAM, 6-carboxyfluorescein ;
TAMRA, 6-carboxyN,N,N,N-tetramethylrhodamine.
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[I. Méthodes d'analyses physiologiques

II. 1. Tests de sensibilité au lysozyme

Apres des essais préliminaires, nous avons repenu différencier les niveaux de
sensibilité au lysozyme de mutants dérivant deoleclse cE. faecalisJH2-2 les conditions
suivantes : les tests de sensibilité ont été eféscsur 3 ml de milieu Mueller Hinton agar
(pH 7,4), contenant différentes concentrationsydedayme (0, 5, 20, 40 et 60 mg/ml) et du
tellurite de potassium a 0,8 pg/ml, disposé darsplague de culture compartimentée 5x5.
Pour chaque souche, 10 pl d'une suspension baxtérieontenant focellules/ml ont été
déposés sur les différents milieux. Les zones déssance ont été observées apres 48 h
d'incubation a 37 °C. La différence de couleur olas® entre la premiére colonne et les
suivantes est due a la turbidité causée par la&pcésde lysozyme. Le tellurite de potassium
a eté ajouté afin d'accroitre le contraste engreddonies et le milieu. Les mémes tests ont été

conduits sur des milieux de cultures dépourvustigrite de potassium.

II. 2. Criblage d'une banque de mutants aléatoiredd’E. faecalis vis-a-vis de la

sensibilité au lysozyme

La banque de mutants insertionnels de la souche2 X2 faecalisutilisée dans cette
étude est celle décrite par Le Breteh al (222). Brievement, des fragments d'ADN
chromosomiques de 0,2 a 1,5 kb générés par unstidiggartielle par I'endonucléaséul
ont été clonés dans le plasmide pORI19 (dérivé d&/@WOri" RepA) dans la souche
"helper" RepA dE. coli EC101 (223) afin d'obtenir une banque d'enviro087plasmides
recombinants. Un mélange de ces plasmides a er&giteansformé dans une souche. d'
faecalis ayant préalablement recu le vecteur pVE6007 (plesnpGhost3 dérivé Ofi
RepA'’® du pWVO01) (224). Les clones ont été incubés & 3@rinilieu GM17 contenant de
I'érythromycine et du chloramphénicol (la protéinermosensible RepA est active & 30 °C,
permettant la réplication des plasmides recombinp@host3 et pORI19). Les cellules ont
ensuite été transférées dans du milieu GM17 conteti@ I'érythromycine et incubées a
42 °C afin d'inactiver la protéine RepAet favorisant ainsi la perte du H®st3 et
l'intégration des plasmides pORI19 recombinan80® mutants intégratifs B’ faecalisont
éte repiqués sur microplaques 96 puits dansu08e milieu GM17 contenant de

I'Erythromycine et cultivés a 37 °C jusqu’a atteiadi® phase stationnaire de croissance.
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La recherche de mutants affectés dans la capao@gisier a I'action du lysozyme a été faite
en ensemencant, a l'aide des cultures précédetesshoites de Petri contenant du milieu
MH supplémenté de lysozyme a 20 mg/ml et en cuitilas mutants 16 h a 37 °C. La

recherche de clones ayant perdu la capacité dévatogper en présence de lysozyme a été

effectuée visuellement.
[I. 3. Survie en macrophages de souris

Les expériences de survie en macrophages ont éléséas par I'équipe de
M. Sanguinetti de I'Institut de Microbiologie, d&Jhiversité Catholique du Sacré Cceur, a
Rome.

La survie dE. faecalisJH2-2 et des différents mutants en macrophagggdmine de
souris est estimée en utilisant un modele d’infectn vivo-in vitro (37). Les différentes
souches @&. faecalissont cultivées en aérobiose a 37 °C en milieu petidant 16 h tandis
gu’E. coli DH5a (utilisée comme contrble négatif) est cultivéebenillon LB. Les bactéries
sont ensuite récupérées par centrifugation et pesulties dans un tampon phosphate pour
injection. Des souris males de type BALB/c agéed@eemaines (Harlan Italy S.r.l., San
Pietro al Natisone, Udine, ltaly) sont infectéescatd a 10 cellules par injection intra-
péritonéale. Aprés 6 h d’incubation, les macropkagmt collectés par lavage du péritoine,
centrifugés, et repris dans un milieu « Dulbeccawisdified Eagle’s » (HEPES 10 mM,
glutamine 2 mM, sérum feetal bovin 10 % et acidemésinon essentiels) supplémenté avec
de la vancomycine (10 pg/ml) et de la gentamicltd (ug/ml) afin d’éliminer les bactéries
extracellulaires. Les suspensions cellulaires s@parties en boites de culture et incubées a
37 °C en présence de 5 % de@ndant 2 h. Puis, les macrophages sont lavésést par
ajout d'un détergent. Aprés dilution en bouillon Bles lysats sont ensemenceés sur milieu
BHI solide (agar) pour la quantification des baetrintra-cellulaires viables. Cette
procédure est réalisée 8, 24, 48 et 72 h apresdiioin.

II. 4. Tests d'immobilisation en milieu semi-liqude

Les tests d'immobilisation ont été réalisés dansitieu GM17 contenant 0,04 % d'agar
(225, 226). Deux types d'ensemencement ont été&sésalkoit en surface, par dépbt d'une
goutte de culture de nuit a la surface du milieit en masse par ensemencent de 100 pL
d'une dilution 18 d'une culture de nuit. Les observations ont éfécefées a intervalles

réguliers pendant 72 H.
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II. 5. Tests de sensibilité aux antibiotiques

La détermination de la sensibilité aux antibiotgjzeété réalisée selon la méthode de
diffusion en gélose Mueller-Hinton avec des disqiiastibiotiques (Biorad).

Ces tests consistent a déposer a la surface délosegMueller-Hinton des disques de
papier buvard imprégnés des différents antibiosqiestés. Chaque antibiotique diffuse au
sein de la gélose et détermine des concentratimessement proportionnelles a la distance
par rapport au disque. Avant de déposer les disquresnsemence uniformément la surface
de la gélose avec le micro-organisme a étudienotlilum doit étre dense (opacité
équivalente a 0,5 sur I'échelle de Mac FarlandYéspine incubation de 24 a 48 heures a
37 °C, les disques apparaissent entourés d'une dorgbition dont le diametre permet
d'estimer et de comparer les concentrations mimsnal'inhibition. Une batterie de
13 antibiotiques a été généralement utilisée :daailine, I'ampicilline, la céfalotine, le
chloramphénicol, I'érythromycine, la kanamycinexdcilline, la pénicilline, la spiramycine,

la streptomycine, les sulfamides, la tétracyclatdes triméthoprime-sulfamides

[ll. Méthodes de génétique et de biologie moléculas

[ll. 1. Extraction des acides nucléiques

[ll. 1. 1. Extraction d'ADN plasmidique

Les préparations d'’ADN plasmidiques a partir deckes dE. coliont été effectuées a
l'aide du kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagsblon les recommandations du
fournisseur. Les préparations d'ADN plasmidiqugsagir de souches ' faecalisont été
effectuées selon le méme protocole modifié consisitaresuspendre le culot cellulaire dans
la solution Al contenant du lysozyme a 10 mg/mlisgueffectuer une incubation de 90 min
a 37 °C. De plus, en cas d'absence de lyse bauiérepreés addition du tampon A2, 10 a 20
pl de SDS 20 % ont été ajoutés a la suspensiogriiEute jusqu'a I'obtention d'une solution

translucide. La suite du protocole est effectuéendes recommandations du fournisseur.
[ll. 1. 2. Extraction d’ADN chromosomique

4 ml de culture a D§g=1 sont centrifugés, resuspendus dans 500 ul désolAl

(voir ci-dessus) additionnés de 10 mg/ml de lysczypuis placés au moins 10 min a 37 °C.
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Apres addition de 100 pul de SDS 20 %, le mélange e®uveau placé 10 min a 37 °C. Le
lysat brut est ensuite purifié par deux extractisoscessives dans un volume de phénol
saturé par du tampon TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, BDI mM) (10-1, vol/vol) suivies
d'une extraction au phénol/chloroforme (vol/volyig d'un lavage dans un volume de
chloroforme. Les acides nucléiques sont précigsaddition d'un volume d'isopropanol.
Le mélange est centrifugé (10 min a 13000 rpme eulot d'ADN est séché, puis resuspendu
dans 100 a 150 pl d'eau ultra pure.

Le degré de pureté de 'ADN est estimé par la neederla densité optique a 260 nm
(maximum d’absorption de I'ADN) rapportée a celleesurée a 280 nm (maximum
d’absorption des protéines). Ce rapport doit étneéseur ou égal a 1,7 et inférieure a 2
(227). Si tel est le cas, la concentration de I'Ap&ut étre alors évaluée puisqu’une densité

optique de 1 a 260 nm correspond a 50 pg d’ADNhdar

1. 1. 3. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux de culturesld’ faecalisont été isolés dans différentes conditions de
croissance a l'aide du kit « RNeasy Midi Kit » (@&®) selon les recommandations du
fournisseur, a I'exception des modifications suieantles cellules d’'une culture de 100 ml
sont récupérées par centrifugation (5 min a 40§)0et lysées a l'aide de billes de verre
(diamétre de 0,1 & 0,25 mm) en vortexant deuxifersn.

La quantité d’ARN est normalisée et I'absence dgrat#ation est vérifiée grace a la
station d’électrophorése automatique Experion siuil@s recommandations du fournisseur

(Bio-Rad). L’absence de contamination par les ABNoentrélée par PCR.

[ll. 2. Réactions de polymérisation en chaine (PCR

Les réactions d’amplification d'ADN par PCR sordligees a I'aide du thermocycleur
Mastercycler Personal (Eppendorf). Les amplificai@ont majoritairement effectuées en
utilisant la Tag ADN-polymérase du Mastermix Eppendorf (2,5 X) alogue celles
concernant de long fragments d’ADN (> 5 kb) ou sséitant une haute fidélité de l'activité
polymérase sont realisées avec le TripleMaster P&Rtem Eppendorf selon les
recommandations du fournisseur.

Le programme d'amplification utilisé est adapté hmque PCR en fonction de la
température d'appariement des oligonucléotidesrdétée par le fournisseur (Operon) ainsi
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gue de la taille des fragments a amplifier. Ceidé&bute par une étape de dénaturation puis
se déroule généralement sur 30 cycles.

Les produits PCR sont purifiés, lorsque cela esesgaire, a I'aide du kit « QIAquick
PCR Purification Kit » (Qiagen).

Pour les réactions de « PCR sur colonies », 'AD&rice est remplacé par 1 pl d'un

lysat cellulaire obtenu apres rupture aux billeselee d'une colonie dans 50 pl d'eau.

[ll. 3. Réaction de PCR Quantitative en temps réel

lll. 3. 1. PCR quantitative en temps réel a pat@rmatrices issues de cultures

bactériennes

Les oligonucléotides spécifiques ont été définis utitisant le logiciel primer3
(disponible sur le site http://frodo.wi.mit.edu/dgn/primer3/primer3_www.cgi) selon les
criteres suivants :

Taille du fragment PCR : 99-101 pb
Taille de 'amorce : 19 a 21 nucléotides
Tm des amorces : 59 a 61 °C

Les ARN extraits sont traités a la DNase a l'aidkili« DNA-free » (Ambion, Austin,
TX, USA). 2 ug d’ARN sont placés 3 min & 70 °C puismin a 4 °C. Apres ajout de 2 ul de
tampon DNase 10 X, 2 ul de DNase et 0,2 ul d'itdiliRNasine (Amersham Biosciences),
le mélange est incubé 1 h a 37 °C. Puis 10 ul dfivateur sont ajoutés, le mélange est laissé
2 min a température ambiante, centrifugé 1 min@Q0pm puis le surnageant est récupéré.
L’ADNCc total est synthétisé a partir de 2 ug d’ARAIsi traité en utilisant I'enzyme
transcriptase inverse du kit « Omniscript RT » swoiiva protocole indiqué par le fournisseur
(Qiagen) et des amorces hexameériques aléatoirexditration finale 1 uM) (Amersham
Biosciences). 5 pl d'une dilution au 1/£08d’ADNc sont utilisés comme matrice pour la
PCR avec les oligonucléotides appropriés (conceémtrafinale 1 pM) et le mélange
« quantitTect SYBR Green PCR » (Qiagen). La fluceese est étalonnée a partir d’'un
fluorochrome passif (fluoresceine) inclus dans cieaqéaction. Afin de déceler une
eventuelle contamination des préparations d’ARN g&ar’ADN génomique résiduel, des
réactions sont réalisées dans les mémes conditiais sans I'enzyme transcriptase inverse.

La quantification des ARN 23S est réalisée pounddediser les mesures. L'amplification, la
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détection et I'analyse en temps réel sont répééas3 fois et sur plusieurs échantillons
d’ARN différents a I'aide du systéme « BioRad i&ydQ » (Biorad).

La valeur utilisée pour comparer I'expression dgéme chez les diverses souches et les
différentes conditions testées est le nombre desyCR nécessaire pour atteindre le seuil
fixé de détection de fluorescence (@ireshold cycleou cycle seuil). Afin de relier ces
données a lI'abondance d’'un ARNm, les valeurs deb@nues chez les souches mutantes
stressées ou hon sont comparées avec celles dedaessauvage ou des conditions témoins,
et converties en « nombre de fois » ou le génendsit ou réprimé. La difféerence de «n
fois » est calculéee grace a la formule suivante :
(N=(Epgs" P SWTYE, CXWDy (B, 5 Ct23S(Mutanie. CEX(mutant) -y E,.cet Ex représentent 'efficacité
de la PCR (facteur par lequel le nombre de copiegéthe correspondant [ARNr 23S ou géne
X a analyser] augmente a chaque cycle et Ct leecs@lil correspondant déterminé dans les
conditions témoins ou dans celles testées). Lesuxalpour chaque géne analysé sont
comparées a celles obtenues pour le ggnécodant le géne de la NADH peroxydase) et/ou
pour le genegyrA (codant la sous-unité A de I'ADN gyrase) par amaly statistiques

réalisées en utilisant le test de Student.

lll. 3. 2. PCR quantitative en temps réel a patdrmatrices issues de bactéries

isolées de macrophages

by

Les ARN totaux ont été extraits a partir de cukuen phase exponentielle de
croissance a l'aide du kit RNeasy Protect Mini (Kiagen) apres avoir resuspendu les
cellules dans la solution RNAlater, comme précédentrdécrit (228). L'expression du gene
EF1843 a été quantitativement évaluée par RT-PCRemps réel sur un thermocycleur
iCycler iQ system (Bio-Rad) en utilisant le gép®B en tant que gene de référence (229).
Pour chaque géne un couple d'amorce et une sorgldah® (Tableau 4) ont été dessinés
par le logiciel Beacon Designer 2 (version 2.06e(®er Biosoft International, Paklto,
CA). Les amorces et la sonde utilisées pour le gpoB ont été décrites précédemment
(229). Les réactions de PCR ont été réalisées wianslume de 50 pl contenant les réactifs
suivants : 25 pl de mix de réaction Platinum Quatiie RT-PCR ThermoScript
(Invitrogen), 1,5 U de mix ThermoScript Plus/PlatimTaq (Invitrogen), chaque amorce et la
sonde Tagman® sont ajoutées a la concentration5@M, 5 pl d'échantillon d'ARN, le
volume est complété par de I'eau distillée. Lesagtibons sont d'abord incubés 45 min a

52 °C pour la RT puis 5 min 94 °C pour inactivetrenscriptase inverse ThermoScript Plus
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et pour activer laraq polymerase Platinum, ces étapes sont suivies (pay&es consistant

en 15 s a 94 °C et 1 min a 59 °C. Les mesuresuteecence sont collectées pendant la
phase d'hybridation/élongation et analysées avéagieiel iCycler iQ®. Chaque réaction a
ete effectuée en quadruplicate et I'efficacité atesrces a été déterminée pour chaque géne.
Le niveau d'expression relatif des génes cibleshdgue échantillon a été calculé par la
comparaison desS; (230).

lll. 4. Digestion par les endonucléases de resttion, déphosphorylations et
ligatures

Les endonucléases de restriction sont fourniesApagrsham Biosciences et Roche
Applied Sciences et sont utilisées a raison de21lUanités d'enzyme pour 1 a 2 ug d’ADN a
digérer, dans un volume final de 20 pL. Les condsgid'utilisation de ces enzymes (tampon
et température d'incubation) sont celles précoripée les fournisseurs.

Pour limiter la recircularisation des vecteurs aurs des étapes de clonage, les vecteurs
digérés par une seule enzyme de restriction sqitadphorylés en employant la phosphatase
alcaline de crevette ou SAP (paghrimp alcaline phosphatas¢Roche Applied Sciences)
selon les recommandations du fournisseur.

La réaction de ligature est effectuée en présercel@ ng d’ADN plasmidique
éventuellement déphosphorylé et de quatre foisgdusagments a insérer. La quantification
de I'ADN est effectuée sur gel d’agarose par comigan a des quantités connues de
marqueurs de poids moléculaire. Par la suite, Hagnients et les plasmides sont mis en
présence de gl du tampon de ligature, ded de ligase provenant du bactériophage T4 et
d’eau distillée stérile pour un volume total dey20La réaction est effectuée durant 4 heures
a 16 °C ou bien 16 h a 4 °C. Finalemenp/ tle cette réaction est utilisé pour transformer la

souche bactérienne voulue.

lll. 5. Séquencage de I'ADN

Les réactions de séquencage sont effectuées suimantméthode dérivée de celle
décrite par Sangest al. (231) a l'aide du kit « CEQ Dye Terminator Cycleg8encing-
Quick Start Kit» (Beckman Coulter, Palo Alto, CAISA) selon les instructions du
fournisseur. L'analyse des fragments synthétiséseffiectuée a l'aide d'un séquenceur
automatique CEQ 8000 (Beckman Coulter) au Centrephtdier Régional de Caen. Les
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séquences obtenues sont analysées grace au logmieSequencing (Ceq8000, Genetic

Analysis System, Beckman Coulter).

[ll. 6. Préparation et transformation des cellulesélectrocompétentes . coli et

d’ E. faecalis

Les expériences de transformation des cellulesrgatisées par électroporation selon
les méthodes décrites par Dowedral. (232) pourE. coli et par Holo et Nes (233) pour
E. faecalis

Brievement, les cellules électrocompétentds. @oli sont obtenues en inoculant 1 | de
bouillon LB a 1 % a I'aide d’'une culture saturéaispen incubant sous forte agitation a 37 °C
jusqu'a obtention d'une densité optique a 600 nnpasmentre 0,5 et 1 (environ 3 h 30 min
d'incubation). La suspension bactérienne obtenti@less refroidie 15 min sur glace, puis
centrifugée 15 min a 400@x Les cellules sont lavées par un litre, puis parlQ'eau
ultra-pure froide stérile, et enfin par 20 ml d'wsméution de glycérol 10 %. Elles sont ensuite
resuspendues dans 2,5 ml de glycérol 10 %, ettrépaen fractions de 40 ul avant d'étre
stockées a -80 °C.

La préparation des cellules électrocompétent&s fiiecalisest réalisée comme suit :
100 ml de bouillon GM17 contenant 0,2 M de sacckaret 2 % de glycine sont inoculés
avec 10 ml d'une culture de nuitEd’ faecalis Les cellules en phase exponentielle de
croissance sont récupérées par centrifugation @ 8920 min a 4 °C. Elles sont lavées deux
fois par 100 ml d'une solution stérile froide decctmrose 0,5 M, glycérol 10 %, puis
resuspendues dans 500 pl de cette méme solutisrba@eeries sont aliquotées par fractions
de 100 ul avant d’étre stockées a -80 °C.

La transformation proprement dite est réalisée atdd’ d’'un appareil Gene Pulser
(Bio-Rad). Pour ce faire, 1 ul de la solution d'A@st mélangé a une fraction de cellules
électrocompétentes (40 ul polr coli; 100 pl pourE. faecaliy. Le mélange est maintenu
5 min sur glace dans une cuvette d'électroporatien0,2 cm avant de réaliser le choc
électrique. Les parametres de ce choc sont :

- pourE. coli: tension de 2,5 kV, capacité de 25 pF, résistdec200Q
- pourE. faecalis: tension de 2,5 kV, capacité de 25 pF, résistdact00Q.
Immédiatement aprés le choc électrique, les callde. colisont reprises dans 1 ml de

milieu LB puis mises en culture d’expression pemdanmoins 30 min a 37 °C ; tandis que
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les cellules cE. faecalissont reprises dans 1 ml de milieu GM17 supplémentsaccharose
0,5 M, MgChL 20 mM, CaCJ 2 mM, puis incubées 1 h 30 a 30 °C ou a 37 °C.dsHlslles
transformées sont ensuite étalées sur les milicl@s&g appropriés.

[ll. 7. Mutagenése chez. faecalis

[ll. 7. 1. Mutagenese dirigée par simple recomisima homologue

Nous avons effectué une mutagenese dirigée des §#t224 et EF3054 par simple
crossing-over a l'aide du plasmide pUCB300 (22@) pasmide est réplicatif ché&z coli et
intégratif chezE. faecalis Nous avons tout d'abord amplifié par PCR un fragininterne de
chacun des geénes, puis aprés digestion, ceux-céténtlonés dans les sites de restriction
correspondant du vecteur pUCB300. Les plasmidesnwbmants ont servi a transformer les
cellules compétentes de la souche JH2-2. Les nsutamt été sélectionnés en présence
d'érythromycine pendant 48 h puis l'insertion dasplide au sein de chaque géne a été
vérifiee par PCR. Afin de maintenir l'intégration plasmide, les cultures de ces souches ont

éte effectuées en présence d'antibiotique.

[ll. 7. 2. Mutagenese dirigée par double recomiorahomologue

Les expériences de mutagenése par double crosgamgamt été réalisées en
employant le plasmide pMAD (219). Ce plasmide pnésé#éavantage d'avoir une réplication
thermosensible chez les bactéries a Gram positifleetposséder un gene codant une
B-galactosidase sous la dépendance d'un promotenstitabif permettant une sélection
histochimique des transformants. Les constructamrsespondant aux parties amont et aval
(environ 900 pb chacune) de chaque gene délété najeur partie de sa séquence codante

ont été clonées dans le vecteur pMAD comme le radatFigure 18.

65



Matériels et méthodes

promoteur

Geéne cible «X»
B o

Clonage des parties 5’ et\3\ /

du gene d'intérét
dans le vecteur pMAD

Transformation du plasmide dans des cellules
électrocompetentes de la souche JH2-2

Figure 18 : Schéma de la construction de mutantslaide du plasmide pMAD.

Les plasmides recombinants (pMAD «X») ont été sési pour transformer des cellules
électrocompétentes de la souche JH2E2 fdlecalis Par sélection histochimique nous avons
pu isoler quelques clones mutants dont les géenkdédéont été substitués aux copies
sauvages sur le chromosome par un événement déedegbmbinaison homologue (219).
Une fois le mutantAEF1843 obtenu la procédure a été reconduite polétetidle gene
EF0783 dans cette méme souche afin d'obtenir IdldomutantAEF1843AEF0783. La
confirmation de la délétion des genes ciblés clszdifférents mutants construits a été

effectuée par PCR en utilisant des amorces spgéeside chaque gene.

IV. Méthodes d'analyses physico-chimiques

IV. 1. Extraction des protéines totales

Un culot cellulaire issu de 200 ml de cultur&dfaecalisa DGsp0 = 0,5 est lavé deux
fois avec 20 ml de tampon de lavage (50 mM Tris-i& 7,5); 1 mM EDTA ; 1 mM
B-mercaptoéthanol; 0,14 mM PMSF; 0,01 % Chloramptad)ipuis repris dans 500 pl de ce
méme tampon. La lyse cellulaire est réalisée etamigvigoureusement (2 x 5 min au vortex)
en présence de 500 mg de billes de verre. Aprésifogation du mélange (10 min a 16000

g, 4 °C), le surnageant est prélevé et 4 volumasétbne contenant 10 % de TCA lui sont
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ajoutés. Ce mélange est alors vortexé et centrif@ggin a 16000 g, 4 °C), le culot est
ensuite lavé et centrifugé (3 min a 16000 g, 4 s@cessivement dans 1,75 ml de méthanol
contenant 1,75 ml d’acétate puis dans 1,75 ml tbemee80 %. Le culot résultant est alors
séché et repris par un mélange phénol pH 7,9/tarfSp& (30% Saccharose ; 2 % SDS ; 0,1
M Tris-HCI; B-mercaptoethanol). Apres incubation 5 min a tentpéea ambiante et
centrifugation, les protéines sont extraites pandfert de la phase phénolique dans un
nouveau tube Eppendorf. Ce tube est complété avenathanol contenant 0,1 M d’acétate
et mis a incuber 16 h a -20 °C puis centrifugé {8 @116000 g, 4 °C). Le culot est lavé une
fois avec du méthanol 100 % et une fois avec deltme 80 %. Durant chaque étape de
lavage, le mélange est vortexé et centrifugé copréeédemment. Enfin, le culot est séché
puis repris dans 200 ul de tampon de réhydratéfidvi Urée ; 2 M Thiourée ; 2 % CHAPS ;

2 % SB 3-10 [caprylyl sulfobetaine] ; 20 mM DTTpBM TCEP; 2 % IPG buffer).

IV. 2. Electrophoréese en gel de polyacrylamide erconditions dénaturantes
(SDS-PAGE)

Les protéines des extraits bruts et purifiés sépagees par électrophorese en gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes. Cettet@phorese a été réalisée dans des gels
de dimensions B cm dans une cuve "mini-Protean IV" (Biorad, Hézsu California,
USA). La concentration en acrylamide est de 4 %r pewel de concentration et de 12 %
pour le gel de séparation (Tableau 5 et TableaulL'&)ectrophorese s'effectue dans un
tampon composé de Tris (25 mM), de SDS (34,7 mMleaglycine (192 mM). La migration
est réalisée a 80 V pendant 2 heures. L'échantdstinobtenu en mélangeant g0de la
solution de protéines et B de tampon Laemmli 5 X (Tris-HCI 10 mM ; Glycedbs ; SDS
6 % ;B-mercaptoéthanol 2,4 nM ; bleu de bromophénol 0,8% 6,8 ) (234).

Tableau 5 : Composition des gels de séparation SIFRGE 12 %.

Acrylamide 30 % (0,65 % bis) (Duracryl) 12 %
Tris base 250 mM

Eau ultra-pure QSP 1L
SDS 3,5mM

APS 1,1 mM

TEMED 60 uM
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Tableau 6 : Composition des gels de concentratioDS-PAGE 4 %.

Acrylamide 30 % (0,65 % bis) (Duracryl) 4%
Tris base 375 mM

Eau ultra-pure QSP1L
SDS 3,5mM

APS 2,2mM

TEMED 120 uM

IV. 3. Electrophorese bidimensionnelle

Les protéines sont séparées selon une premiéreatioiyr (£ dimension)
correspondant a une isoélectrofocalisation au cdersaquelle chaque protéine migre en
fonction de son point isoélectrique (pl), puis uteuxiéme migration €' dimension)
correspondant a une électrophorese SDS-PAGE sépasapeptides en fonction de leur
masse moléculaire.

L’isoélectrofocalisation est réalisée en bandegraeient de pH immobilisé (ostrips)

« Immobiline DryStrip » (Amersham Biosciences) @aeur 18 cm ; gradient de pH 4-7) en
utilisant le systeme « Protean IEF Cell » (Bio-Rhdboratories) et en suivant les
recommandations du fournisseur.

La 2™ dimension est réalisée en gel (Duracryl 14 % s-Base 250 mM ; SDS 0,1 %)
(26 cm x 24 cm x 6 mm) en tampon de migration &dade I'appareillage « Millopore
Investigator 2D Electrophoresis System » (Millipodea migration se fait sous 1 W pendant
24 h.

IV. 4. Révélation par coloration au bleu de Coomasse

Les gels d'électrophorése sont incubés pendantdnk un bain colorant a 0,25 %
(m/v) de bleu de Coomassie R250 préparé dans udogoso[éthanol 50 % (v/v) ; acide
acétigue 7 % (v/v)]. Les gels sont ensuite décsl@ar plusieurs bains successifs dans une

solution [éthanol 40 % (v/v) ; acide acétique 7V).

IV. 5. Révélation par coloration au bleu Colloidal

Le gel est immergé dans différents bains succes8ifs 30 min dans une solution
contenant 30 % (v/v) d’éthanol et 2 % (v/v) d’acipleosphorique; 3 x 20 min dans une
solution d’acide phosphorique 2 % ; puis 30 min dams solution d’équilibration contenant

18 % d’éthanol, 2 % d’acide phosphorique et 15 %v)nde sulfate d’ammonium. La
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coloration est ensuite effectuée pendant au moing 2ans une solution contenant 18 %
d’éthanol, 2 % d’acide phosphorique, 15 % de selééammonium et 0,2 g/l de Bleu Brillant
G250 (235).

IV. 6. Spectrométrie de masse

Les spots protéiques d’intérét sont excisés dwegehcés 2 fois dans de 'eau ultra
pure, puis déshydratés 10 min dans de l'acétamifligma, St Louis, MO, USA, ). Les
échantillons sont séchés 30 min sous vide et ré@gsipendant 1 h avec 2 pl de NIEO;

50 mM contenant 1 pg de trypsine. 20 ul de bicaat®d’ammonium sont ensuite ajoutés et
la digestion est poursuivie pendant 16 h. Apreéstrifegation 5 min a 3000 rpm, le
surnageant est récupéré, et les morceaux de gepkmdés successivement dans 20 ul de
bicarbonate d’ammonium/acétonitrile 20 mM (1:1),ispi2 fois dans 20 ul d'acide
formique/acétronitrile (1:1), et dans 20 ul d’aoéitrile. Les échantillons sont centrifugés
entre chaque étape, et les surnageants sont résugéréunis, séchés et resuspendus dans
10 pl d'acide formique a 0,1%. Les peptides sordlymés par un spectromeétre de masse
intégrant une source électrospray (ESI) avec umapé d'ions (LCQ DECA XP, Thermo
Electron Corporation, www.thermo.com), couplé auee HPLC (Surveyor LC, Thermo).
Les peptides sont séparés par HPLC sur une colaapdlaire C8 (HyPurity C8,
150 x 0,5 mm, Thermo), comme décrit par Sauvageat (236). Les spectres MS/MS sont
compares a la fragmentation théorique de la basmdeces de la séquence du génome de la
souche V583 &. faecalis(1), disponible sur le site Internet du TIGR (wwrgr.org), avec le
logiciel TurboSEQUEST.

IV. 7. Microscopie électronique

Les observations en microscopie électronique ayhgkaont été réalisées au Centre
de Microscopie Electronique Appliquée a la Biologie I'Université de Caen. Pour ces
observations, les celluleskl’ faecalisont été fixées par le mélange glutaraldéhyde/tgttex
d’osmium dans un tampon cacodylate 0,1 M a pH 6rlaet 16 h a 4 °C. Apres plusieurs
lavages dans ce méme tampon, les cellules sonsesmen suspension et sont déposées sur
des plaques d’aluminium. La suspension cellulagteemsuite déshydratée en réalisant des
bains successifs d’alcool/acétone puis séchée ayp@Qa méthode du point critique décrite
par Anderson (237). Aprés métallisation a I'or, éebantillons sont observés en microscopie

électronique a balayage a canon a émission de chkangpune tension de 5 kV.
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IV. 8. Surproduction et purification de la protéine EF1843 par le systéeme
QIA express.

Le systeme QlaxpresgQIAGEN) permet d’induire la surproduction d’'unefgine
d’intérét. Le géne codant la protéine d’intérét@ehé dans le vecteur d’expression pQE31
de facon a créer une protéine recombinante prégentae extension de 6 histidines
(Hise-tag) a son extremité NHerminale. La transcription du géne recombinamtpéascée
sous le contrble transcriptionnel du promoteur fiutphage T5 et d’'un double opérateur
lacO. Ainsi, en l'absence de l'inducteur IPTG, le ré&weur Lacl, produit de maniére
constitutive dans la souche d’expressiéncoli M15 (pREP4) (Tableau 2), va réprimer
'expression de 'ORF (open reading frame pour eaguvert de lecture) en se fixant aux
régions opératrices. L’introduction d'IPTG dansclature leve la répression et permet la
surproduction de la protéine recombinante.

EF1843 est surproduite et purifiée en tant queépret hybride fusionnée en partie
N-terminale a une extension de six résidus histifliiss-tag). Tout d'abord, le gene EF1843
delété de son peptide signal est amplifié par PERtiésant le couple d'amorce LH20/pgd19
(Tableau 4) puis cloné dans le vecteur d'exprespi@QE31 (QIAGEN) (Tableau 3). La
protéine est surproduite daBs coli M15(pREP4) contenant la construction pQE31-EF1843.
Cette souche est cultivée dans 200 ml de milieu dipplémenté avec 100 pg/mi
d'ampicilline et 50 pg/ml de kanamycine jusqu'a D®soonm de 0,5. La synthese de la
protéine EF1843 est induite pendant 2 h & 37 *Gyjoaut de 1 mM d'IPTG. Les cellules sont
ensuite récupérées par centrifugation (10 min a 8@00puis rincées avec 20 ml de tampon
A (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 ; Ng&8O, 50 mM ; Glycérol 15 %), centrifugées a nouveau,
reprises dans 5 ml de tampon A et finalement lypdegpassage dans le systtme « One Shot
Cell Disrupter » (ConstantSystem, Northants, UK,wwonstantsystem.com) a 2,15 kBar.
Apres centrifugation du lysat cellulaire & 130@Ppendant 30 min a 4 °C, la fraction soluble
est récupérée. Une chromatographie d'affinité, yjge tIMAC (pour immobilized metal
affinity chromatography), est ensuite realisée fixation de la protéine recombinante est
effectuée dans un tube a hémolyse contenant Ogemésine NiNTA (résine nickel-acide
nitroacétique agarose) (Qiagen), préalablementibogeé en tampon A et en incubant 1 h a
4 °C sous agitation douce sur plateau oscillantr€@@min). La résine a ensuite été déposée
dans une seringue de 2 ml pourvue d’'un filtre deelde verre, et des lavages successifs sont
réalisés avec 10 ml de tampon A, puis 10 ml de tanip (Tris-HCI 50 mM pH 7,5 ; N&O,

50 mM ; Glycérol 15 % ; Imidazole 30 mM). La pratéide fusion est finalement éluée par
2,5 ml de tampon C (Tris-HCI 50 mM pH 7,5 ; JS&, 50 mM ; Glycérol 15% ; Imidazole
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300 mM). L'éluat est ensuite déposé sur une colodeeséphadex « PD-10 Desalting
column » (Amersham Biosciences) et la protéinefiaslement collectée par fractions de
500ul apres application de 3,5 ml de tampon D (Tris-2OImM, pH 7,5; DTT 2 mM ;
Glycérol 15 %) sur la colonne. La concentration emotéine est estimée par
spectrophotométrie a I'aide de I'appareil Biophotben (Eppendorf), puis par dosage selon
la méthode de Bradford (238) et les fractions lass goncentrées sont rassemblées et

stockées a -80 °C.

IV. 9. Analyse de la structure du PG

La structure du PG H: faecalisa été analysée par RP-HPLC (Reverse Phase High
Performance Liquid Chromatography) et par specttoeméde masse MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption ionization tinfiflight) comme décrit précédemment pour
L. lactis (239).

IV. 9. 1. Extraction du PG

500 ml de milieu M17 glucose sont ensemenceés a\@Wpa partir de culture de nuit,
apres incubation a 37 °C les cellules sont coleecgar centrifugation (10 min 5000 rpm a
4 °C) durant la phase exponentielle @@ 0,5) ou durant la phase stationnaire (R© 2).
Les culots cellulaires sont resuspendus dans wmelde 40 ml d'eau MilliQ stérile froide
puis portés a ébullition pendant 10 min. Apres cigtation (10 min 5000 rpm a 4 °C) les
culots sont resuspendus dans 0,5 ml d'eau MilliQtéé ajout de 0,5 ml de SDS 10 %
préchauffé a 60 °C, le mélange est porté a élmnlgendant 25 min. La solution est ensuite
centrifugée 10 min a 20000 g a température ambiafite de prévenir une précipitation du
SDS) et le culot est repris dans 1 ml de SDS 4 é6hauffé a 60 °C puis porté a ébullition
durant 15 min avant centrifugation 10 min a 20008 gmpérature ambiante. La solution
ainsi obtenue est lavée (centrifugation 10 min 209@ température ambiante puis reprise du
culot dans 1,5 ml d'eau MilliQ préchauffée a 60 j@®gu'a élimination du SDS (au moins
7 fois). A la suite du dernier lavage, le culot estuspendu dans 800 ul de Tris-HCI 50 mM
pH 6,5 auxquels sont ajoutés 200 pl de pronase @dlfhl puis incubé 90 min a 60 °C.
Apres un lavage du culot a I'eau MilliQ, celui-st eepris dans 1 ml de tampon phosphate de
sodium 20 mM pH 7,8 auxquels sont ajoutés 20 pthygesine (10 mg/ml) et 5 ul d'azide de
sodium 10 %. Le tout est incubé sous agitationh 2637 °C. Le culot est lavé avec 1,5 ml
d'eau ultra pure puis centrifugé 10 min a 20000 tgnapérature ambiante. 500 ul d'acide
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hydrofluoridrique sont déposés sur le culot puigdet est incubé 5 min dans un bain a
ultrasons avant une incubation de 16 h a 4 °C. @pentrifugation 10 min, 20000 g a
température ambiante le culot est lavé 2 fois ayéaml de Tris-HCI 250 mM pH 6,8 et

4 fois avec 1,5 ml d'eau MilliQ afin d'obtenir ui pproche de 5. Le culot est finalement

repris dans 500 pl d'eau MilliQ puis lyophilisé.

IV. 9. 2. Digestion du PG par la mutanolysine

Le PG lyophilisé est repris dans de I'eau MilliQnadl'obtenir une concentration
d'environ 20 mg/ml puis traité avec une sonde i@asdins (microsonde) 2 sec a 15 % de sa
puissance maximale. 4 mg (200 pl) de PG sont ésilgour la digestion. A ces 200 pl sont
ajoutés 125 pl de tampon phosphate de sodium 10@h8,5 ; 2,5 ul d'azide de Na 10 % ;
25 ul de mutanolysine 50000 U/ml et 147 ul d'ealli®li Apres incubation 19 h a 37 °C

sous agitation, la digestion est arrétée par chgaft 100 °C pendant 3 min.

IV. 9. 3. Réduction des muropeptides

Afin de séparer les muropeptides par HPLC il estemgaire de procéder a leur
réduction. Pour cela, 400 pl de tampon borate daiso250 mM, pH 9 sont ajoutés a 400 pl
de PG digéré, (le pH de ce mélange doit étre gmii8)le mélange est transféré dans un tube
contenant 4 mg de borohydrure de sodium, cetteegiegpvoque un dégagement gazeux (H
et B;) pendant 20 min. Le pH de la solution est ensalii@ssé jusqu'a pH 4 par ajout d'acide
orthophosphorique 20 % (afin d'éliminer I'excésbdeohydrure) puis filtrée sur membrane

PVDF 0,45 um. 50 ul de cette préparation sontgauite injectés en HPLC.

IV. 9. 4. Séparation HPLC et analyse MALDI-TOF

Le PG digéré et réduit est séparé par RP-HPLC ‘pdtishtion d'une colonne
Hypersil ODS (C18, 250 x 4,6 mm; b ; ThermoHypersil-Keystone) incubée a 50 °C
comme décrit par Courtiet al (239). Les muropeptides sont élués pendant 5anet
10 mM de tampon phosphate d'ammonium pH 5,6 (tampguis pendant 270 min avec un
gradient linéaire de méthanol (0-30 %) dans du taamda@vec un débit de 0,5 ml/min. De
l'azide de sodium est ajouté (180 ul/l de tampompa@r éviter une dérive de la ligne de base
a 202 nm. Pour chaque minute d'élution une fracésh collectée et 1 pl des fractions
incluant les principaux pics sont analysés par MAIDF avec un spectrometre de masse
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Voyager DE STR (Applied Biosystems, Framingham, YS#ec une matrice d'acide
a-cyano-4-hydroxycinnamique.

V. Méthodes d’analyses bioinformatiques

Les séquences d’ADN ont été analysées a l'aideralgramme VectorNTI (Invitrogen,
Carlsland, CA, USA).

La séquence du génomeEdfaecalisvV583 (1) est accessible sur le site du TIGRg
Institute for Genomic Researchiyww.tigr.org).

Les comparaisons et les alignements des séquerpédigues ont été réalisés grace
aux logiciels disponibles en ligne sur les sited\diBI (National Center for Biotechnology
Information ; www.ncbi.nlm.nih.gov) et de ExPasSygxgpert Protein Analysis System ;

www.expasy.ch).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre | : Analyse du sécréetome et des protéinege surface dE. faecalis

I. 1. Contexte de I'étude

Les protéines de surface des bactéries sont descube$ clés constituant l'interface
entre la cellule et I'environnement. Certainesntdds elles correspondant a des facteurs de
virulence, ont été précédemment décrites diefaecalis Afin de mettre en évidence de
nouveaux facteurs de virulence, une des thématideescherche de notre laboratoire vise a
caractériser les protéines sécrétées et de suffi@zg&. faecalis

Pour cela, une étude a été conduite, en marge ttaval de these, afin d'identifier, par
une approche protéomique globale, les protéinesét®&s les plus abondantes et celles
associées a la surfac&dfaecalis Ces protéines ont été soit extraites de cultteda souche
JH2-2 puis séparées par gel d'électrophorese swmitteiment extraites par trypsinolyse
invivo. Elles sont ensuite analysées par spectrométriendsse intégrant une source
électrospray (ESI) avec une trappe d’ions. Destions putatives ont été attribuées par
homologie avec la séquence annotée du génome stritheE. faecalisvV583. Un total de
8 protéines sécrétées incluant des autolysinegsetigbprotéines ont été identifiées dans le
surnageant de culture. 39 protéines de surfacéténdentifiees a la suite de I'électrophorese
bidimensionnelle et de la trypsinolyse vivo parmi lesquelles 2 sont communes avec les
protéines sécrétées. En résumé, nous avons idedtHi protéines et l'analyse de leurs
séquences révele que 36 (80 %) présentent dessnuatifictéristiques (peptide signal ou
segment transmembranaire) conformes a une prédidgolocalisation extracellulaire. Ces
résultats sont présentés dans I'Annexe 1 sousrfaefa@'une publication soumise dans
Research in Microbiology.

En continuité de ce travail, une étude visant amaen évidence des géenes ayant des
niveaux d'expression variants entre la soucke fecalisJH2-2 (modéle d'étude de notre
laboratoire) et les isolats cliniques V583 (dongémome est séquencé) et MMH594 (Tableau
2) a été réalisée. L'identification de génes ex@sinde maniére plus importante chez les
isolats cliniques tendrait a les considérer comesefdcteurs de virulence potentiels.

La comparaison du niveau d'expression des genes ezd differentes souches a été
effectuée grace a des membranes (macroarrays ab©adition avec P. Serror, INRA de
Jouy-en-Josas) sur lesquelles ont été fixés ledi@mp correspondant a 255 genes (dont
45 codant des protéines de surface ou sécrétées). n@croarrays ont servi pour des
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expériences d'hybridation différentielle avec Id3M\complémentaires (ADNc) dérivés des
ARN totaux de chacune des 3 souches. Les résudatses expériences d’hybridation
différentielle ont permis de mettre en évidenca&piession de 23 génes. Parmi ces 23 génes,
cing (21,7%) sont exprimés a des niveaux compasatiiez les trois souches, 7 (30,4%) sont
plus fortement exprimés chez la souche de référdH@e2, et un total de 11 genes (47,8%)
sont surexprimeés chez les isolats cliniques V583Mt1594.

Dans ce travail de these, nous avons Vérifié lesanix d'expression de ces génes par
amplification par PCR en temps réel. Ce travaikearps de retenir deux genes d'intérét qui
ont ensuite été interrompus dans la souches JHZ-thptagenese insertionnelle. Finalement

une analyse phénotypique de ces mutants a étéusféec

I. 2. PCR quantitative en temps réel

Afin de confirmer les résultats d'hybridation diéntielle, le niveau d'expression des
23 genes a été analysé par PCR quantitative erstegepen utilisant les ADNc dérivés des
ARNmM des trois souches a comparer. Les résultatsnob montrent que 5 génes sont
exprimés de maniere plus importante chez les salatiques MMH594 et V583 par rapport
a la souche JH2-2 (Tableau 7).

Tableau 7 : Analyse par PCR en temps réel des génédentifiés consécutivement a I'hybridation
différentielle.

Quantification relative par la méthode d&sCT.

Geéene Souche CT* SD*  AACT SDAACT RQ RQ min  RQ max
ef0082 V583 23,02 0,13 -4,08 0,143 +16,9 + 15,3 + 18,7
(Major facilitator MMH594 25,31 0,10 -1,09 0,112 +2,1 +2,0 +2,3
family transproter)
efl097 V583 25,86 0,11 -4,39 0,348 +21 +16,5 + 26,7
(Hypothetical MMH594 25,16 0,08 -4,39 0,341 +21 +16,5 + 26,5
protein)
efl685 V583 20,97 0,19 - 8,87 0,344 +467,9 +368,6 +5939
(Hemolysine Ill)  MMH594 18,93 0,12 -10,91 0,308 +1924,1 +2382,1 +1554,2
ef2224 V583 25,74 0,09 - 5,77 0,130 + 54,6 +49,9 + 59,7
(Cell wall surface MMH594 25,68 0,06 -51 0,116 + 34,3 + 31,6 + 37,2
anchor family
protein)
ef3054 V583 25,03 0,16 -2,88 0,260 +7,4 +6,1 +8,8
(Lipoprotein MMH594 25,14 0,31 -2,15 0,371 +4,4 +34 +5,7
putative)

* Expériences effectuées en triplicat. CT=cycleilse8D : écart type ; RQ=quantité relativAACT=variation
du CT entre souche testée et souche de référeide2jJprenant en compte les variations observéeas\aau
du contréle de standardisation (ARNr 23 S).
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La quantité relative (RQ) de transcrits chez lasches virulentes par rapport a la souche de
référence JH2-2 varie en fonction des genes comsicde + 2,1 & + 1924,1 fois. Ainsi, les
génes EF1685, EF3054, EF2224, EF1097 et EFO08@esmiveaux d'expression plus élevés
dans les souches cliniques que dans la souchdéderrée JH2-2.

Le gene EF0082 code une protéine identifiée comtaet un transporteur membranaire.
Une équipe de notre laboratoire a montré que ce gensous la dépendance d'un régulateur
transcriptionnel nommé Ers (enterococcal regulatasurvival) (240). Ce travail se poursuit
par I'étude de la fonction et de la régulation elgéne.

Le seul homologue connu de EF1097 est la proteké57 (241). Cette protéine, dont
le géne a été identifié sur un plasmide extraiStteptococcus pyogenesorrespond a une
bactériocine de la famille des streptococcines.

Le gene EF1685 code une protéine impliquée damplidénomenes d’hémolyse déja bien
caractérises chdz. faecalis(242, 243).

A ce jour, les génes EF2224 et EF3054 n'ont pasnlogues dont la fonction est
caractérisée. Ainsi, parmi les 5 génes plus exmidans les souches cliniques, nous avons
retenu les géenes EF2224 et EF3054 pour des inaéietig plus approfondies.

I. 3. Analyse de l'organisation structurale des gees EF2224, et EF3054

a) b)
promoteur 4500 pb (1499 aa) ﬁ promoteur 627 pb (208 aa
—ﬁ——-:_l “““ I 7—ﬁ~ T b—ﬁ—
peptide motifs répétés peptide signal
signal LPXTG lipoprotéique
EF2224 EF3054

Figure 19 : Organisation structurale des régions adlomosomiques des génes (a) EF2224 et (b) EF3054.

ﬁ : terminateurs rho-indépendants.

Le gene EF2224 est bordé par 2 séquences inveggeees, susceptibles de former
des structures secondaires pouvant fonctionner emes terminateurs rho-indépendants
(Figure 19). Ces observations suggérent fortemeataxpression monocistronique du gene
EF1843.

L'analyse de la séquence promotrice du gene EF222dle la présence d'une

séquence promotrice potentielle (TTGAGA 1fN TAAAAG) pouvant étre reliée a la
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séquence consensus reconnue par le fastBF TGACA (Nis.19 TATAAT) ainsi qu'un site
potentiel de fixation des ribosomes (AGGAGA).

La séquence codante de EF2224 est de 4500 pbpatide moléculaire prédit de la
protéine correspondante est de 164 kDa. L'analgséa déquence de la protéine EF2224
(logiciel SignalP : www.cbs.dtu.dk/services/SignatBvele la présence d'un peptide signal
N-terminal suggérant une localisation extra-ceitelae la protéine. De plus, la présence d'un
motif LPXTG dans la partie C-terminale de la pro&permet d'affiner la prédiction de la
localisation de cette protéine car ce motif eshc@ristique de la liaison covalente d'une
protéine au PG. EF2224 présente également dangcemde moitié 5 éléments répétés
d'environ 130 acides aminés. Ces éléments sooukets dans 3 des 5 plus grandes protéines
de Bacillus cereusu ils peuvent étre répétés plus de 30 fois aud®ilma méme protéine. A
notre connaissance, ces répétitions n'ont pas detidn connue bien que pour d'autres
protéines, ce type de répétitions permet d'étdebrliaisons faibles (non-covalentes) avec des
éléments de la paroi (129).

Le géne EF3054 est aussi bordé par deux termimsatdw-indépendant potentiels
(Figure 19) suggérant une expression monocistrendgice gene. L'analyse de la séquence
promotrice du gene EF3054 révele la présence diétpience promotrice potentielle
(ATGATT (N16) TATAAT) en aval de laquelle se retrouve un sitelidesson aux ribosomes
(AGGAAA). La séquence codante de EF3054 est depd2&t le poids moléculaire prédit de
la protéine correspondante est de 23 kDa. L'analgda séquence primaire en acides aminés
du gene EF3054 montre la présence d'un peptidel signsécrétion lipoprotéique indiquant
une liaison covalente putative de la protéine EB3@fature aux lipides membranaires.
Toutefois, aucune homologie de séquence avec ddsinggs de fonction connue n'a été

trouvée dans les banques de données.

I. 4. Analyse physiologique des mutantAEF2224 etAEF3054

Afin d'étudier le role des genes EF2224 et EF3054is avons construit dans la souche
dE. faecalisJH2-2, les deux mutants correspondant a chacursigénes. Ces mutants ont
été nomméaAEF2224 etAEF3054 (voir Matériels et Méthodes). La stabilité lihtégration
du plasmide recombinant a été testée. Pour cels,anmns effectué en paralléle, pour chaque
mutant, des cultures en présence et en absencabidigque. La perte du plasmide

recombinant est estimée en dénombrant, aprés 2@ draissance pour chaque culture, la
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guantité de bactéries résistantes et sensible€rgthfomycine. Les résultats de ces
dénombrements étant comparables dans chacun demaagouvons conclure que méme en
absence d'antibiotique, le plasmide reste intégrandwau moins 24 h de culture. Cela nous
permet d'effectuer des tests physiologiques emabs#antibiotique.

L'analyse de la croissance du mutABF2224 n'a pas permis de mettre en évidence de
différence majeure de temps de latence, de tawxaigsance exponentiel ni de DO finale par
rapport a la souche sauvage.

Par contre I'analyse de la croissance du mii&R3054 a révélé une augmentation du
temps de latence et une diminution du taux de saoise exponentiel (Figure 20). Les
analyses en microscopie photonique et électrorigo@ayage n'ont pas révélé de différences
de morphologie cellulaire entre les souchE$2224 eNEF3054 et JH2-2.

10

——JH2-2
—l— mutant EF3054

DO 600nm

0,14

0,01 ~ |
0 2 4 6 8 10

Temps en heures

Figure 20 : Cinétiques de croissance de la souche3-2 et du mutant EF3054 en milieu GM17.

Par la suite, nous avons testé la capacité deéraliffes souches a résister a 7 stress
physico-chimiques. Nous avons effectué ces expégenn cultivant les différentes souches
dans du milieu GM17 dans lequel a été ajouté d@ifféy agents stressants ;G4 1,5 mM,
TBOOH 5 mM, SDS 0,005 %, sels biliaires 0,05 %, Na@o, éthanol 5 % ou HCI (pkk 5).

Les courbes de croissance obtenues dans ces uiiféreonditions n'ont pas montré de
sensibilité particuliére d'un des mutants a cestaggressants.

Les phénomeénes d'adhésion ayant une part importamgant le processus infectieux

nous avons Vérifié si I'absence de ces génes raidiis capacités H. faecalisa rester
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immobilisé dans un milieu semi-liquide (225). Lessultats obtenus n'ont pas montré de
différence de comportement entre les différentesises

La capacité de résister a l'action des antibiogagant une part importante dans la
pathogénicité &. faecalis nous avons analysé la sensibilité des muaBi2224 AEF3054
et de la souche sauvage JH2-2 vis-a-vis de 13iafgjbes classiquement utilisés lors de
diagnostiques vétérinaires pour l'identificatiors dactéries a Gram positif (voir Matériels et
Méthodes) . Des résultats comparables ont été obtavec chacune de ces souches. De la
méme maniere, I'analyse de l'assimilation des hgslirde carbone grace a une galerie API
50 CH n'a pas révélé de différences métaboliqugsfigiatives entre les mutanddEF2224 et
AEF3054 et la souche sauvage JH2-2.

I. 5. Conclusion

Notre travail s'inscrit dans la continuité d'urvaiinitié préalablement au sein de notre
laboratoire, dont l'objectif était d'identifier degenes de virulence impliqués dans les
phénomenes d'adhésion et/ou de pathogénicitéEehieecalis Dans un premier temps, nous
avons confirmé par des expériences de PCR en teégbsles résultats obtenus par une
approche globale effectuée a l'aide de macroar@sia a permis de retenir 2 génes dont les
niveaux d'expression sont plus élevés pour lesatsotliniques ¢&. faecalis V583 et
MMH594, que pour la souche de référence JH2-2.géass, EF2224 et EF3054, constituant
des candidats potentiels contribuant a la viruletiEe faecalis ont été interrompus dans la
souche JH2-2. Les différents tests physiologiquiscteés sur ces mutants (suivis de
croissances, immobilisation en milieu semi-liquideésistance a différents stress
physico-chimiques...) ont montré peu ou pas desdiffces en comparaison avec la souche
parentale. Ces résultats indiquent que dans lesitoorgl testées, I'absence de ces geénes
n'influence pas (ou peu) la capacité.daecalisa croitre et & résister aux stress.

Il est a noter que pour des raisons techniquess miavons pas pu effectuer la
mutagenese insertionnelle des genes EF2224 et BF3@Bs les souches ou ils ont été
caractérisés comme étant le plus fortement expri(i&83 et MMH594). Ainsi, peut-on
penser que l'absence de différences phénotypigyasriantes entre les mutaliEF2224 et
AEF3054 et la souche sauvage serait due a la fedgeession de ces génes dans la souche
JH2-2. Des résultats plus marqués auraient prolvesliepu étre obtenus si ces genes avaient

été interrompus dans les souches V583 et/ou MMH594.
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Les facteurs de virulence n'étant, par définitipas indispensables a la survie d'une
bactérie (38), seules des expériences d'infedtiowivo permettraient de caractériser si
l'absence des génes EF2224 et EF3054 diminuedatmitpathogéne B: faecaliset donc de
déterminer si ces genes constituent réellementfat#surs de virulence. Ces observations,
ainsi que l'absence de différences de phénotypperiantes entre les mutak&F2224 et
AEF3054 et la souche sauvage, nous ont incité ateriéa suite de notre travail vers une

approche plus ciblée, dans la recherche de factieuwvgulence chek. faecalis
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Chapitre Il : Recherche par approche ciblée des détminants genétiques

responsables de la résistance au lysozyme cltefaecalis

Il. 1. Contexte de I'étude

Dans le cadre de l'investigation des facteurs acéssa la virulence H. faecalisil y a
lieu de noter l'extraordinaire capacité de cettetdrae a résister a l'action du lysozyme. Des
travaux effectués au sein de notre laboratoirepaoritré qu'un mutant affecté dans un facteur
sigma a fonction extracytoplasmique (extra cytapigsie function, ECF) nommé SigV,
présentait une sensibilité au lysozyme (221). P&Emimembres potentiels du régulonsog/
figure le géne EF1843 dont un homologpgdA est décrit comme directement impliqué
dans la résistance au lysozyme cBepneumoniagl98). Ainsi, avons-nous mis en place une
approche ciblée visant a élucider les causes de geande résistance au lysozyme chez

E. faecalis

II. 2. Identification de genes potentiellement impqués dans la résistance au

lysozyme

L'analysein silico de la séquence nucléotidiqgue du génome de la sowd83
d’E. faecalisa permis d'identifier trois genes, EF0783, EF184&E0590, potentiellement

impliqués dans des mécanismes de résistance alyysoz

IIl. 2. 1. Caractérisation du gene EF0783

E. faecalisa préalablement été décrit comme étant capabl@ atmtyler son PG (142,
185). Il a été montré que cette modification inftidaction du lysozyme de maniére
proportionnelle chez différentes bactéries (1944-246). L'enzyme responsable de cette
modification chezS. aureusa été identifiée, caractérisée et nommée OatA st adlee
O-acétyltransférase qui ajoute un groupement acéiyl@iveau du groupement C6-OH du
résidu NAM du PG (193). La recherche d'un homolodeecette protéine dans la séquence
annotée du génome de la souclie thecalisvV583 (1) a montré que la protéine EF0783 était
la seule comportant des homologies de ségquencagicitives avec la protéine OatA de
S. aureugq193). La protéine EF0783 (625 acides aminés)apgarB3 % d'identité (55 % de

similarit¢) avec OatA deS. aureus La protéine EF0783 possede 7 segments
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transmembranaires putatifs, répartits tout au ldaga séquence, ce qui suggere fortement

son association a la membrane (Figure 21).

EF0782 EF0783 EF0784

terminateur termlnateur

1878 pb (625 aa)

P W S o

7 segments transmembranaires

Figure 21 : Représentation schématique de 'orgarasion génétique du géne EF0783.

L'analyse de la séquence du géne EF0783 révelerdsenre d'une séquence
promotrice potentielle (TTGCCA () TATTAT) suivie d'un site potentiel de fixation sle
ribosomes (AGGAAA). Ce gene est bordé par 2 sémsenaversées répétées, dont la
structure secondaire en épingle a cheveux peuttifomer comme un terminateur
rho-indépendant. Cette organisation suggere forteraee expression monocistronique du
gene EF0783 (Figure 21).

[I. 2. 2. Caractérisation du gene EF1843

Comme nous l'avons relevé en introduction de ceitleale gene EF1843 code une
protéine potentielle de 301 acides aminés qui gar8b % d'identité (53 % de similarité) sur
204 acides aminés avec la protéine Pgd/&dpneumonia€l98). PgdA tout comme EF1843
et d'autres PG N-acétylglucosamine déacétylases précédemment fidesti chez
L. monocytogene@00) etlL. lactis (247) sont des membres de la famille 4 des cadralsy
estérases comme définie par la base de données QMaw.cazy.org/fam/acc_CE.html). lls
partagent les mémes résidus catalytiques et leseméamcides aminés liant des ions
métalliques (Figure 22) (248, 249).
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SpPgdA MNKSRLGRGRHGKTRHVLLALI G LAl S| CLLGGFI AFKI YQQKSFEQKI ESLKKEKDDQ 60
=2

LnPgdA KENGVE! | SYI PKTTEKKDNEI | QKEI GKATDAEVKKLNRDKETQA | FYTYQKHRVAEQ 119
LIPGdA e MVBQKRSARSKSSKKAFVKLTLI MGALLI WA 31
SpPgdA L SEGNQKEHFRQGQAEVI AYYPLQGEKVI SSVRELI NQDVKDKLESKDNLVFYYTEQEES 120
= =27 5 S

LnPgdA Al S- YKAVGSEYVKEGRTKFVLKDKKDI CKNI VTDAETGALLTLGEVLI KSNQTELNLKT 178
LI PgdA Q@ G TYYYDQGVRKQNI AYEKQVNEAKEAKDKAYNSRKTSDI NEAKKLI VKLHEDKSSL 91
SpPgdA GLKGWNR\WTKQ YDLVAFKI EETEKTSLGKVHL TEDGQPFTLDQLFSDASKAREQLI K 180
= = 5 WKRKFK 9
LnPgdA AVEEEL| KTGDFSLKDVG\LGKI KSLVKWNQTDFEI TNSE! | LPVKI PGAPEPKKVKVKL 238
LI PgdA NGS! TQLLAYLADI DKVSQLVAKEHQN TEDTI KEAEQGL ELLNASYEKTDKEKFAQQ A 151
SpPgdA ELTSFI EDKKI EQDQSEQ VKNFSDQDLSAWNFDYKDSQ | LYPSPVWENLEE! ALPVSA 240
EF1843 I NGYVLFSALI LI VLVFI QTFLLTQPKI TSKNDDTTQTSTKNSTAKKDSPTKLEKESTHM 69

LnPgdA ADI ASSVNKRYLPSSVKVPEVPKAKTNERI 299
LI PgdA ADKQ LVERQKEAER! AD- EKNKLANCLI 210
SpPgdA FFDVI QSSYLLEKDAAL YQSYFDK 300
EF1843 TI SSKKYAYSADK| RKY! TGEEPYKGERL 129
LnPgdA VLE- SSVI NPGLVERELEEE PQ_TKQS-----TQEVY LKTQKAVFD 353
LI PgdA ALE- SEAQQYPDI | 4EESI1GN KDLVTLS- - - - - PAQOKQE[JESANGLI NK 264
SpPgdA VLE- KNVSGNEDL <R| KS Pl LSQLS- - - - - LDEAKKJTDTEDVLTK 354
EF1843 LVENTL TSENCKI DYATLYPNG VNTKEI TMVENSLKK 189
* *
LnPgdA €Y- - FPTTMEPE YEAVNKQVAEE! GLPI | QWSVDTEBRKYRNAGH VTKKVLAGATDGA 411
LI PgdA I TieK- - NVTLFPEFESYNNSVL CQTDL TAVNWSVDTNBRRYRTSAPVWQNVATYAHDGA 322
SpPgdA VL[€S- - SSKLMzPaY{€Al TDDI RNSLDLSFI MADVDSLBYKSKNEAS! LTE! QHQVANGS 412
EF1843 | LIEETFQTTLWR Y[z GEHVEBWGGTEKSDELFKQLG HW [BNAMVGDAEPL DRQPTTVAEM 249

LnPgdA e [ B| HKTTAASLDTT- - LTKL
LIPgdA  s--eeeeeeeeeooes | | MYgRI HQABVDAVPQ - - | QNL
SpPgdA  s-e-e-i-iooooos [ | HSPTVNALPRV- - | EYL
EF1843 LAFHQHSLEVYPDYNI

LnPgdA | GKQYFDKTDSRWK 467

LI PgdA GAKAQQVYFGR- - - - 374

SpPgdA AHELYYSRDE- - - - - 463

EF1843 ceeeeeeeeeeee-- 301

K: VTl DELYGEKLQ 452

KA VTVSTLLD RNG 363

VTl PEMLNTRLK 453

BSVDKEL TKQALPQLI EFY GVLY-------- 301

Figure 22 : Alignement de séquences de Bl-acétylglucosamine déacétylases de. monocytogenes
(LmPgdA ), L. lactis (LIPgdA) et deS. pneumoniae (SpPgdA) avec la protéine EF1843.

Les séquences ont été alignées de maniere a respestrésidus du site catalytique. Les manipuiatide
séquence ont été effectuées a l'aide du logicidUSTALW (http://align.genome.jp). Les régions en rnoi
indiquent les résidus identiques pour les 4 pretirLes fleches et les étoiles indiquent respetive les
résidus catalytiques conservés et les acides anig®s des ions métalliques caractérisés @purgdA. La

numeérotation des acides aminés est donné sur itz ghaur chaque géne.
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La protéine EF1843 @: faecalisest potentiellement sécrétée car elle possedepiidp
signal N-terminal classique chez les bactéries anfgpositif (Figure 23) (118). Cependant,
aucun site de clivage de signal peptidases conmaesé révelé suggérant que cette protéine
reste ancrée a la membrane cytoplasmique par soaig®mN-terminal.

L'analyse de la séquence promotrice du géne EFi8438e la présence d'une séquence
promotrice correspondant a celle du facteur sigdk BigV dE. faecalis(221). La séquence
d'un site potentiel de fixation des ribosomes (AA&B) est aussi présente. Ce gene est bordé
en amont par un géne transcrit de maniére diveegetrgn aval du codon stop par un potentiel
terminateur rho-indépendant, suggérant fortemenedpesssion monocistronique de celui-ci
(Figure 23).

EF1841 EF1843 EF1844
terminateur
promoteur 906 pb (301 a.a) O

F-

peptide
signal

Figure 23 : Représentation schématique de I'orgargsion génétique du géne EF1843.

II. 2. 3. Caractérisation du gene EF0590

Le géne EF0590 est un deuxiéme homologue de l@ipeoPgdA des. pneumoniaeCe
gene est localisé sur une portion du chromosomdifigeadilot de pathogénicité chez
E. faecalis(en raison de la prédominance des facteurs deewicel présents dans cette région
(250)). La protéine EF0590 (516 acides aminés)apart sur 487 acides aminés, 27 %
d'identité (49 % de similarité) avec la protéinedRgde S. pneumoniael'analyse de sa
séquence protéique montre la présence d'un segrhgdtophobe potentiellement
transmembranaire en partie N-terminale. Cette pret&emble également dépourvue de

peptide signal (Figure 24).
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EF0589 . EFO0590 . EF0591

terminateur terminateur

» » w w » I promoteur 151 pb (516 aa) _ ﬁ

1 segment transmembranaire

Figure 24 : Représentation schématique de 'orgarasion génétique du gene EF0590.

L'analyse de la séquence du géne EF0590 révelgsanre d'une séquence promotrice
potentielle (TTGTAA (Ng) TATTTT) ainsi qu'un site de fixation des ribos@{AGGAAG).

Ce gene est bordé par 2 terminateurs rho-indépermtdantiels, suggérant fortement une
expression monocistronique (Figure 24).

L'analysein silico de la séquence du génome de la soudBefdecalisV583 n'a pas
permis d'identifier d'homologues des gersc(2')-la pacA ivy et sic respectivement
impliqués dans la résistance au lysozyme é&rexidencia stuartii251),Neisseria sp(191),

E. coli (252) etS. pyogeneg10).

II. 3. Recherche d'un lien entre résistance au lpgyme et présence des génes
EF1843, EF0783 et EFO590

Des études précédentes ont montré que toutes lehesodE. faecalisn'ont pas la
méme capacité a résister au lysozyme (253). En, &ifen que la plupart des souches soient
tres résistantes au lysozyme (concentration supérie5 mg/ml), les quantités maximales de
lysozyme tolérées sont variables pour chacunesd'€l42).

Afin d'établir un lien entre la présence des geBE4843, EF0783 et EF0590 et la
résistance au lysozyme, nous avons évalué la ¢capiereésister au lysozyme de 146 souches
environnementales ' faecalispuis nous avons comparé ces résultats avec lamm@&ou
non des genes EF0783, EF1843 et EF0590 au seiesdsouaches. La détection de ces génes
est réalisée par PCR avec une matrice correspordanADN génomiques et a l'aide de
couple d'amorces spécifiques pour chacun des &abkau 4). L'estimation de la capacité a
résister au lysozyme a été réalisée par observat@ria croissance sur milieu gélosé
(Mueller-Hinton) en présence de bleu de bromocréfddns ces conditions, quatre
concentrations différentes de lysozyme (5, 10, tL30emg/ml) ont été testées. Apres 24 h
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d'incubation a 37 °C la "concentration minimaleiltnice” (CMI) de chaque isolat a été
déterminée en fonction de la présence d'une zaoaiication (révélée par un changement

de couleur du milieu) traduisant une croissancééoiaone (Figure 25).

Figure 25 : Exemple du test de sensibilité au lyggme effectué sur des souchesH' faecalis d'origine
environnementale.

Milieu Mueller-Hinton agar, bleu de Bromocrésolstzyme 10 mg/ml.

Toutes les souches testées ont présenté une oaaessa présence de 5 mg/ml de
lysozyme, concordant avec le caractere résist&ntfdecalisvis-a-vis du lysozyme. Pour
discriminer les souches entre elles, nous avors léxniveau de sensibilité a 15 mg/ml de
lysozyme et nous avons pu ainsi les classer en datégories : résistantes (CMI>15 mg/ml)

et sensibles (CMI<15 mg/ml).

Tableau 8 : Corrélation entre résistance au lysozymet détection par PCR du géne EF1843.

Résistant Sensible
Présence de EF1843 47,5% (57) 52,5% (63)
Absence de EF1843 23%  (6) 77% (20)

Résultats obtenus sur 146 souches environnemenflefaecalis
Les nombres entre parenthéses correspondent aux@®ile souches dans chaque catégorie.

La combinaison des résultats obtenus par l'angliygaotypique et par PCR montre que
les souches ne possédant pas le géne EF1843 atisticgiement plus sensibles au lysozyme
que les autres (analyse statistique réaliséede ltai test de Fisher exact, p=0.02) (Tableau 8).

La détection par PCR de EF0783 révéle que ce gainprésent dans les 146 souches
testées.

Le gene EF0590 est présent dans 36 des 146 sowestéss. L'analyse statistique des

résultats obtenus n'a permis d'établir aucun ligreda présence de ce géne et la résistance au
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lysozyme (données non présentées). Ce gene étgitsl@absent de la souch& dfaecalis
JH2-2, utilisée comme référence tout au long dieegtide (vérification effectuée par PCR),

il n'a donc pas été retenu pour la suite de cailrav

II. 4. Construction des mutants AEF1843, AEF0783 et du double mutant
AEF1843AEF0783

Afin d'étudier les changements phénotypiques paiggrnent induis par l'inactivation
des génes EF1843 et EF0783, nous avons procédédaldaon de ces génes par des
événements de double crossing-over. Pour cela, aowss utilisé une méthode basée sur la
réplication conditionnelle du vecteur pMAD commeciiiédans le Matériels et Méthodes.
Une fois le mutantAEF1843 obtenu, la procédure a été reconduite poldtedde géne
EF0783 dans cette méme souche afin d'obtenir le lelomutant AEF1843AEFQ0783.
L'inactivation des génes EF0783 et EF1843 n'aligas le taux de croissance ni la

morphologie des souches (microscopie photonique).

II. 5. Analyse de la sensibilité au lysozyme

La croissance de la souche JH2-2 et des mut&k§1843, AEF0783 et
AEFO783AEF1843 a été mesurée sur difféerents milieux ligai¢@&M17, BHI, TSB), en
absence ou en présence de concentrations de lysoajlant jusqu'a 50 mg/ml. Ces
expériences n'ont pas montré d'inhibition de camisse pour la souche sauvage ni pour les
différents mutants. Par la suite, des tests deilsbigsau lysozyme ont été effectués sur
milieu solide. Pour chacune des souches, 3 pl dpesision bactérienne contenanf 10
cellules/ml ont été déposés sur du milieu Muellertbh agar contenant différentes
concentrations de lysozyme (0, 10, 20, 40 et 60nhgLa sensibilité au lysozyme du mutant
sigVa été egalement analysée afin de comparer somgypénde sensibilité a celui des autres
souches testees.

En présence de 10 mg/ml de lysozyme, aucune diigérsignificative de croissance
n'est observée entre les 4 souches JH¥EEE1843 AEF0783 eAEFO783AEF1843 bien que
la croissance du mutarsigV soit inhibée. Les mutantAEF0783 etAEFO0783AEF1843
montrent une intensité réduite des zones de craiesan présence de 20 mg/ml de lysozyme.
Aucune croissance n'est observée pour ces mutantsésence de 40 mg/ml de lysozyme
alors que pour la souche sauvage et le mutant EFEB4Boissance n'est inhibée qu'en

présence de 60 mg/ml de lysozyme (Figure 26). berses expériences, le pH des milieux
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utilisés correspond a des valeurs physiologiquet(a de pH 7) compatibles avec la gamme

de pH d'activité du lysozyme (pH 6 & 9).

Concentration de lysozyme en mg/ml
A

—
0 10 20 40 60

JH2-2
AEF1843
AEF0783

AEFO0783-
AEF1843

AsigV

Figure 26 : Sensibilité au lysozyme de la souche 2F2 et des mutantsAEF1843, AEF0783, AEF0783-
AEF1843 etAsigV.

La sensibilité au lysozyme a été testée sur duemiMueller Hinton agar contenant du tellurite de
potassium a 0,8 pg/ml (afin d'augmenter le corgrasitre les colonies et le milieu) et du lysozynu a
concentrations indiquées.

Il. 6. Effet de la mutation des génes EF1843 et BIF83 sur la survie dE. faecalis
dans les macrophages péritonéaux de souris

E. faecalisest capable de persister durant une longue pédads des macrophages
péritonéaux de souris. Ceci a été montré grace maoele infectieux murin consistant a
injecter des bactéries par voie intra-péritonéalés @ récupérer les macrophages intra-
péritonéaux a différents intervalles de temps &if) d'y dénombrer la survie intra-cellulaire
des bactéries.

Comme les cellules phagocytaires produisent de ggeqdantités de lysozyme durant la
phagocytose (254), nous avons comparé la survia-geflulaire des mutantAEF1843,
AEF0783 etAEF0783AEF1843 et de la souche sauvage dans des macroptiegesuris
infectées (Figure 27). Dans ces expériences lahsoDti5¢ a été utilisée comme contrble
négatif puisque qu'elle est caractérisee comme d&eansible a l'action bactéricide des
macrophages (37).
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107_

106

10" —m— JH2-2
—A— EF0783

10% —¥— EF0783/EF1843
—e— EF1843

103
—&— DH5-a

1024
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Figure 27 : Evolution de la survie intra-cellulaire de souches d. faecalis et d'E. coli dans des
macrophages intra-péritonéaux de souris.

Les données correspondent au nombre de cellulbtesigar 10 macrophages. La déviation standard a
été déterminée grace a trois expériences indéptasidra souche non pathogénk.doli DH 50 a été utilisée
en tant que contrdle négatif. Ces expériences tintréalisées grace a une collaboration avec kinstie
Microbiologie de I'Université Catholique du Sacrée@ a Rome (Dr. M. Sanguinetti).

Peu de différences sont observables au niveau dibneode bactéries dénombrées 8 h
apres linfection. Ceci suggére que laptitude difserentes souches a infecter les
macrophages est comparable. Cependant, nous obsejue la souche sauvage.daecalis
JH2-2 possede une capacité de survie intra-cakufaipérieure aux trois souchsisF1843,
AEF0783 etAEFO0783AEF1843 aux points 24, 48 et 72 h apres l'infecti®x0,05). A la fin
de ces expériences, la survie de la souche pageittdl-2 est de 1 a 2 unités logarithmiques
supérieures a celle des souches mutantes. Comnoen@®; la souche non pathogéne

d'E. coliDH-50 a été efficacement tuée par les macrophages.

[I. 7. Analyse de la composition des muropeptidesudPG d'E. faecalis

Afin d'étudier la fonction de EF0783 et EF1843, :iavons déterminé les profils
muropeptidiques du PG des mutafEF0783 AEF1843 etAEFO783AEF1843 puis nous les
avons comparé a celui obtenu avec la souche plelt2-2. Apres digestion du PG par la
mutanolysine et la réduction par du borohydruresaldium des muropeptides obtenus, le PG
des différentes souches a été analysé par RP-HPRLSpextrométrie de masse selon la
procédure décrite par Courtat al (239). Pour chaque souche, le PG a été extarta de

cultures en phase exponentielle de croissance gha&se stationnaire (g de 0,5 et 2). Les
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profils d'élution des muropeptides extraits dassdieux cas sont identiques chez chacune des
souches (résultats non présentés). La masse deuB®eptides présents dans la souche
sauvage a été déterminée par spectrométrie de mbEIBI-TOF (Tableau 9 et Figure 28).
En tenant compte des structures du H& flecalisprécédemment décrites (255, 256) (Figure
29), nous avons pu déduire le nombre de résidusnalgrésents dans la partie C-terminale
de la chaine latérale et dans le pont peptidigueshdque muropeptide. Nos résultats montrent
gue 9 muropeptides (identifiés par des astérisgueda Figure 28) de la souche sauvage
présentent une masse supérieure de 42 Da a celerdgopeptides majoritaires. Le poids
moléculaire d'un groupement acétyl étant identiqueette augmentation de masse, ces
résultats suggerent une modification par acétylatie 9 muropeptides majoritaires. Une
analyse en spectrométrie MALDI-PSD (Post Sourceaedu muropeptide acétylé n°11
indique que cette acétylation est située sur leluéSIAM (données non présentées). Ces
résultats sont en accord avec les études precéd@@é) qui montrent que ces acétylations
prennent place sur l'atome d'oxygene de la foncttmool du carbone 6 du NAM et
constituent donc de3-acétylations (résultats non présentés) (Figure 29)

Les profils muropeptidigues des mutaffEF0783 etAEFO0783AEF1843 montrent
I'absence des 9 pics correspondant aux muropepdice®tylés (pics 7, 11, 15, 18, 19, 24,
25, 27, 29 du Tableau 9 et de la Figure 28) présdahs le PG de la souche JH2-2. Ces
résultats confirment notre hypothése basée sundewlogies de séquence indiquant que le
géne EF0783 H. faecaliscode une P®-acétyl transférase.

Au contraire, nous n'‘observons pas chez la soudBe2Xe pic dont la masse serait celle
d'un autre pic dépourvu d'un groupement acétylecquiespondrait a une modification par
déN-acétylation. De plus, aucune différence apparerite été observée entre le profil
muropeptidiqgue du mutaldEF1843 et celui de la souche sauvage. Le profilopeptidique
du double mutamAEF0783AEF1843 est similaire a celui du mut&iF0783.
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Figure 28 : Séparation par RP-HPLC des muropeptides de la souehJH2-2 dE. faecalis et du mutant
AEF0783.

La numérotation des pics fait référence a la nutaéom du Tableau 9. Les astérisques indiquentples
identifiés comme contenant des muropeptidexcétylés.

o [ )
o —
G—M G—M
| Ala
Ala |
: | IGIx
|C|§Ix |_| _[A| ]
ys — a
:ITIS] _[Ala]b\ Alla i
“a \ J

Figure 29 : Structure des muropeptides du PG &. faecalis.

Sont représentées : les variations possibles dibredialanines dans la partie C-terminale de lanehiatérale
(), du pont peptidique (b) et de la chaine N-teai@ libre (c). R correspond au nombre de ponts
interpeptidiques dans les structures oligomérigGedl-acétylglucosamine ; M, acidé-acétylmuramique ; Ala,
alanine ; iGlx, isoglutamine ou isoglutamate ; Llysjne ; O-Ac,0-acétylation.
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Tableau 9 : Masse moléculaire des muropeptides da $ouche cE. faecalis JH2-2.

Structure Masse Moléculaire (Da)
No. des

pics'  R° N° Acétylatiorf Observée Calculéé
1 0 O 825.2968 825.3967
2 0 2 967.4002 967.4709
3 0 2 967.4280 967.4709
4 0 1 896.3611 896.4338
5 0o 2 968.4374 968.4550
Monomere 6 0 2 967.3656 967.4709
* 0 2 2+Ac ou 6+Ac 1,009.4857 1,009.4815
8 0 3 1,038.5143 1,038.5081
9 0 3 1,038.5505 1,038.5081
10 0 4 1,109.6104 1,109.5452
11* 0 4 10+Ac 1,151.6369 1,151.5557
12 1 2 1,846.0257 1,845.8942
13 1 4 1,987.9778 1,987.9685
14 1 4 1,988.1494  1,987.9685
Dimere 15* 1 4 13+Ac 2,029.9014  2,029.9790
16 1 5 2,059.1125 2,059.0056
17 1 6 2,130.1473  2,130.0427
18* 1 4 14+Ac 2,030.1084 2,029.9790
19* 1 6 17+Ac 2,172.1323 2,172.0533
20 2 6 3,008.8402 3,008.4613
21 2 6 3,008.3134 3,008.4613
Trimere 22 2 7 3,079.3933  3,079.4984
23 2 8 3,150.3171  3,150.5355
24* 2 6 21+Ac ou 20+Ac 3,050.3260 3,050.4718
25* 2 8 23 +Ac 3,192.6598 3,192.5461
Tétramere 26 3 10 4,170.8157 4,171.0283
27* 3 10 26+Ac 4,212.8034 4,213.0389
Pentamere 28 4 12 5,190.8824 5,191.5211
29* 4 12 28+Ac 5,233.1140 5,233.5317

& Numéros se référant a la Figure 28 ; les astésquliquent les muropeptides acétylés.

PR est le nombre de structures oligomériques (vigiure 29).

°N est le nombre total d'alanines en positionset, d(voir Figure 29) correspondant a la formule :

N = a+(xR)+c.

4 X+Ac, le contenu du pic correspond & celui dudpicomportant un groupement acétyl supplémentaire.

® Masse observée des muropeptides réduits.

" Masse calculée des muropeptides réduits, quanstdes iGlu sont amidées en iGIn, excepté pour le
monomere 5 dont la masse indique la présence iAine
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A la suite de I'observation de la diminution delavie des mutanSEF0783 AEF1843
et AEFO783AEF1843 dans des macrophages murins, nous avoepestia comparaison de
la structure du PG de la souche sauvage cultivée da milieu riche (BHI) et dans des
conditions d'infection. Etant donné que l'analysela structure du PG est une technique
nécessitant de grandes quantités de cellulesst pa&s expérimentalement envisageable de
réaliser cette étude dans des conditions réelie®ction. Toutefois, pour palier a cela, nous
avons cultivé les cellules dans un milieu acide §Hoauvre en magnésium et en nutriments
(milieu MgM : magnésium minimum) concu pour mimenlironnement intra-phagosome et
induire I'expression des genes de virulence (2b&).milieu MgM ne permettant pas la
croissance &. faecalis les échantillons de PG extraits en condition Mgl été préparés a
partir de cellules cultivées en milieu BHI jusqlédphase stationnaire puis lavées deux fois
avec du milieu MgM avant d'étre reprises dans unmel de MgM égal a celui de la culture
initiale en BHI. Les cellules ont ensuite été inéab 4 h a 37 °C sous agitation avant d'étre
collectées et de procéder a I'extraction du PGPGeissu de cellules cultivées en BHI et en
MgM a été analysé en RP-HPLC.

Sous ces conditions, les profils muropeptidiqueteralss en milieu BHI et en milieu
MgM se sont révélés similaires aux chromatogrammiésnus en milieu GM17 (résultats non
présenteés).

Les mémes expériences ont également été conduitde G issu du mutasigV et
aucune différence significative n'a pu étre obsereétre son PG et celui de la souche

sauvage.

II. 8. Purification de la protéine EF1843

Du fait de la présence de nombreux segments hydbmshprédits dans la protéine
EF0783, nous n'avons pas entrepris sa surexpression

Pour étudier la fonction de la protéine EF1843,snavons entrepris la surexpression et
la purification de celle-ci chei. coli. La protéine EF1843 a été surexprimée grace aewec
d'expression pQE31 (Qiagen). Ce plasmide permelbleage d'un géne sous la dépendance
d'un promoteur inductible a I'lPTG et permet l'djem 5' de ce géne d'une séquence de
purification codant six résidus histidine (kliag). Ces résidus permettent a la protéine
recombinante d’acquérir une affinité pour les métdivalents tels que le Nifacilitant ainsi,
sa purification par chromatographie d'affinité.rAtle prévenir les problemes rencontrés lors

de l'expression de séquences protéiques hydrophobes avons cloné dans le vecteur
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pPQE31, le cadre ouvert de lecture de la protéinb8EB dépourvu de son peptide signal. Ce

vecteur nous a permis la surexpression et la patifin de la protéine EF1843 (Figure 30).

kDa

75 pec

50 -

37 L
Protéine PgdA
purifiée

25 -

Figure 30 : Analyse en SDS-PAGE de l'extrait proté&ue obtenu aprés surexpression de la protéine
EF1843 et purification par chromatographie d‘affinité.

II. 9. Analyse de I'expression de EF1843 et de sortidence sur la structure du PG

Les différents résultats obtenus pour le gene EBEdulevent la question de savoir s'il
est exprimé dans la souche JH2-2 et quel est $etpettentiel sur la structure du PG.

Pour répondre a cela, nous avons comparé les mivdanpression de EF1843 dans
différents milieux de culture avec ceux relevéssddes souches issues de marcophages
péritonéaux de souris. Les résultats obtenus muntjee EF1843 est exprimé faiblement
mais qu'il est 15,1 + 0,08 fois plus exprimé daes ckllules cultivées en milieu BHI que dans
des cellules issues de macrophages.

De plus, afin d'établir si la protéine EF1843 a torection de PG d&-acétylase, nous
avons incubée sous sa forme purifiee avec du P& des conditions permettant la
déN-acétylation comme décrit pour I'action de PgdASdgoneumonia€2 pg d'enzyme ont
été incubés avec 0,5 mg de PG de la souche JHE-2fakcalisdans un tampon Cofl
100 uM, Bis Tris 50 mM a pH 7 pendant 4 h a 37 2@9). A la suite de cette incubation,
lanalyse RP-HPLC n'a pas montré de modificatiggnificative de la structure du PG

(résultats non présentés).
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I1. 10. Discussion et conclusion

La recherche par analysesilico de genes potentiellement impliqués dans la résista
au lysozyme chek. faecalisa permis d'identifier 3 genes candidats : EF1&R3)783 et
EF0590.

La combinaison des résultats obtenus par l'anghgaotypique et par PCR montrent
gue la répartition du géne EF1843 peut avoir ungl@mce sur la résistance au lysozyme.
Cependant, la corrélation entre la présence du GEA843 et le phénotype de résistance au
lysozyme reste faible. Bien que la présence du ggfE843 semble avoir un lien avec la
résistance au lysozyme, sa présence ne détermineple seule, la capacité a résister au
lysozyme.

La détection de EF0783 dans les 146 souches testégmrmet pas de conclure a
I'implication ou non de ce géne dans la résistanch/sozyme. Bien que sa présence semble
indépendante de la résistance au lysozyme, nougoneons pas exclure le fait qu'une
variation d'expression de ce géne puisse étreigiie des variations de sensibilité observées.
Seule l'analyse phénotypique d'une souche dépouteuee gene permettrait dans cette
situation de conclure ou non a l'implication du g&R®783 dans la résistance au lysozyme
chezE. faecalis

La présence de EF0590 n'étant pas corrélée adaitaple résister au lysozyme, on peut
en conclure que ce gene n'est probablement pagjugplans ce phénomene. Ce géne n'a pas
été d'avantage étudié.

L'analyse des muropeptides isolés de la soucheagauwk. faecalisa révélé la présence
de différents pics montrant une masse supérieurgldidda a celle des muropeptides
classiqguement décrits (Tableau 9 et Figure 28)a Gelggere fortement la présence d'un
groupement acétyle additionnel dans les composénafur ces pics. Le PG du mutant
AEF0783 ne possede pas ces pics, cela indique qgenke EF0783 est impliqué dans la
O-acétylation du PG comme précédemment décrit ponrt®mologue : le geneatA de
S. aureus(193). Cette acétylation intervient au niveau dougement C6-OH du résidu
NAM, comme nous l'avons démontré par analyse en DIARSD et en accord avec des
études précédentes (184, 246, 258). Toutes cesedsrindiquent que EF0783 code une
O-acétyltransferase NAM-specifique et nous proposieneenommer ce geneatA

L'alignement de la protéine codée par EF1843 aveis tN-acétylglucosamine
déacétylases (Figure 22) montre que les résidadytigties et les résidus interagissant avec

des ions métalliques, conservés chez les membresfdaille 4 des carbohydrate estérases
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(248, 249), sont présents chez toutes ces protdiresiépit de ces homologies et bien que
EF1843 soit 15 fois plus exprimé en milieu BHI gu&ein de macrophages péritonéaux de
souris, aucun muropeptide tEacétylé n'a été identifié et aucune différenceemna n'a été
observée entre les profils de muropeptides de l&hso parentale E: faecaliset ceux du
mutant AEF1843 cultivé en BHI, GM17 ou en milieu MgM. Deug] aucune activité
déN-acétylase n'a été identifiee apres I'analyse HB&®G purifié soumis a l'action de la
protéine recombinante EF1843. Ces données suggeuenEF1843 n'a pas d'activité PG
dé-N-acétylase. Ceci est en accord avec la littérgiurgque a notre connaissance, aucun PG
déN-acétylé n'a été identifié lors de précédentesyanalde la structure du PG de souches
dE. faecalis

On peut concevoir que I@-acétylation des NAM joue un rble dans le contrd&e
l'activité des autolysines chez les entérocoques Eté montré gi. faecalis produit
différents types d'autolysines qui hydrolysent @réftiellement soit du PG-acétylé soit du
PG non©O-acétylé (142). Volimeet al (198) ont émis I'nypothese que la M&cétylation
pouvait aussi étre impliquée dans la régulationalgslysines. Toutefois, aucune différence
de morphologie, de taux de croissance exponentield'autolyse de culture en phase
stationnaire n'a été observée entre les mutsE9)783 AEF1843 eNEFO783AEF1843 et la
souche sauvage (résultats non présentés). Cequimdjue ces géenes n'ont apparemment pas
un réle clé dans la régulation des processus digogs cheZ. faecalis

Chez de nombreuses bactéries, la résistance amyigsoa €té montrée comme étant
directement proportionnelle aux niveaux descétylation et dé&-acétylation du PG. Les
analyses phénotypiques du mutAfF1843 n'ont pas montré de diminution de la rést&€ta
au lysozyme. Seul les mutai& FO0783 etAEFO0783AEF1843 présentent une sensibilité au
lysozyme exogene (Figure 26). Il faut toutefoisemoue la sensibilité au lysozyme des
souches norD-acétylées reste relative puisque leur croissarsteseulement faiblement
inhibée en présence de 20 mg/ml de lysozyme. Empamaison, la croissance du mutaatA
de S. aureusest affectée a 0,8 mg/ml lors d'un test de diffuga agar, alors que la souche
parentale résiste a des concentrations de lysozjlarg jusqu'a 50 mg/ml en milieu liquide
(193, 216). D'autre part, de nombreuses bacténes tsés sensibles au lysozyme ; par
exempleL. monocytogenesu S. pneumoniaenontrent respectivement une sensibilité au

lysozyme a des concentrations de 10 pg/ml et 8@i(Go8, 200).
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Nous pouvons observer que les trois mutAiBE1843 AEF0783 eAEFO783AEF1843
présentent une résistance plus élevée au lysozymdegmutansigV. Cela montre que les
géenes EF1843 et EF0783 ne sont pas a eux seubuesscde cette sensibilité.

De maniére générale, ces données montrent que BFEBT8mpliqué dans la résistance
au lysozyme mais suggeéerent aussi qué-aceétylation et la dé-acétylation ne sont pas les
déterminants majeurs de la résistance au lysozimeetc faecalis

Dans ce travail, nous avons démontré que les géR&843 et EF0783 sont impliqués
dans la survie intra-macrophageéE dfaecalis Ce qui suggére que les genes EF0783 et
EF1843 font partie des mécanismes de virulenEe fdlecalis En comparaison avec des
études précédentes (259) et avec la cinétique gesabitenue avec la souch&dtoli, nous
pouvons toutefois penser que l'implication de @gtelurs dans la survie intra-macrophage
dE. faecalis reste modérée. En effet, la quantité de cellulebles a lintérieur des
macrophages reste tout de méme élevée apres 7Bchbdtion. Il est possible d'émettre
I'hypothese que la sensibilité du mutARF0783 dans les macrophages péritonéaux de souris
est dde a la diminution de sa capacité a résistelysozyme. Toutefois, cette hypothese
n'‘explique pas le phénotype observé pour le mui&#ft1843. Comme les fractions de PG
dégradé sont des motifs moléculaires reconnus easysteme immunitaire inné, la
modification de la structure du PG pourrait confér&. faecalis la capacité d'échapper a ce
systeme de défense comme cela a été montré récempmera déN-acétylation du PG chez
L. monocytogeneq200). Ainsi, les phénotypes des mutafiEF1843, AEF0783 et
AEFO0783AEF1843 pourraient-étre expliqués par la diminutienla capacité a échapper au
systeme de défense immunitaire.

Comme le PG est un des facteurs moléculaires @&ssaix pathogénes
(pathogen-associated molecular pattern) reconnu I@pasysteme immunitaire inné, la
O-acétylation pourrait conférerka faecalisla capacité de s'évader de ce systeme de défense
comme cela a été récemment montré pour Ia-déétylation du PG chdz monocytogenes
(200).

Méme si le gene EF1843 est moins exprimé au seimat@ophages péritonéaux, ce
niveau d'expression semble toutefois suffisant poomférer un avantage de survie a
E. faecalissous des conditions d'infections.

Contrairement au lysozyme, dont le poids molécelast de 14 kDa, il est bien établi
gu'une faible quantité (moins de 50 pg/ml) de mutaiwe (une muramidase de 23 kDa de

Streptomyces globispora®nt I'action n'est pas affectée pafDkacétylation du PG) entraine
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généralement une lyse des entérocoques. Cettevabearcontribue a rejeter I'hypothése que
la faible activit¢ du lysozyme soit due a un encmmient stérique qui I'empécherait
d'accéder a son substrat. Ceci suggére que latarsts au lysozyme serait liée a un
phénomene d'inhibition spécifique de l'activité lggozyme. Plusieurs études ont mis en
evidence que le lysozyme possede un mode d'actoteérdicide indépendant de son activité
enzymatique. Ce mécanisme d'inactivation non entigoe a été attribué a une

déstabilisation de la membrane cytoplasmique dwepaopriétés cationiques du lysozyme.

Cette propriété semble causer une fuite de matéeillaire et/ou induire des phénomenes
d'autolyse (163). Cette découverte pourrait expgligopourquoi l'absence d'une enzyme de
modification comme EF0783 a un effet si modéréawapacité de résister au lysozyme chez
E. faecalis

Nous pouvons donc émettre I'hypothese que cett@rm@ossede des mécanismes
autres que la modification du PG, qui inhiberaitriede d'action non enzymatique et/ou non
lytique du lysozyme. De tels mécanismes peuventliGugr des inhibiteurs protéiques
sécrétés du lysozyme comme par exemple, les pretdiryeet Sic décrites respectivement
chezE. coli (252) etS. pyogenef10). S'ils existent, de tels genes restent encadentifier
puisque nous n'avons pas trouvé d’homologues @amss dans le génome de la souches
d’E. faecalisv583.

Une autre possibilité pour expliquer la résistamace lysozyme ¢. faecalisest la
possible contribution de la réticulation du PG owae les WTA qui sont reliés au PG par
une liaison phosphoester au niveau de la posit®@mCNAM (le méme site ou intervient la
O-acétylation) comme récemment montré c8eaureug216).

Finalement, nous pouvons ajouter que les protéifie3783 et EF1843 ne sont pas
responsables de la sensibilité au lysozyme obseivée le mutansigV préecédemment décrit
par Benachouet al (221). Il semble de plus, que la protéine EF184Basseéde pas d'activité
déN-acétylase du PG contrairement a son homologue Rigl8. pneumonia€198). De
maniére générale ces résultats montrent que Iatadse au lysozyme chdz faecalis
constitue un modele original ou @acétyltransférase du PG EF0783 joue un réle niagt n
pas le déterminant majeur de la résistance auyysez

Les résultats présentés dans cette partie, ontdbjéet d'une publication référencée en

Annexe 2.
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Chapitre 11l : Recherche par approche globale de diéerminants génétiques

responsables de la résistance au lysozyme clieZaecalis

[ll. 1. Mutagenese aléatoire chek. faecalis JH2-2

Le mutantoatA conservant une forte capacité a résister au lysezyhous en avons
conclu qu'il devait exister chéz faecalis d'autres mécanismes inconnus qui en sont la cause
Afin d'identifier ces facteurs, nous nous sommesn@wers une approche globale consistant
a cribler, en présence de lysozyme, une banqueutiEnis aléatoires de la soudbefaecalis
JH2-2. L'objectif de cette expérience est de trowdes clones ayant perdu la capacité de
croitre en présence de lysozyme puis d'identifeeioll les gene(s) interrompus dans ces
souches. La banque de mutants choisie qui a éadaptément construite au sein de notre
laboratoire (222), est basée sur le systéme irttEgéveloppé chet. lactis par Lawet al
(223), sur l'utilisation du vecteur de clonage @lication conditionnelle pORI19 et du
plasmidehelper pG'host (222). Cette banque est simple d'utilisation @essite un nombre
limité de manipulations pour accéder au génotypm dghutant d’intérét. La validité de la
banque a été confirmée lors de précédentes éttidiEfsceents cribles ont permis, la mise en
evidence de mutants incapables de fermenter leoseal{(260), déficients en tyrosine
décarboxylase (261) ou encore sensibles a diffédress physicochimiques (222).

L'objectif de cette étude étant d'identifier lesetiinants majeurs intervenant dans la
résistance au lysozyme, nous avons choisi d'utiise concentration de lysozyme que I'on
peut qualifier d'intermédiaire (20 mg/ml). Cette ncentration est supérieure aux
concentrations inhibant le mutasigV dE. faecalis(<10 mg/ml) et les souches sauvages de
L. lactis (<3 mg/ml) (201) mais est inférieure aux concdidrs permettant d'inhiber la
croissance du mutaoatA (>40 mg/ml). Nous avons choisi cette concentratians le but de
sélectionner un nombre retreint de souches présendiss déficiences dans des facteurs
spécifiques de la résistance au lysozyme. En éfigtisation d'une concentration plus élevée
en lysozyme aurait certainement inhibé la croissade nombreuses souches ayant des
déficiences physiologiques indirectement liées présence de lysozyme dans la culture. De
plus, la concentration de lysozyme utilisée inhib&ntcroissance du mutarstigV nous
pouvons nous attendre a identifier des souchesieifies dans ce géne lors de cette

expeérience.
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La réalisation de ces expériences n'a pas pernsslet’ de clones sensibles au
lysozyme parmi les 9600 clones testés. Le mwtayX, déposé en tant que témoins négatifs

n'‘a pas montré de croissance lors de cette expérien

[ll. 2. Recherche des membres du régulon sigV patude protéomique

Afin de poursuivre la recherche des facteurs resgloles de la résistance au lysozyme
chezE. faecalis nous avons pris comme point de départ, I'étudésée au sein de notre
laboratoire par Benachowt al (221). Lors de cette étude, il a été mis en éddequ'une
souche présentant une déficience du facteur sigB8fa &gV présentait une sensibilité au
lysozyme accrue. Lors de cette étude, des membrtmntiels du régulorsigV ont été
identifiés (tel que le gene EF1843) mais cela aapgermis d'identifier de candidats potentiels
expliquant la sensibilité au lysozyme du mutsigy.

Pour identifier ces génes, nous avons effectué edgmriences d'électrophorese
bidimensionnelle. Nous avons comparé les profittgiques des souches JH2-2sifV en
présence et en absence de 3 mg/ml de lysozyme gaatton maximale de lysozyme
facilement utilisable en milieu GM17). Nous avodsiitifié 17 spots dont l'intensité varie en
fonction des souches et/ou des conditions testégaré 31). Les 17 spots d'intérét ont été
prélevés puis analysés par spectrométrie de maisbdefiu 10). 13 protéines différentes ont
été identifiées. La différence entre le nombre pigtss caractérisés et le nombre de protéines
est expliquée par 3 protéines présentes sousatiti@isoformes ou produits de dégradations
sur les gels d'électrophorése.

Notre étude ayant pour but d'identifier les génegliqués dans la résistance au
lysozyme cheZ. faecalis les protéines potentiellement intéressantes :soelles induite en
présence de lysozyme et/ou celles réprimées cheautantsigV (potentiels membres du
régulonsigV) . Parmi les 13 protéines identifiées, 5 ont dedilp d'expression cohérents
avec nos recherches :

- Fumarate réductase : quinol oxydase qui catal{éape finale de respiration
anaeérobie en utilisant le fumarate comme accefitealrd'électron

- Facteur d'élongation Tu (EF-Tu) : sa fonctionldgique est d'orienter de facon
correcte I'aminoacyl-ARNt sur le sitd” du ribosome

- Séryl-ARNt synthétase 1 (SerS1) : une enzyme afailgse I'attachement de la sérine
sur I'un des cinq ARNt spécifiques de cet acidenémi
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- Catabolite control proteinA (CcpA) : régulatewartiscriptionnel impliqué dans la
répression catabolique

- Carbamate kinase (ArcC1) : catalyse la derniéaetion de la voie de dégradation de
l'arginine (I'analyse de la séquence promotriceedgene indique qu'il serait régulé par CcpA
(262) et pas pasigV (221)).
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Figure 31 : Séparation par électrophorése bi-dimensnnelle des protéines totales de la souche
d’ Enterococcus faecalis JH2-2.

Les protéines indiquées par une fleche sont ingluwite réprimées par la mutation du géigV et/ou par la
présence de lysozyme dans le milieu de culture ceimdiqué dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Conditions d'expression et identificabn des protéines d'intérét sélectionnées lors degpériences d'électrophoréses bidimensionnelles @fire 31).

JH2-Z sig\V? Locus’  Nom” Fonctior? MM obs MM th  Meilleur Nbe de peptidées
(kDa)’ (kDa)® Score Sp
GM17 GM17+ GM17 GM17+
lysozyme lysozyme
X X EF2556 Fumarate  reductase  flavoprotein4.90 55.0 53.8 2285 14
subunit precursor putative
X X EF2556 Fumarate  reductase  flavoprotein4.85 55.0 53.8 2024 29
subunit precursor putative
X EF0201* Tuf Translation elongation factor Tu 8.a 43.4 2576 5
X EF0201* Tuf Translation elongation factor Tu 7.4 43.4 2554 5
X X EF0100 SerS1 Seryl-t-RNA synthetase 1 490 66.147.9 1521 16
X X EF0106  ArcCl Carbamate kinase 28.0 4.92 329 5341 8
X X EF1741 CcpA  Catabolite control proteinA 35.0 36.2 1210 17
X X EF0284 Fabzl (3R)-hydroxymyristoyl-(acyl carrier 5.80 15.0 16.2 2060 5
protein) dehydratase
X X EF1171 RpmE Ribosomal protein L31 10.0 568 .110 1276 4
X X EF1764 YfiA  Ribosomal subunit interface protein 21.0 21.2 1816 9
X X EF1613 PflB Formate acetyltransferase 85.0 75.184.6 1625 13
X X EF1717 PyraA Carbamoyl-phosphate synthase smab.55 42.0 39.5 1702 3
subunit
X X EF2716 RplJ Ribosomal protein L10 19.0 509 .617 1911 11
X X X EF0059 GImU  UDP-N-acetylglucosamine 49.0 49.5 1299 9
pyrophosphorylase
X X X EF2398 RpsB  Ribosomal protein S2 30.0 471 529. 1600 13
X X X EF2398 RpsB  Ribosomal protein S2 30.0 471 529. 1159 5
X EF0201* Tuf Translation elongation factor Tu 3.2 43.4 1810 4

& La présence d'une croix dans cette colonne siggife la protéine est exprimée dans les condiiiatiguées.

® Les loci, noms communs et fonctions des protésoes c

¢ obs : point isoélectrique (pl) et masse molécel@ifM) observés sur le gel d’électrophorése bi-disiennel.

?th : point isoélectrique et masse moléculaire rigées d’

eux donnés par le site www.tigr.org.

apres le site www.tigr.org.

®Sp : score Sequest ; un score Sp supérieur asB@dmsidéré comme significatif.

" Le nombre minimum de peptides séquencés pourerdlidentification de la protéine est de 2.

* Produits de dégradation de la protéine EF0201.
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[ll. 3. Recherche des membres du régulon sigV papproche transcriptomique

Benachouret al. ont montré précédemment que l'expression du gigneest induite
par un choc thermique (221). Pour se placer dassaladitions ou le gérggV est exprimé,
nous avons fait subir a des cultures en phase expieifle de croissance, un choc thermique
a 50 °C pendant 10 min avant I'extraction des ARMsés pour les expériences de
microarrays. Les échantillons ont été préparés #irpde trois extractions d’ARN
indépendantes effectuées sur 3 cultures pour chabemeouches (JH2-2 et mutaigV).
Les ARN ont ensuite été regroupés afin d'obteniécimantillon représentatif des ARN de
chaque souche. Ces ARN sont utilisés pour la sgetde ADNc a I'aide d'une transcriptase
inverse. A la suite de cela, les échantillons d®t énvoyés a la société NimbleGén
Systems Inc. pour hybrider des microarrays contedes oligonucléotides représentatifs de
tous les genes du génome de la souche ViB3akcalis

Les facteurs sigma ECF sont des sous-unités deNl'ABlymérase ayant pour role
d'activer la transcription des génes cibles, ilats@connus comme des activateurs de
transcription plutét que comme des inhibiteursrdadcription. Ainsi, les membres potentiels
du régulonsigV sont a rechercher dans les genes moins exprimeésldanutansigV que
dans la souche JH2-2. Arbitrairement, nous avomsidéré comme membres potentiels du
régulonsigV les 40 génes les moins exprimés dans le might par rapport a la souche
JH2-2 (Tableau 12). De plus, nous avons reporté tiafableau 11 les facteurs d'induction

obtenus pour divers genes d'intéréts.

Tableau 11 : Facteurs d'inhibition de plusieurs gées d'intérét.

Conditions d'identification Locus Nom Facteurs d'inhibitioh
Genes d'intérét EF3180 sigVv 1,91
EF0783 oatA 0,92
Fumarate
EF2556 réductase 1,08
Geénes dont les protéines sont réprimées erEF0201 Tuf 0,66
absence dsigV (Electrophorése 2D) EF0100 SerC1 0,38
EF1741 CCpA 0,59
EF0106 ArcC1l 0,52
EF0159 0,89
Séquences promotrices EF1934 1,14
similaires a celle dsigV (221) EF0315 0,88
EF1843 1,66

@Correspond au rapport de : expression du géneldaosiche JH2-2/expression du géne dans le msitgvit
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Tableau 12 : Liste des 40 génes les moins exprindans le mutantsigV par rapport a la souche JH2-2.

Locus Nonf  Fonctiort Facteur d'inhibitioh
EF0374 lipoprotein, putative 2,51
EF0415 hypothetical protein 2,37
EF0633 TryS-1  tyrosyl-tRNA synthetase 2,47
EF0773 hypothetical protein 2,39
EF0793 ABC transporter, ATP-binding protein 2,51
EF0798 hypothetical protein 2,69
EF0891 aspartate aminotransferase 2,35
EF0892 amino acid ABC transporter, ATP-binding protein 3,57
EF0893 amino acid ABC transporter, amino acid-binding/pease protein 2,64
EF0908 hypothetical protein 2,46
EF0913 transposase, putative 2,46
EF0928 glucose uptake protein 3,42
EF0929 amino acid permease family protein 2,43
EF1099 collagen adhesin protein 2,38
EF1118 amino acid ABC transporter, permease protei 2,61
EF1189 hypothetical protein 2,48
EF1220 spermidine/putrescine ABC transporter, AliRling protein 2,38
EF1246 hypothetical protein 2,37
EF1561 AroE shikimate 5-dehydrogenase 2,59
EF1592 ABC transporter, ATP-binding/permease protein 3,67
EF1593 ABC transporter, ATP-binding/permease protein 3,22
EF1595 MutT/nudix family protein 3,52
EF1598 PhrB deoxyribodipyrimidine photolyase 2,47
EF1606 glycosyl hydrolase, family 1 2,62
EF1995 hypothetical protein 2,46
EF2049 ABC transporter, permease protein, putative 2,31
EF2209 hypothetical protein 2,46
EF2503 hypothetical protein 2,41
EF2504 hypothetical protein 2,50
EF2771 hypothetical protein 2,68
EF2773 major facilitator family transporter 2,77
EF2986 ABC transporter, ATP-binding protein 2,41
EF3078 hypothetical protein 2,33
EF3184 hypothetical protein 2,32
EF3185 hypothetical protein 2,76
EF3186 | hypothetical protein . 362 ...

EF3210 PTS system, IIA component, putative 3,22
EF3211 PTS system, IIB component 2,44
EF3212 PTS system, IIC component 2,64
EF3239 hypothetical protein 2,39

Les séries de génes grisés ont une organisatiagttiggéa compatible avec une expression opéronique.
& Locus, noms communs et fonctions des protéineiscearx donnés par le site www.tigr.org.
®Correspond au rapport de : expression du géneldaasiche JH2-2/expression du géne dans le msigvit
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lll. 4. Conclusion

Nous avons utilisé 3 approches globales différeqesr identifier de nouveaux
facteurs impliqués dans la résistance au lysozymedakcalis

La premiere, basée sur le criblage d'une banqumeut@nts insertionels n'a pas permis
l'identification de souches sensibles au lysozyiin d'expliquer ce résultat, plusieurs
hypothéses peuvent étre émises. Tout d'abord, lsettgue de mutants ayant été construite
dans une souche sauvagE.daecalis il est possible que l'activité de la protéine Aait
compenseé la mutation d'autres facteurs intervetams la résistance au lysozyme. Toutefois,
le mutantsigV, bien que sensible au lysozyme, présente un nivaD-acétylation
comparable a celui d'une souche sauvage. Il est gen probable que la présence de
O-acétylation permette de masquer complétement @éngiiipe de sensibilité. Par contre, il
est envisageable que les facteurs intervenantldagsistance au lysozyme aient un caractere
essentiel pour la cellule.

Le fait de ne pas avoir identifié de souche défigepour le genasigV, peut étre
expliqgué par la nature de la banque d'ADN utilipéer réaliser la mutagenése aléatoire.
Cette banque est constituée d'une digestion partiel 'TADN chromosomique de la souche
dE. faecalisJH2-2, dont les fragments ont une taille compeisiee 200 et 1500 pb (avec une
moyenne de 420 pb). Cela implique que des gensllderéduite comme I'esigV (498 pb)
ont une probabilité plus faible d'étre interrompars de la mutagenése. Dans I'hypothése ou
le(s) gene(s) intervenant dans la résistance azyyse sont de petites tailles, il est possible
gue ceux-ci n‘aient pas non plus été interromprsgsde I'étape de mutagenese.

Afin de palier au probleme de la présence du gea\ il peut étre envisagé
d'effectuer une mutagenése aléatoire dans une salébté de ce géne. Toutefois, cela ne
réglerait pas les problemes dus au fait que carg@mes sont essentiels et que ceux de petite
taille peuvent passer au travers du crible. Altveanent, une approche basée sur la création
d'une banque de surexpression transformée danstEntsigV permettrait certainement de
cribler I'ensemble des génes de la bactérie d'um@émre plus exhaustive. Il faut toutefois
noter que la surexpression de certains genes paudvéler toxique pour la cellule, comme
cela a été montré pour OatA cHedactis(201).

La deuxieme technique que nous avons utilisée,basée sur la recherche par
électrophorése bidimensionnelle de membres du géagsiV (potentiellement impliqués
dans la sensibilité au lysozyme) et de protéingsifas en présence de lysozyme. Nos

expériences ont permis l'identification de 5 pro&i dont I'expression varie en réponse a la
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mutation desigV et/ou la présence de lysozyme. A notre connaissaucun lien directe n'a
été mis en évidence entre ces protéines et laagses au lysozyme. Des homologues de ces
protéines sont retrouvés dans de nombreuses edpactésiennes sans que leur présence ne
soit corrélée a la capacité de résister a l'aaiofysozyme (données non présentées). Ainsi,
bien que les variations d'expression de ces praéseenblent liees a des modifications
physiologiques de la cellule en réponse au lysozetheu a l'absence dsgV, elles ne
semblent pas constituer de bon candidats pour guli la résistance au lysozyme
dE. faecalis Par nature, l'analyse protéomique ne permet guamalyse partielle des
protéines d'une bactérie. Ainsi, pour compléterdeherche des facteurs potentiellement
impliqués dans la résistance au lysozyme diBefaecalisnous avons mis en place des
expériences d'analyse en microarrays. Cette tegbnignstitue probablement le meilleur
moyen d'identifier d'une maniéere globale, les cld®in régulateur transcriptionnel.

Les expériences de microarrays révelent plusieemgginhibés en présencesitgV. De
maniére générale, les facteurs d'inhibition desega&tu mutansigV par rapport a ceux de la
souche JH2-2 sont relativement faible (<3,7). Paresi génes, 16 font partie de 6 structures
potentiellement polycistroniques. Ceci suggere dg® résultats obtenus ne sont pas
simplement dus a un phénomene stochastigue maisspondent a une réalité biologique.
Parmi ces 40 genes, 3 ont une fonction clairenmignib@ée mais ne semblent pas directement
liés avec la paroi et/ou la sensibilité au lysozyme

Dans cette expérience, le facteur d'inhibitiorsig/ est de 1,91. Le mutasigV est un
mutant ponctuel il est donc normal d'observer Fegpion de son transcrit. L'expression de ce
géne étant autorégulée il est logique que l'inatitimadu géne inhibe son expression.

Les facteurs d'inhibition d'EF0783 et d'EF1843 sespectivement de 0,92 et de 1,66
et ceux des génes possédant une séquence pronpotriite de celle dgigV (221) sont tous
tres proche de 1.

Ces résultats confirment ceux obtenus par lI'anaBEC de la structure du PG qui
montrent que la sensibilité au lysozyme du musigi n'est pas due a une déficience du PG
en O-acétylation. De plus, EF1843 bien que n'influengaas la structure du PG semble
effectivement régulé par SigV. Les autres genesitayae séquence promotrice proche de
celle desigV ne sont pas inhibés dans le mutsigl/, ils ne semblent donc pas régulés par
SigV. Sur la base de ces résultats, il est diffiaffirmer que les génes identifiés sont des
membres du régulosigV (et/ou des génes impliqués dans la résistancesaaygne).

Pour mieux cerner les membres du régudmV nous prévoyons de chercher dans les

séquences promotrices des genes identifiés, desersggpl consensus potentiellement
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reconnues pasigV. Pour cela, il est envisageé d'utiliser le logiagMbMi (interactive Motif
Mining), développé par Ponet al (263). Cela devrait permettre lidentificatiorurce
séquence consensus commune aux genes du régjgdret d'identifier les membres de
celui-ci. De plus, afin d'obtenir des facteurs diictibn plus importants, d'autres analyses en
microarrays vont étre réalisées a partir de soucliesxprimant le géensigV. Une fois
I'appartenance des genes candidats au régigdttonfirmée des expériences de mutagenese
pourront étre mises en place pour caractérisegée®es responsables de la sensibilité au

lysozyme du mutardigV.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Enterococcus faecalisbactérie commensale du tractus intestinal estegmgat un
pathogéne humain opportuniste responsable d'infecthosocomiales. Cette bactérie est
capable de se maintenir dans de nombreuses nicloésgigues ou, grace a ses facultés
d'adaptation et de résistance importantes, elle fp@etface a des conditions de vie parfois
hostiles. Elle est également capable de colonisétel et de survivre méme a l'intérieur de
cellules vouées a la défense immunitaire commeniasrophages. Essayer de comprendre
cette transition de I'état de commensal a celypathogene avéré constitue la thématique de
notre laboratoire qui vise a identifier les factede virulence potentiels chez cette bactérie.
Sachant que la plupart de ces facteurs font pdetseprotéines sécrétées ou de surface, nous
avons retenu comme candidats potentiels les geR2228 et EF3054 suite a une analyse
transcriptomique par hybridation différentielle.sLpremiéres analyses de ces genes codant
des protéines associées a l'enveloppe cellulairmo@rent pas de liens évidents avec la
virulence dE. faecalis Cette démarche constitue tout de méme une bopmeche dans
l'investigation des facteurs de virulence. En effieux études indépendantes, menées sur un
grand nombre de souches (30 et 106) de différemtggmes montrent que chéz faecalis
les facteurs de virulence et les génes de résesiaunc antibiotiques sont retrouves aussi bien
dans des isolats cliniques que dans des souchegirdoalimentaire ou environnementale
(264, 265). Ces résultats indiquent que le caraapportuniste &. faecalisne dépend pas
uniguement de la présence des facteurs de viruleageprobablement aussi de la différence
d'expression des génes entre les souches.

L'approche, consistant a rechercher la fonctiom djgne inconnu en faisant subir
différents stress a un mutant déficient dans cee,gs8tavere, dans bon nombre de cas,
laborieuse et demande généralement la mise en g¢ag®wyens importants. Afin d'identifier
et de caractériser ces géenes de facon plus cidérs, avons choisi d'étudier la maniére dont
cette bactérie échappe a une enzyme considéréeeduma des plus importante et des plus
répandues du systeme immunitaire, le lysozyme.

Cette enzyme s'attaque au peptidoglycane (PG),ctsteu que l'on retrouve
exclusivement et presque universellement chez legtes. Au cours de I'évolution, les
pathogenes ont développé de nombreuses stratdmiatéehapper au contréle de leur hote
et, par conséquent, a l'action du lysozyme. Ent,eififeest reconnu depuis 1958 que les
bactéries ont développé des stratégies ingéniaaseme la déN-acétylation (195) et/ou la
O-acétylation (185, 186) du PG pour contrer l'atéiviydrolytique du lysozyme.

L'intérét d'étudier la résistance au lysozyme dbefaecalisréside dans le fait que cette

bactérie est presque insensible a son action peikxest capable de résister a des
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concentrations saturantes de cette enzyme dansiligu hiquide. Pour expliquer cela, la
premiére hypothése émise est que la résistance/sazyme . faecalisest due a la
déN-acétylation du PG par EF1843 et que la sensibdité mutantsigV est due a la
dérégulation de ce gene. L'ensemble de nos expésea montré que malgré sa forte
homologie avec des protéines de Ntacétylation du PG, EF1843 ne modifie pas cette
structure et n'influe pas sur la capacité a résaielysozyme. Ce gene semble malgré tout
impliqué dans la virulenceEl faecalispuisque sa mutation réduit la capacité. daecalisa
survivre a lintérieur de macrophages intra-pégatux de souris. Les causes de ce
phénomene ainsi que le role de ce géne dans laopyie de la bactérie sont, a ce jour,
inconnus. Bien que cette protéine ne semble pads-al&étyler le PG, la forte homologie de
séquence de EF1843 avec les membres de la familés £arbohydrates estérases suggere
gu'elle doit certainement dé-acétyler un polysaccharide tel que la chitine'acétylexylane
comme cela a été montré pour d'autres membrestigefamille (266). De plus, la présence
d'un peptide signal de sécrétion indique que le tratbgde cette enzyme doit avoir une
localisation extracellulaire mais ceci reste en@determiner.

La deuxieme hypothése émise est que la résistanlys@yme @E. faecalisest due a la
O-acétylation du PG par EF0783. Cette hypothésdjronde par nos expériences, a permis
de nommer le gene EF078atA pourO-acétyltranférase A.

Bien que nous ayons focalisé notre intérét surble de laO-acétylation dans la
résistance au lysozyme, cette modification semgpdednent jouer un réle important dans la
physiologie cellulaire. En effet, chez. faecalis la O-acétylation est impliquée dans le
contrble de l'activité de plusieurs autolysines2jldt en particulier de l'autolysine A (AtlA,
S. Mesnage, communication personnelle). Ahdactis la surexpression deatA provoque
un arrét de croissance probablement du aux conségsied'une forte présence de
groupementD-acétyles sur l'activité autolytique. La quantité RIe O-acétylé a aussi été
caractérisee comme étant accrue par I'entrée ese tationnaire et par le stade VBNC
(142). 1l semblerait que cette modification permete stopper la croissance cellulaire en
bloguant le métabolisme du PG. Aussi, il seraigriessant de vérifier si le mutabiEFO783
est capable de transiter vers un stade VBNC. Utre @tude montre aussi lI'importance de la
O-acétylation du PG dans la physiologie bactérierqmésqu'un mutantoatA de
S. pneumoniaanontre une sensibilité accrue a la pénicilline j19faractéristique qu'il
faudrait vérifier chek. faecalis

Le fait que le taux d€®-acétylation varie dans le temps en fonction dgHase de

croissance souléve la question de la répartitiom@gene ou non) de cette modification a la
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surface de la cellule. En effet, cette modificatipm intervient dans la régulation de l'activité
des autolysines pourrait jouer un role dans la &iwn du septum de division par la
détermination des sites ou l'autolyse est requiseindésirable. Ceci est confirmé par
l'observation que la mutation du gevetA provoque la formation de longues chainettes chez
L. lactis (201). Ce phénoméne n'a pas été mis en évidenge lpomutantAEF0783
d’E. faecalisce qui suggere que role de@aacétylation dans la régulation des autolysines
n'est pas identique pour toutes les bactéries.

Etant donné les r6les multiples deQaacétylation dans la physiologie bactérienne, il
s'avere nécessaire, pour la cellule, de contrGlenfent son expression. Récemment,
l'identification de deux régulateurs chéz lactis a permis de suggérer une cascade de
régulation permettant, en réponse a un streseieloppe bactérienne, l'induction akgtA
Cette cascade, initiée par un stress pariétalveatdi systéeme a deux composantes CesSR.
Cette activation induit I'expression du gésexB dont la protéine interagit avec I'ARN
polymérase et conduit a I'expression de différgatses dont fait partieatA (201). Il n'existe
pas d'équivalent du gerspxB chez E. faecalismais un homologue du systeme a deux
composantes CesSR a été identifie. Nommé HK-RRO3systeme est impliqué dans la
réponse a la bacitracine, antibiotique agissantIauparoi (267). Cette observation est
cohérente avec la fonction de senseur de stregtgbattribuée a son homologue et il serait
donc intéressant de vérifier si RR03 régule EF0783.

Dans I'ensemble, les résultats présentés indiqgeatla O-acétylation participe a la
résistance au lysozyme mais n'en est pas le dét@nininajeur cheg. faecalis D'aprés une
publication récente (179), I'explication de cetbservation résiderait dans l'activité peptide
cationique antimicrobien (CAMP) du lysozyme. Enegffc'est la résultante des résistances
conjuguées aux actions muramidases (conféréesgia) @ CAMP (due a la D-alanylation
des acides téichoiques par les protéines codéebopérondlt) qui est responsable de la
résistance au lysozyme ch8z aureus(179). Cette découverte semble tres prometteuse et
permettrait d'expliquer la résistance au lysozynsepl#e chez le mutahEF0783. En effet,

il a été montré q&. faecalismodifie aussi ses acides téichoiques par D-aldoglgrace a
'opérondlt et que le mutandItA présente une sensibilité accrue aux CAMP (268)siAla
D-alanylation des TA pourrait étre le facteur regadole de la résistance au lysozyme du
mutantAEF0783 E. faecalis De plus, on peut imaginer que la D-alanylatios €A est
sous le contréle dsigV et que par conséquent, la sensibilité au lysozgmmutantsigV est

due a l'absence de D-alanylation des TA. La rapowmr laquelle cet opéron n'a pas été
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identifié lors du criblage de la banque de mutadiis faecalis semble étre due a la
compensation de l'absence de ce géne par la peédeagroupemen@-acétyle, et I'on peut
imaginer que la localisation membranaire des pnet&codées par l'opérdit a empéché son
identification par électrophorése bidimensionneRar contre, d'apres notre analyse en
microarrays, I'expression des génes de |'opéditamest pas inhibée par 'absencesigg/.

Pour vérifier ces hypotheses, il est envisagé dstagre différentes combinaisons de
simples, doubles et triple mutants des gesig¥, oatAet dIt et d'évaluer leur degré de
sensibilité au lysozyme. Il est également préviudiér le niveau de D-alanylation des TA
du mutansigV pour évaluer son role dans la régulation de lapélt.

Finalement, si l'existence de ces nombreux mécasisnfdéN-acétylation,
O-acétylation,N-glycolylation, D-alanylation, sécrétion d'inhihiteprotéique...) permettant
de résister a l'action d'une seule enzyme du sgstéen défense immunitaire, semble
remarquable, cette complexité illustre bien le l[a@fjae” permanent existant entre les

bactéries et leurs hotes.
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Abstract

Secreted and surface proteins of bacteria are kdgamles that interface the cell with the
environment. Some of these proteins, correspondingvirulence factors, were already
described forEnterococcus faecalisthe predominant species involved in enterococcal
nosocomial infections. In a global proteomic apphpdhe identification of the most abundant
secreted and surface-associated proteins. daecaliswas carried out. These proteins were
extracted front. faecalisJH2-2 cultures and subsequently separated byleml@horesis, or
directly subjected toin vivo trypsinolysis. The proteins were then analysed liguid
chromatography-electrospray ion trap tandem masstiggnetry (LC-ESI-MS/MS). Putative
functions were assigned by homology to the traadlgenomic database 6f faecalis A total
of 8 secreted proteins including autolysins andgipteins were identified in the supernatant
culture. 39 cell surface proteins were identifietldwing 2D gel electrophoresis ama vivo
trypsinolysis among which 2 are common to the fskcreted ones. In all, we identified 45
proteins, and their sequences analysis revealed3&é0 %) harbour characteristic features
(signal peptide or transmembrane domains) consisteith a predicted extracellular

localization.
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Annexe 1

1. Introduction

Enterococci are ubiquitous bacteria and commerddlse normal intestinal flora in humans
and animals. They are highly versatile and wellpagkh for survival under harsh conditions.
Prior to identification of multiple-antibiotic regant strains in the late 1970s, enterococci were
considered as relatively innocuous organisms [IT8y are part of the lactic acid bacteria
(LAB) of importance in foods. Indeed, enterococonstitute a major component of the
microflora of artisanal cheeses produced in SontBerrope and may also be used successfully
as probiotics [7].

Over the past two decades, enterococci have emagyadsocomial pathogens occurring in
endocarditis, bacteremia and other infections irepts that have severe underlying disease or
that are immunocompromised [11, 12, 15, 19]. Amtrey 12 species of enterococci usually
described,Enterococus faecaliss the most frequently detected in clinical isetatranging
from 80 to 90% of the cases [14, 19]. A specifiasgafor concern and contributing factor to
enterococci pathogenesis is their resistance tada wariety of antimicrobial agents [12, 19].
The prevalence of enterococci in nosocomial andnsonity acquired infections could be
explained by their natural and acquired resistat@esimerous antibiotics [22] but also by the
presence of subtle virulence factors, mainly sedrend cell-wall associated proteins which
promote tissues colonization, confer a growth add@ator ensure a protection against innate
and acquired immune responses [7, 12, 19]. Sucteippowere already described i
faecalis

Aggregation substance (AS) is a pheromone-respenplasmid-encoded bacterial cell-wall
associated adhesine that facilitates plasmid ex@&slg In addition to its adhesive function
during the bacterial conjugation process, AS mediadhesion oE. faecalisto a variety of
eucaryotic cellsin vitro, including intestinal epithelial cells [26], renalbular cells [13],
human neutrophils [32] and macrophages [31]. Anofhgative colonization factor is the
enterococcal surface protein (Esp) that is chrommadly encoded and found in abundance
among bacteremia and endocarditis isolatds. daecaliswhile it is rare in stool isolates from
healthy individuals [28]. Esp was described to dbote to the colonization and the
persistence of some. faecalisstrains during ascending urinary tract infectionan animal
model [29]. Ace (adhesine of collagen) belongs ke ticrobial surface _©mponent
recognizing _dhesive _matrix nmolecules (MSCRAMMS) family, which is structurallyn@
functionally similar to the collagen-binding prateCna ofStaphylococcus aurey5]. Ace

binds to collagen (types | and IV) but also to lamiand may play a role in the pathogenesis
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Annexe 1

of endocarditis [20]. The EfaA adhesin, identifisdh the use of an antiserum from a patient
with E. faecalisendocarditis shares high level homology with stveptcal adhesins [16].

Other virulence factors, such as cytolysin (Cyl), [Bhe zinc metallo-endopeptidase
gelatinase (GelE) [33] or Enterolysin A [21] are@bkecreted bl. faecalis They are involved
in the haemolytic and bactericidal activity, in thgdrolysis of gelatine, collagen, casein and
other bioactive peptides, in the modulation of Hest immune response and in the growth
inhibition of several lactic acid bacteria.

Owing to the virulence factors localisation, we umadek a proteomic approach in order to
identify the most abundant secreted and surfaceipsoof the plasmid freg. faecalisIH2-2
strain. Taking advantage from the annotated seguefi€. faecalisV583 genome available at
The Institute for Genomic Research (http://www.tgg), we confidently identified by mass

spectrometry 8 secreted and 39 surface proteins@mubich 2 are common to the two groups.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strain and growth conditions

The E. faecalisJH2-2 strain [34] was used in this study. It cepands to a plasmid free
strain used as our laboratory modele strain. CedtofE. faecalisIH2-2 were grown at 37 °C
without shaking in brain heart infusion (BHI) ordisamedium.

2.2. Collection and separation of protein componestsecreted in media

Proteins secreted frof. faecalisJH2-2 strain were prepared as follows. Startiognfiplate
cultures, 10 ml BHI were inoculated to obtain anggk), of 0.02 and the culture was carried
out until the cells reached mid-log phase ¢ of 0.5). The cells were harvested by
centrifugation, washed with BHI and the culturenfr@®Dsponm Of 0.02 to 0.5 was repeated
once. From this second culture, 50 ml fresh BHlen@oculated (ORyonm 0f 0.02), then the
cells were grown until they reached mid-log pha3Bdyonm 0f 0.5) and subsequently subjected
twice to centrifugation for 10 min at 30@0This procedure allows minimizing contaminations
with material released from lysed cells. The supamtawas rapidly filtered through a 0.22
Hm-pore-size nitrocellulose membrane filter (Miling) and incubated for 1 hour at 37 °C with
Benzonase (100 U/l, Merck). Then, tricholoroacetimd (TCA) was added at 7% final
concentration, mixed and placed on ice for 30 Mmire precipitated proteins were harvested by
centrifugation at 10000 g for 10 min at 4 °C. The#let was resuspended in 1 ml of acetone by
using an ultrasonic water bath, and the mixture eegdrifuged. Acetone washing was repeated

twice to completely remove TCA from the precipitatand air dried. The protein dried pellets
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were solubilized in 100 pl of 4 % sodium dodecyfate (SDS) with 5 min of boiling before
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGHE)ysis.

2.3. Isolation of outer surface proteins

The extraction of the outer surface proteins wasezh out consecutively to the enzymatic
treatment of the cell wall with mutanolysin as désed by Hughe®t al.[10], using a slightly
modified protocol. 150 ml culture d&. faecalis JH2-2 mid-log phase growing cells were
harvested by centrifugation at 3000 g for 10 miasked once in phosphate-buffered saline
(PBS) solution and centrifuged again in the sameitions. The pellet was then resuspended
in 10 ml of digestion buffer (20% sucrose in 20 riikks-HCI, pH 7.0, 10 mM MgGl protease
inhibitor coktail [1 mM phenylmethylsulfonyl fluade, 10uM iodoacetic acid, UM pepstatin
A, and 10 mM 1,10 phenanthroline], 90 U of benzen@derck), and 2500 U of mutanolysin
(Sigma)). Enzymatic digestion was performed du@ngours at 37 °C. The majority of intact
protoplasts were removed by centrifugation at 7§00r 15 min. The supernatant was then
subjected to ultracentrifugation at 25 000 rpm (®ean J2-MW, rotor TiISW41) for 1 hour to
remove cell debris. Proteins from the supernatarevprecipitated with 7% TCA as described

above, washed three fold with ice cold acetonesamickd at -20 °C.

2.4. In vivo trypsinolysis of surface proteins

Cells from 24 h cultures &. faecalisJH2-2 were harvested by centrifugation at 10006rg f
5 min, rinsed in ammonium bicarbonate (BICAM) 50 mpH 8, and resuspended in BICAM
(50 mM, pH 8) containing 0.5 M sucrose. 10 pg/rgpsin (Promega) was added. After 2 h
incubation at 37 °C, cells were harvested by clgfation at 12000 g for 5 min and the
supernatant was filter-sterilised (0.22 pum, Milligprand incubated overnight at 37 °C to
allow complete trypsin digestion. The resulting gt were trapped onto a C18 column
(Macherey-Nagel), eluted with aqueous methanol (8@, and solubilised in formic acid
(0.2% in water) prior to analysis by HPLC-ESI-MS/N&ge below).

2.5. Two-dimensional gel electrophoresis
The protein samples were analyzed by 2D SDS-PAGiBgufor the first migration
Immobilin drystrips pH 4-7 (Amersham) and for treesnd one, 12% polyacrylamide gels as

described by Giardt al [8].

2.6. Proteins identification by mass spectrometry
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Consecutively to the mono or 2D SDS-PAGE and CosmaBlue staining, the protein
containing regions (bands or spots) were excisedvaaghed twice in ultra pure water, and
once in acetonitrile/BICAM 50 mM (1/1:v/v). Samplegre stirred for 15 min and vacuum-
dried for 30 min. In-gel digestion of the excisedtpin bands or spots was carried out using
0.5 ug of trypsin (Promega). Samples were incubatedrgiet at 37 °C. The purification of
the digested peptides and their analysis by HighfoReance Liquid Chromatography-
electrospray ion trap spectrometry (using a survéyd coupled on line to a LCQ Deca XP,
Thermo) was carried out as previously described]. [Recorded MS/MS spectra were
compared to the theoretical fragmentation of adiryplysed database deduced from of Ehe
faecalisV583 coding sequences available at TIGR, usingtmuest algorithm incorporated in

the BioWorks software (version 2, Thermofinnigan).

3. Results

3.1. Characterization of secreted proteins

E. faecalisstrains grow well in M17 supplemented with 0.5 %cgse (GM17) or in BHI
(brain keart_nfusion) liquid media. To identify secreted proteinge chose to use BHI broth
which protein content does not interfere with thet@n pattern of thdc. faecalissamples
(data not shown). To minimize contamination by enwd released by lysed bacteria, cells were
maintained in exponential phase during 3 conseeugirowths in BHI, and proteins were
finally recovered from the supernatant. Analysistladse extracts by SDS-PAGE revealed 9
Coomassie-blue stained bands (Fig. 1), which wecesed, subjected to trypsin digestion and
analyzed by LC-ESI tandem mass spectrometry. Tilosvad the unambiguous identification
of 8 proteins that are listed in Table 1.

The gel bands identified correspond to the propgoducts ofEF0799 EF0252 EF3060,
EF0394 EF1264 EF2863,EF0071, andEF0443genes as released by the TIGR annotation. It
is noteworthy that their sequence analysis gavelteesery consistent with their extracellular
localization. First, the use of signalP 3.0 alduorit(available from www.expasy.org) revealed
the presence of cleavage sites for signal peptittasall of these proteins (Table 1). Second,
they all display extracellular predicted functioms contain domain(s) clearly related to the
extracellular compartment. Indeed, 3 of them wdaddnvolved in peptidoglycan maintenance
and degradation (i.e., EF0252 is a N-acetyl murdrheda amidase, EF0799 is a 1,4 N-acetyl
muramoyl hydrolase and EF2863 is an efed-acetyl glucosaminidase), EF0071 is a
putative lipoprotein, EF0443 contains a LysM dom@ilso present in EF0799) that is thought
to have a peptidoglycan binding function, EF1264 igutative sulfatase containing a MdoB
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domain (phosphoglycerol transferase, alkaline phatgse), and EF0394 and EF3060 are
known as major secreted antigen&irfaecalis(SalB and SalA, respectively).

It should also be noted that the observed molecuddghts (Fig. 1) of several identified
proteins appeared higher than the theoretical ofiégse differences are particularly
important for SalB, which was clearly identified3rbands. This suggests that these proteins
are subjected to post-translational modificationest probably glycosylations. However, our
attempts to further characterize these modificatmnmass spectrometry were unsuccessfull.
By contrast, the observed MWs of EF1264 and EFCGi{deared lower than the theoretical
ones. Analysis of the sequenced peptides revehdhe observed bands are in fact the C-
terminal moiety of the EF1264 protein and the Nvi@al part of EFO071, respectively.

3.2. Characterization of cell surface-associated pteins

The surface proteins &. faecaliscells were analysed using two methods, which hatred
at analyzing proteins contained in the cell waillthe first one, we stripped cells from their cell
wall by using mutanolysin (protoplastisation), aptbteins recovered from the resulting
supernatant were identified by LC-ESI tandem M&ra®D gel separation. In the second one,
live cells were peeled off from their surface pnoseby trypsin digestion; the resulting peptides
were recovered by reversed phase C18 chromatograpllydirectly analyzed by LC-ESI
tandem MS.

3.2.1. Surface proteins identified after protoplagsation

The proteins recovered in the supernatant afteanalysin treatment of cells were separated
by 2D SDS-PAGE, and 21 regions (containing at l@aSbomassie blue-stained protein spot)
were excised and subjected to in-gel trypsin digesin all, we unambiguously identified 28
different proteins (Fig. 2, Table 2). As expectednsidering the protein extraction technique
used, sequence analysis revealed a clear extriacdtigalization for most of them (21 over 28,
Table 2). Indeed, using SignalP 3.0 and TatP I1gorahms, we showed that 21 proteins
harboured a signal peptide in their N-terminal e@xtity. Among these proteins, 2 were already
identified in the medium (ie, EF0443 and the C-tampiety of EF1264). Moreover, the
predicted functions of these proteins are condistth this localization. For example, EF2857
is involved in cell wall synthesis, EF0685 and EFd &re related to proteolysis, EF2496 and
EF3256 would be pheromone precursors and EFO9®BQAF EF3106 are pheromone/peptide
binding components of ABC transporters, and bot@15® and EF0177 are annotated as basic

membrane proteins.
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The sequences of the remaining proteins, as well as their predicted fioms, strongly
suggest an intracellular localization. This raifies question whether the presence of these
proteins in the extracellular compartment resultsmf contamination from intracellular
proteins. It is noteworthy that direct analysisaoivhole proteome, aiming at identifying the
most abundant intracellular proteins (e.g. the mumsibable intracellular contaminants),
revealed the predominance of proteins belonginfeédranslation apparatus (data not shown).
Thus, the absence of any ribosomal protein inékjgeriment suggests an actual extracellular
localization for the identified proteins. In additi most of the predicted cytosolic proteins
have been already described as secreted or cksuassociated proteins (see the discussion
section).

3.2.2.in vivo trypsin peeling of surface proteins

Cells grown in BHI were washed twice in BICAM angbgected to trypsin digestion. After
centrifugation, the peptides released in the medere purified in C18 columns and the
eluted mixture was directly analysed by LC-ESI tanddS. In preliminary experiments, the
trypsin treatment systematically led to cell lysis, revealed by the predominance of peptides
assigned to proteins belonging to the translatiapplaratus (eg, ribosomal proteins, data not
shown). After several attempts, we finally couldab different results by performing trypsin
digestion in BICAM containing 0.5 M sucrose, butyofor stationary phase cells. The results
presented in Table 3 are predominantly consistétht thhe expected extracellular localization
of proteins. Indeed, 6 of the 17 proteins idendifie these experiments were already shown in
the protoplastization experiments (i.e., EF25560%F, EF3256, EF0177, EF0201 and
EF1964, Table 2), and their amino acid sequenclysesgshowed that (i) 10 displayed a clear
signal peptide in their N-terminus part, and (n)all, 13 displayed at least 1 transmembrane
helix (as predicted by TMpred algorithm) (Table 3).

As compared to the results of Table 2, we idemtiBeadditional binding proteins belonging
to ABC transporters (EF1221, EF1060, and EF076ierse components of membrane
transporters (EF0958, EF2592), 4 other proteinsbcwaing at least one putative
transmembrane region, and 2 which sequence analigsisot show any motif consistent with

an extracellular localization.
4. Discussion

Secreted and surface proteins are of special siténea clinical context. Indeed, these

proteins should come in direct contact with has$ues and may mediate important pathogen-
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host interactions, and antigenic variations of acef structures represent an important
mechanism by which pathogens can avoid host dedemk® a consequence, “secretomics”
strategies have been carried out for numerous gatho bacteria in recent years [4, 30]

this context, our study could be considered asrgroitant step towards a better understanding
of the pathogenicity dE. faecalis

We designed the experiments to identify both pnstéully secreted (recovered in the culture
medium), and those remaining anchored to the oeklepe. In all we identified 45 proteins,
among which 8 in the culture medium and 28 asseditd the cell surface among which 2 are
common to the secreted ones. 11 additional proteare identified using an original in vivo
trypsinolysis technique. Most of the proteins idéed displayed a clear signal peptide, which
is highly consistent with their extracellular lozalion.

The finding that several proteins expected to lepigsmic appear on the cell surface is at
first somewhat surprising, even more when one takesconsideration that they do not have
N-terminal signal peptide nor possess the canorBram-positive anchor motif LPxTG.
However, the glyceraldehyde-3-phosphate dehydragen@gGAPDH) (EF1964), enolase
(EF1961), ornithine carbamoyltransferase (EFO1@b)] DnaK chaperone (EF1308) have
already been reported as secreted or associattéeb toell envelope following outer surface
protein extraction from other bacteria. Indeed, ®G&Pwas described as a major surface
protein of group A streptococci with multiple bindi activity [23] and as a transferrin-binding
protein associated to the cell wall 8f aureusand S. epidermidis[17]. The streptococcal
surface enolase acts as a strong plasminogen asthipl binding protein [24] and therefore
seems to play a role in cell invasion by group Peptococci. In addition to GAPDH and
enolase, the ornithine carbamoyl-transferase arakDvere found to be associated to the outer
surface proteins db. agalactiad10]. In the same work, it has also been showhtti@use of
sera against ornithine carbamoyltransferase andspbloglycerate kinase protect against
neonatal mice infection witB. agalactiae On the other hand, it has been found that enafise
B. cereus[9] and B. subtilis[1] and the elongation factor G of this latter amggm were
recovered within the extracellular proteins. Thilese proteins should not be viewed as a
consequence of a poor separation technique budrratitey may have a functional association
with the cell surface indicating most likely secandfunctions as it has been already reported
for GAPDH and enolase.

It is noteworthy that 80 % (36/45) of the identifiproteins harbour feature characteristics for
an extracellular localization. Several of these girst were already shown to be involved in the

pathogenicity oE. faecalis It is for example the case of gelatinase (EF1838}), as well as
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for the secreted antigens SalA and SalB [18]. Howewther proteins could be involved in
enterococcal virulence.

The EF0443 gene product shares a high level of identity withmerous proteins among
which the protein products oStreptococcus mitisSSMT0064 S. pneumoniaeSP0107
Lactobacillus plantarump2847, andS. agalactiae gbs210¢orrespond to the best hits with
52.3%, 50.5%, 73.9%, and 54.5% identity, respelgtivEhese proteins are of unknown role
but all harbour the LysM (lysine motif) domain diaut 40 amino acids residues found in a
variety of enzymes involved in bacterial cell wadigradation [2].

The cell wall associated protein productsE$f0907 andEF3041share 64.5% identity and
belong to the same family of pheromone binding ganst which are assumed to be an
important factor for conjugative plasmid transfewalved in dissemination of antibiotic
resistance and virulence factors in enterococciTaE protein products &F3106 identified
as anEF3041 paralogue and that diF3256 which corresponds to the pheromone cAD1
precursor lipoprotein, may also be involved in tt&me mechanismE&F3255 encode a
putative thiamine biosynthesis lipoprotein which ldogue ApbE was localized in the
periplasmic compartment &almonella typhymuriurcells [3].

The protein products &F0176andEF0177(highly related paralogues, 70% identity) share
55% and 48% identity witlBPy1228gene ofS. pyogenesind Imo1388 gene ofListeria
monocytogenegsespectively, both encoding a CD4+ T-Cell stininlgantigen precursor.

In spite of the increasing clinical importance aiterococci, no global analysis of their
secreted proteins had been achieved. In this stuelyrave established an inventory, while not
exhaustive, of th&. faecalisouter surface proteins. Computer searches alldinedalidation
of the proteomic approach relatively to the sulalzation of the identified proteins, and even
most of the “unexpected” cytosolic proteins mayldeith the cell surface and may have a
secondary role as antigenic targets. Comparisom thié databases also revealed that most of
the proteins identified could be related to thetéaal virulence mechanisms. Future prospects
will aim to determine the exact role of these esgtular components in the pathogenic

lifestyle of E. faecalis
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Table 1. Identification of secreted proteins

band n° Protein identified MW MW Nb. of max Protein Signal
obs. th. sequenced SEQUEST coverage Peptide
(kba) (kDa)  peptides Sp scoré (aa from - to) (posn}
M1 EF0799 — Autolysin 85 77 3 1572 (19/24) 8.1 (IBB) SP (53-54)
M2 EF0252 — Autolysin 75 54 7 1764 (18/24) 21.90:501) SP (24-25)
M3 EF3060 — secreted antigen SalA 68 51 12 214240 28.6 (41-334) SP (27-28)
M4 EF0394 — secreted antigen SalB 67 47 42 22826  45.9 (34-449) SP (27-28)
M5 EF1264 — Sulfatase family protein 52 80 8 108%/18) 14.6 (309-598) SP (31-32)
M6 EF0394 — secreted antigen SalB 47 47 21 15826) 30.0 (38-214) SP (27-28)
M7 EF0394 — secreted antigen SalB 40 47 5 154/2¢)9 13.8 (83-221) SP (27-28)
M8 EF2863 — N-Ac. glucosaminidase, putative 32 35 5 1069 (18/30) 26.1 (94-303) SP (41-42)
EF0071 — lipoprotein, putative 32 89 5 1032 (19/24) 7.7 (86-219) SP (32-33)
M9 EF0443 — LysM domain protein 26 21 9 1624 (25/3047.7 (35-182) SP (27-28)

! ORF name — predicted function, as annotated inV6@3 genome available at www.tigr.ofgSp score given by SEQUEST for the most significseduenced peptide
(observed / theoretical b and y CID fragments tiis peptide)®as deduced from sequence analysis with the Sigh@lRIgorithm (available from www.expasy.org).
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Table 2. Identification of cell-surface associgbedteins

Annexe 1

Region Protein identified MW Nb. of sequenced max SEQUEST  Protein coverage Signal Peptide
(kDa) peptides Sp scoré (aa from - to) (posn¥

01 EF 2857 — Penicillin binding protein 2B 78 21 635 27.2 (104-677) SP (57-58)

01 EF 0907 — Peptide ABC transporter. peptide bipgirotein 61 5 1713 15.1 (48-181) SP (33-34)

02 EF 1264 — Sulfatase domain protein 80 21 1407 27.9 (336-699) SP (31-32)

03 EF 1964 — Glyceraldehyde 3-phosphate dehydregena 36 22 2793 42.1 (5-333) no

03 EF 0685 — Protease maturation protein, putative 37 2 1113 12.9 (47-236) SP (22-23)

04 EF 0177 — Basic membrane protein family 38 29 3223 62.7 (57-361) SP (30-31)

04 EF 3256 — Pheromone cAD1 precursor lipoprotein 3 3 21 1966 42.3 (45-309) SP (37-38)

05 EF 2903 — ABC Transporter. substrate bindinggimo 48 32 2865 54.4 (72-426) SP (23-24)

05 EF 1961 — Enolase 47 10 2364 37 (17-421) no

06 EF 1961 — Enolase 47 45 2352 76.9 (17-430) no

07 EF 2556 — Fumarate reductase flavoprotein stipvegursor putative 54 19 2203 38.6 (80-491) IP29)

08 EF 0907 — Peptide ABC transporter. peptide biggirotein 61 40 1997 53.7 (40-556) SP (33-34)

09 EF 1308 — DnaK protein 66 14 1673 35.2 (4-556) no

10 EF 0907 — Peptide ABC transporter. peptide biggirotein 61 11 2062 12.1 (133-386) SP (33-34)

10 EF 3106 — peptide ABC transporter peptide biggirotein 65 2 639 4.8 (103-224) SP (31-32)

10 EF 1308 — DnaK protein 66 3 1423 5.6 (143-316) no

10 EF 3041 — Pheromone binding protein 61 45 1837 39.3 (75-542) SP (25-26)

11 EF 0201 -EF TU 43 5 2649 23.7 (39-281) no

11 EF 2556 — Fumarate reductase flavoprotein stipvegursor putative 54 54 2629 71.0 (80-505) IP29)

12 EF 2556 — Fumarate reductase flavoprotein stipvetursor putative 54 61 2709 71.4 (80-505) ZP209)

13 EF 2556 — Fumarate reductase flavoprotein stipvetursor putative 54 53 2603 69.6 (80-505) ZP209)

14 EF 2556 — Fumarate reductase flavoprotein stipvetursor putative 54 a7 2596 (58-505) SP (28-29

15 EF 0176 — Basic membrane protein family 38 24 1326 60.0 (35-352) SP (33-34)

15 EF 3256 — Pheromone cAD1 precursor lipoprotein 3 3 3 1020 20.8 (246-309) SP (37-38)

16 EF 0105 — Ornithine carbamoyltransferase 38 5 6917 15.4 (109-306) no

16 EF 0020 — PTS system component 36 3 1312 13.2 (106-254) no

16 EF 0577 — Adhesion lipoprotein 36 3 1425 15.7 (42-129) SP (28-29)

16 EF 1818 — Gelatinase 55 3 946 9.8 (305-494) SP (30-31)

16 EF 2397 — EF-Ts 32 2 1084 11.0 (119-178) no

16 EF 3255 — Thiamin biosynthesis lipoprotein Aghative 39 6 1331 23.6 (95-305) SP (27-28)

17 EF 2254 — Hypothetical protein 22 2 834 20.8 (102-175) SP (28-29)

18 EF 0754 — Conserved hypothetical protein 26 15 20 9 43.1 (78-228) SR (25-26)

18 EF 0443 — LysM domain protein 21 2 811 8.7 (62-77) SP (27-28)

19 EF 0176 — Basic membrane protein family 37 2 9178 6.9 (182-216) SP (33-34)

20 EF 2860 — ErfK/YbiS/YefS/YnhG family protein. fative 53 4 835 15.2 (160-381) SP (48-49)

21 EF 0751 — Conserved hypothetical protein 26 8 4413 45.6 (92-243) SP (25-26)

21 EF 2496 — Pheromone cOB1 precursor 30 2 2176 7 (183-262) SP (21-22)

T ORF name — predicted function, as annotated i'V8&8 genome available at www.tigr.ofgSp score given by SEQUEST for the most significtiuenced peptidéas
deduced from sequence analysis with the Signal®r3&tP 1.0 (noted S algorithms (availables from www.expasy.org).

141



Table 3. Identification of proteins recovered framvivo trypsinolysis

Annexe 1

Protein identified MW (kDa) Nb. of max Protein coverage Signal peptide Transmembrane
sequenced sequest (aa from - to) (position) domain
peptides  Sp score predictior?

EF 2556- Fumarate reductase flavoprotein subunit precurstatipe 54 9 1512 23 (80-491) SP (23-24) 1/2

EF 0177-Basic membrane protein family 38 3 737 11.6 (143)32 SP (30-31) 1

EF 0907- Peptide ABC transporter, peptide-binding protein 61 2 679 5.6 (411-525) SP (33-34) 1

EF 3256-Pheromone cAD1 precursor lipoprotein 33 1 819 34B(257) SP (24-25) 1

EF 0201-Translation elongation factor Tu 43 15 2943 161-281) no 0

EF 1964- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 36 2 886 8.6 (162-264) no 0

EF 0958-PTS system, || ABC components 78 2 939 5.8 (515620 SP (34-35) 8/9

EF 0761- Amino acid-binding-permease protein 80 2 1012 625¢219) SP (28-29) 5

EF 1221- Spermidine-putrescine binding protein 38 1 492 (33L-350) SP (25-26) 3

EF 1060- Pheromone binding protein 62 1 464 4.2 (174-196) (ZBP27) 1

EF 1745- Conserved hypothetical protein 15 3 772 18.2 (7910  SP (32-33) 1

EF 2592- ABC transporter, permease-ATP binding protein 69 1 590 4.2 (395-420) SPtat (20-21) 4/5

EF 1613- Formate acetyltransferase 85 4 1001 10.2(89-529) o n 1

EF 1584~ Cystein synthase A 33 3 622 16.8 (23-130) no 1/2

EF 2612- ATP synthase FO, B subunit 19 1 994 15.9 (120-147) no 1

EF 2460- GTP-binding protein TypA 68 3 1569 3.3 (406-425) no 0

EF 0012- Ribosomal protein L9 17 2 823 13.3 (13-41) no 0

» ORF name — predicted function, as annotated i'V883 genome available at www.tigr.ofgas deduced from sequence analysis with the Sighal&lgorithm (available

from www.expasy.org)’ as deduced from sequence analysis using the gigoiiM

pred (www.expasy.org).
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Figure legends

Figure 1. Coomassie blue stained mono dimensional gel eldobtregis of secreted
proteins from exponentially growing cells 6f faecalisJH2-2 strain. The arrows indicate the
protein bands excised from the gel, trypsinolysed aubjected to mass spectrometry
identification. Their anotation corresponds to ttexdorted in table 1. The proteins molecular
weight (kDa) of the ladder polypeptides is indichta the right.

Figure 2. Coomassie blue stained two-dimensional gel elebtgsis of outer surface
proteins from exponentially growing cells Bf faecalisJH2-2 strain. The circled regions
(spots) are excised from the gel, trypsinolysed authjected to mass spectrometry

identification. Their numbers correspond to thasgorted in table 2.
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Lysozyvme is an important and widespread compound of the host constitutive defense system, and it is
assumed that Enterococcus faecalis is one of the few bacteria that are almost completely lysozyme resistant. On
the basis of the sequence analysis of the whole genome of E. faecalis V583 strain, we identified two genes that
are potentially involved in lysozyme resistance, EF_0783 and EF_1843. Protein products of these two genes
share significant homology with Staphylococcus aureus peptidoglycan O-acetyltransferase (OatA) and Strepto-
coccus pneumoniae N-acetylglucosamine deacetylase (PgdA), respectively. In order to determine whether
EF_0783 and EF_1843 are involved in lysozyme resistance, we constructed their corresponding mutants and a
double mutant. The AEF_0783 mutant and AEF_0783 AEF_1843 double mutant were shown to be more
sensitive to lysozyme than the parental E. faecalis JH2-2 strain and AEF_1843 mutant were. However,
compared to other bacteria, such as Listeria monocytogenes or S. pneumoniae, the tolerance of AEF_0783 and
AEF_0783 AEF_1843 mutants towards lysozyme remains very high. Peptidoglycan structure analysis showed
that EF_0783 modifies the peptidoglycan by O acetylation of N-acetyl muramic acid, while the EF_1843 deletion
has no obvious effect on peptidoglycan structure under the same conditions. Moreover, the EF_0783 and
EF_1843 deletions seem to significantly affect the ability of E. faecalis to survive within murine macrophages.
In all, while EF_0783 is currently involved in the lysozyme resistance of E. faecalis, peptidoglycan O acetylation
and de-N-acetylation are not the main mechanisms conferring high levels of lysozyme resistance to E. faecalis.

Enterococcus faecalis is intrinsically not as virulent as other
gram-positive organisms, such as Staphylococcus aureus, pneu-
mococci, or group A streptococci. However, E. faecalis
emerges as an opportunistic pathogen and one of the leading
causes of hospital-acquired infections, such as urinary tract,
surgical wound, abdominal, pelvic, and neonatal infections in
the United States and northern Europe (26). Little is known
about its virulence potential. This lack of information can be
partly attributed to the fact that E. faecalis, which normally
grows as a commensal organism in the gut, possesses very
subtle virulence traits that are not easily identified (27). Sev-
eral surface proteins, enzymes, and capsular polysaccharides
likely involved in virulence and the ability of E. faecalis to
survive inside polymorphonuclear leukocytes (36) and macro-
phages (25) may contribute to its pathogenicity. Besides, in-
trinsic physiological properties of E. faecalis, such as its excep-
tional resistance to harsh conditions (37) and its inherent
antibiotic resistance (27), may also provide an advantage dur-
ing the infection process. In order to survive and colonize the
host, bacteria must overcome the constitutive or innate de-
fense system and the host’s phagocytic response to achieve
infection. One of the most important and widespread com-
pounds of the constitutive defense system is lysozyme. Ly-
sozyme is a component of granules of neutrophils and the

* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Microbi-
ologie de I'Environnement, USC INRA 2017, EA956, Université de
Caen, 14032 Caen Cedex, France. Phone: 33 (0)2 31 56 66 18. Fax: 33
(0)2 31 56 53 11. E-mail: abdellah.benachour@unicaen.fr.

¥ Published ahead of print on 4 September 2007.

major secretory product of macrophages (29), found in mam-
malian secretions and tissues, and undoubtedly one of the most
important enzymes of the human innate immune system. Ly-
sozyme Is a muramidase that cleaves peptidoglycan (PG) be-
tween the glycosidic beta-1,4-linked residues of N-acetylmu-
ramic acid (NAM ) and N-acetylglucosamine. In addition to the
enzymatic lysis of the bacterial cell wall, lysozyme can also kill
bacteria by a nonenzymatic mechanism in which its cationic
and hydrophobic properties have been proposed to induce cell
death by membrane perturbation (28). Therefore, pathogenic
bacteria that colonize the host over a long period or that cause
chronic infections must have developed mechanisms to avoid
the lysozyme defense.

E. faecalis has an extraordinary capacity of resistance to the
action of lysozyme, although variations in the lytic response of
enterococcal cells were observed (16). However, the exact
mechanism responsible for this resistance remains unknown
hitherto. Two main mechanisms involved in lysozyme resis-
tance have been characterized for different species of bacteria.
The first mechanism is related to the modification of PG back-
bone structure via either O acetylation occurring on the C-6
hydroxyl moiety of the NAM residues (7) or the deacetylation
of the N-acetylglucosamine residues (48). In gram-positive
bacteria, the genes responsible for these activities encode
OatA (Q-acetylrransferase 4) and PgdA (peptidoglycan
N-acetylglucosamine deacetylase A4) proteins, respectively.
Two other O-acetyltransferase genes called aac(2’)-Ia and
pacA have also been identified in the gram-negative bacteria
Providencia stuartii (24) and Neisseria sp. (22). These modifi-
cations act as a steric hindrance, preventing the binding of the
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TABLE 1. Bacterial strains, plasmids, and oligonucleotide primers and probes

Strain, plasmid, or
oligonucleotide
primer or probe

Relevant characteristic(s) or oligonucleotide sequence®

Reference or source

E. faecalis strains

JH2-2 Fus" Rif"; plasmid-free wild-type strain 49
AEF 1843 JH2-2 isogenic derivative EF_1843 deletion mutant This study
AEF (783 JH2-2 isogenic derivative EF_0783 deletion mutant This study
AEF 1843 AEF (783 JH2-2 isogenic derivative EF_1843 EF 0783 deletion double mutant This study
E. coli strains
Topl0 F~ merdA A(wvmrr-hsd RMS-mcrBC) $80acZAM1S5 AlacX74 recAl araD139 Invitrogen
galU galK A(ara-leu)7697 mpsL (Str") endA 1 nupG
DH5« F~ $80lacZAM 15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rg~ mg™) Invitrogen
phoAd supE44 thi-1 gyrA96 relAIN"
Plasmids
pMAD oripE194", Em" Amp" bgaB 4
pMAD-AEF0783 pMAD carrying EF_0783 deletion This study
pMAD-AEF1543 pMAD carrying EF_1843 deletion This study
pMAD-EF07583 pMAD carrying functional allele of EF_(0783 (LH37-LH40 amplification) This study
pMAD-EF1843 pMAD carrying functional allele of EF 1843 (pgd8-pgd 10 amplification) This study

Oligonucleotide primers

Pgd10 CAATTTAGAGGAATTCTAAAACTTC (EcoRI)
Ped15 CTACTACAGTCGACAGAAATGC (Sall)
Ped14 GAATTTTTAGTCGACTGTCTGCG (Sall)
Pod18 GTATGGTGGCATGCCTTCTTGAT (Sphl)
LH21 TGTAAAACCATGGCCAGTG (Ncol)

LH22 TACACTTTATGGATCCGGCTCG (BamHI)
LH37 CAAACGAATTCAAGAGACTGACG (EcoRI)
LH38 CGCAACAAGTCGACAATAAGA (Sall)
LH39 AGTCAAGTCGACAAAAAATACG (Sall)
LH40 AAGCCGGGATCCCCTTGAGGG (BamHI)
PU GTAAAACGACGGCCAGT

PR CAGGAAACAGCTATGAC

Oligonucleotide probes

PgdA-1 CAACACTAAAGAAATACAAGCGGAAA
PgdA-2 ACTGTAGTAGGCTGTCTGTCTAAC
PgdA FAM-CGCATCTCCAACCATCGCATTCCA-TAMRA

“ The underlined bases correspond to the restriction sites shown in parentheses. FAM, 6-carboxyfluorescein; TAMRA, 6-carboxy-N.NVN'.N'-tetramet hylrhodamine.

lysozyme to the polysaccharide substrate, thus inhibiting its
activity. The second mechanism is based on the production of
lysozyme inhibitors which have a protective function. The first
example was reported for Escherichia coli and consists of the
periplasmic lysozyme inhibitor Ivy (inhibitor of vertebrate ly-
sozyme) (20). and the second example is the Streptococcus
pvogenes secreted factor Sic (streptococcal inhibitor of comple-
ment), identified as an extracellular virulence factors inhibiting
lysozyme (8).

In this work we investigated the causes of the extraordinary
resistance to lysozyme of E. faecalis. For this purpose, we mainly
focused on the analysis of two proteins, the EF_0783 and EF_
1843 proteins that display homology with OatA and PgdA, re-
spectively. We studied the role of EF 0783 and EF_1843 in ly-
sozyme resistance and their ability to survive within mouse peri-
toneal macrophages. In addition, we investigated the role of EF_
0783 and EF_1843 on the PG structure of E. faecalis.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and culture conditions. Bacterial strains and plasmids
used in this study are listed in Table 1. E. faecalis strain JH2-2 (49) and its derivatives
were grown at 37°C without shaking in M17 medium supplemented with 05%
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glucose (GM17) (43) or in tryptic soy broth (TSB) or in brain heart infusion (BHI).
When required, erythromycin (100 pg/ml) was added. E. coli Topl0 (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands) strain was cultured with vigorous shaking at 37°C in
LB medium (40) with ampicillin (100 pg/ml) when required.

DNA manipulations. General molecular methods, molecular cloning, and
other standard techniques were performed essentially by the methods of Sam-
brook et al. (40). E. coli and E. faecalis were transformed by electroporation
using Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad Laboratories). Plasmids and PCR prod-
ucts were purified using QIAGEN kits (QIAGEN, Valencia, CA).

Construction of AEF_0783, AEF_1843, and AEF_0783 AEF_1843 mutants of
E. faecalis. Plasmid pMAD, a thermosensitive, pE194-based delivery vector
system previously described by Arnaud et al. (4), was used to construct isogenic
mutants of the E. faecalis JH2-2 strain. Construction of the deletion in EF_0783
and EF_1843 genes utilized DNA primers designed on the basis of the genome
sequence of E. faecalis V383 strain (33) with flanking restriction sites (Table 1).
For each gene, two DNA fragments consisting of ~900-bp region were amplified
from the upstream part of the gene (including the start codon and the 5 part of
the coding sequence) and the downstream part (including the 3’ part of the gene
and the stop codon). Both PCR products were purified and digested by Sall and
then self ligated in order to create a copy of the EF_0783 or EF_1843 gene
carrying a deletion of ~70% of the coding sequences. Ligated products were
digested by appropriate restriction enzymes (Table 1), cloned into the pMAD
vector, and finally transformed into electrocompetent cells of E. coli Topl0.
pMAD-AEFO783 and pMAD-AEF1843 recombinant plasmids were verified by
restriction and PCR amplification to confirm gene deletion. These plasmids were
subsequently used to transform E. faecalis strain JH2-2 cells. Gene replacement
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was performed via a double crossover event by a method based on the condi-
tional replication of the pMAD plasmid as previously described (46). Briefly,
after electroporation, the cell suspension was plated onto GM17 agar containing
100 pg/ml of erythromycin and 80 wg/ml of S-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-p-
galactopyranoside (X-Gal). After 48 h of incubation at 30°C, the resulting eryth-
romycin-resistant blue colonies were selected and grown twice to log phase at
42°C in the presence of erythromycin. To induce the excision of the recombinant
plasmid vector sequence, cultures were incubated for 4 h at 30°C, followed by
incubation at 42°C overnight without antibiotics. This step was repeated four or
five times. Erythromycin-sensitive white colonies, which indicated that the plas-
mid had been excised, were selected by plating on GM17 agar containing X-Gal
(80 pg/ml) at 37°C. The gene deletion of the white erythromycin-sensitive col-
onies was verified by PCR. The AEF_0783 AEF_1843 double mutant was con-
structed by deleting the EF_0783 gene in the AEF_1843 mutant, following the
same procedure. Comparison of the growth of the wild-type (WT) strain and the
isogenic AEF_0783, AEF_1843, and AEF_0783 AEF_1843 deletion mutant
strains was performed by measuring the optical density at 600 nm (ODgg,) of the
cultures in GM17 medium, using a turbidimeter.

Lysozyme sensitivity assay. Lysozyme sensitivity assays were performed on 3
ml of Mueller-Hinton agar (pH 7.4) medium containing different lysozyme con-
centrations (0, 5, 20, 40, and 60 mg/ml) and potassium tellurite at 0.8 pg/ml
disposed into five-by-five comparmented square culture plates. Ten microliters of
a suspension containing 10° cells/ml of each strain taken after overnight culture
was then spotted onto the different media. Growth zones were photographed
after 48 h of incubation at 37°C. The difference in color between the first column
and the others is due to turbidity caused by lysozyme. Potassium tellurite was
added in order to increase contrast between the colonies and media, and similar
experiments were performed on medium deprived of potassium tellurite.

Survival assays in mouse peritoneal macrophages, Survival of E. faecalis in
mouse peritoneal macrophages was tested by using an in vivo/in vitro infection
model as described previously (25, 47). Briefly, E. faecalis AEF_1843, AEF_0783,
and AEF_0783 AEF_1%43 mutants and E. faecalis JH2-2 were grown aerobically
at 37°C in BHI for 16 h. Then, bacteria were pelleted and resuspended in an
adequate volume of phosphate-buffered saline for injection. Male BALB/c mice
(10 weeks old) were infected with 107 to 10° cells of each strain by intraperitoneal
injection. After a 8-h infection period, peritoneal macrophages were collected by
peritoneal wash, centrifuged, and suspended in Dulbecco’s modified Eagle's
medium containing 10 mM HEPES, 2 mM glutamine, 10% bovine fetal serum,
and 1 * nonessential amino acids supplemented with vancomycin (10 pg/ml) and
gentamicin (150 pg/ml). The cell suspension was dispensed into 24-well tissue-
culture plates and incubated at 37°C under 5% CO, for 2 h, and bacterial survival
was monitored 24, 48, and 72 h after infection. All experiments were performed
three times, and the results were subjected to statistical analysis using one-way
analysis of variance with a Bonferroni's correction post test with GraphPad Prism
version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

PG structure analysis. E. faecalis PG structure was analyzed by reverse-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) and matrix-assisted laser
desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry as de-
scribed previously for Lactococcus lactis (18). Briefly, PG was extracted from
exponential- and stationary-phase cultures (ODgg, of 0.5 and 2, respectively)
grown on GM17 or BHI with boiling sodium dodecyl sulfate and was deprotein-
ized by treatment with pronase and trypsin. It was then treated with 48% hy-
drofluoric acid at 4°C for 16 h, washed several times with 0.25 M Trnis-HCl, pH
8.0, and washed with H,O before lyophilization. Purified PG (4 mg [dry weight]
in 500 ply was digested with mutanolysin (Sigma, Saint-Quentin, France; 2,500
U/ml}) in 25 mM sodium phosphate buffer, pH 5.5, for 19 h at 37°C with shaking.
The enzyme was inactivated by boiling the sample for 3 min, and insoluble
material was removed by centrifugation. The soluble muropeptides were reduced
with sodium borohydride. They were then separated by RP-HPLC using a Hy-
persil octyldecyl silane column (Cyg 250 ¥ 4.6 mm; 5 pm; ThermoHypersil-
Keystone) at 50°C by the method of Courtin et al. (18). Muropeptides were
eluted for 5 min with 10 mM ammonium phosphate buffer (pH 3.6) (buffer A)
and then with a 270-min methanol linear gradient (0 to 30%) in buffer A at a flow
rate of 0.5 ml/min. Sodium azide was added (180 pg/liter of buffer A) to avoid
baseline drift at 202 nm. Fractions were collected, and 1-pl portions of fractions
containing the main peaks were analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry
with a Voyager DE STR mass spectrometer (Applied Biosystems, Framingham,
MA) and a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix It is noteworthy that O-acetyl
groups are quite labile, since an incubation of 1 h at 37°C with NaOH (pH 9)
reduces the quantity of O-acetylated muropeptides by about 309 (7). Thus, it is
possible that the in vivo proportion of O-acetylated muropeptides was higher
than that determined experimentally.
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Quantitative real-time RT-PCR. Total RNA was extracted from exponen-
tial-phase enterococecal cultures or mouse peritoneal fluid samples with an
RNeasy Protect Mini kit (QIAGEN) after the cells were suspended in RNA-
later solution (QIAGEN) as described previously (21). Expression of the
EF_1843 gene was quantitatively assessed by real-time reverse transcription-
PCR (RT-PCR) in an iCycler iQ system (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA), using rpoB as the normalization gene (14). For each gene, a set of
primer pairs and a TagMan probe (Table 1) were designed with Beacon
Designer 2 (version 2.06) software (Premier Biosoft International, Palo Alto,
CA) and synthesized by MWG Biotech. rpoB primers and probe have been
previously described (14).

PCRs were performed in a 50-pl volume containing the following reagents: 25
pl of the Platinum quantitative RT-PCR ThermoScript reaction mix (Invitrogen
Inc., Milan, Italy), 1.5 U of ThermoScript Plus/Platinum Tag mix (Invitrogen),
each primer pair and Tagman probe at a concentration of 0.5 pM, and 5 pl of
total RNA sample and distilled water up to the final volume. Samples were
subjected to an initial step at 52°C for 45 min for RT; 94°C for 5 min to inactivate
the ThermoScript Plus reverse transcriptase and to activate the Platinum Tag
polymerase; and 50 cycles, each consisting of 15 s at 94°C and 1 min at 59°C.
Fluorescence data were collected during the 59°C annealing/extension step and
analyzed with the iCycler 1Q software. Each reaction was run in quadruplicate,
and amplification efficiencies for the target gene were determined. The relative
mRINA expression level of the target gene in each sample was calculated using
the comparative cycle time as described previously (32).

RESULTS

Identification of EF_0783 and EF_1843 genes potentially
involved in lysozyme resistance. E. faecalis has already been
shown to acetylate its PG (35). In different bacteria, such as
Neisseria gonorrhoeae and Proteus mirabilis, this modification
has been shown to inhibit the action of lysozyme in a con-
centration-dependent manner (23, 38, 39, 42). The in silico
analysis of the genome sequence of E. faecalis V583 strain
(GenBank accession no. AE016830) revealed an open reading
frame, EF_0783, showing significant similarity with an acetyl-
transferase gene of Staphylococcus aureus (7). The correspond-
ing enzyme, OatA, acts to O acetylate at the C-6 OH group of
NAM residues. The EF_0783 gene product (625 amino acids)
shares 33% identity (55% similarity) with OatA over 613
amino acids. The predicted EF_0783 protein has several puta-
tive transmembrane segments, strongly suggesting its mem-
brane association.

A similar search for a putative PG N-acetylglucosamine
deacetylase (pgdA4) involved in lysozyme resistance of Strepto-
coccus pneumoniae (48) revealed that the EF_1843 protein
product (301 amino acids) of E. faecalis shares 35% identity
(53% similarity) with PgdA over 204 amino acids. PgdA, as
well as the EF_1843 protein and other PG N-acetylglu-
cosamine deacetylases previously identified in Listeria mono-
cytogenes (12) and L. lactis (45), are members of the family 4
carbohydrate esterases as defined by the CAZy database (http:
{fwww.cazy.org/fam/acc_CE.html) and share conserved cata-
lytic residues and metal ligand amino acids of the family 4
carbohydrate esterases identified by Blair et al. (9, 10) (Fig. 1).
The EF_1843 gene of E. faecalis encodes a putative secreted
protein with an N-terminal signal peptide typical for gram-
positive bacteria (44). There is no predicted cleavage site for
any known leader peptidase, suggesting that the protein re-
mains likely anchored to the cytoplasmic membrane through
its N-terminal membrane domain.

Nucleotide sequence analysis of the chromosomal DNA
fragment harboring the EF_0783 gene revealed the presence
of putative promoter sequences (TTGCCAN ;TATTAT) re-
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FIG. 1. Sequence alignment of three N-acetylglucosamine deacetylases from L. monocytogenes (LmPgdA), L. lactis (LIPgdA), and S. preu-
moniae (SpPgdA) and the EF 1843 (EF1843) protein product of E. faecalis. The sequences were aligned on the respect of the catalytic residues.
Sequence manipulation was carried out using CLUSTALW software (http://align.genome.jp). The residues that are identical in all four proteins
are indicated by the white letters on black background. Arrows and asterisks indicate the conserved catalytic residues and metal ligand amino acids
characterized for S. preumoniae PgdA, respectively. Amino acid numbers for each sequence are given on the right. Gaps introduced to maximize
alignment are indicated by dashes. The GenBank accession numbers for the PgdA proteins of L. monocytogenes, L. lactis, S. ppeumoniae, and for
the putative EF_1843 polysaccharide deacetylase of E. faecalis are CAC98494, NP_266439, CAB96552, and AAORB1606, respectively.

lated to the o consensus recognition motif (TTGACAN 4 5
TATAAT). The analysis of EF_1843 promoter region previ-
ously performed (5) revealed the presence of a putative
promoter sequence related to that of the extracytoplasmic
sigma factor SigV of E. faecalis. The structural organization of
the two loci showed that the EF_0783 gene is bordered by two
inverted repeats, while the EF_1843 gene is preceded by a
divergently transcribed gene and terminated by an inverted
repeat located downstream of the stop codon (Fig. 2). These
inverted repeats may form a secondary structure which could
function as Rho-independent terminators. These observations
strongly suggested a monocistronic operon structure of the
EF_0783 and EF_1843 genes.
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In order to investigate the possible phenotypic changes due
to EF_0783 and EF_1843 gene inactivations, deletion of these
genes was performed via a double crossover event using a
method based on the conditional replication of the pMAD
vector as described in Materials and Methods. This procedure
led to obtaining AEF_0783, AEF_1843, and AEF_0783 AEF_
1843 mutant strains (Table 1). Inactivation of the EF_0783 and
EF_1843 genes had no consequences on the growth rate, mor-
phology (photonic microscopy), and autolysis of the strains
(data not shown).

In addition, in silico analysis of the genome sequence of E.
faecalis V383 strain did not reveal any homologue for aac(2’)-
Ia, pacA, ivy, and sic genes.
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FIG. 2. Schematic representation of the genetic organization of the EF_0783 (EF0783) and EF_1843 (EF1843) chromosomal loci in the E.
faecalis JH2-2 strain. Large arrows represent the open reading frames, and their orientation shows the transcriptional direction. The putative
promoter motifs (P) and terminators (T and Te) are indicated. Shaded boxes correspond to the deleted region in each mutant. The primers used
for the mutagenesis experiments and PCR cloning are indicated by black arrows.

Lysozyme resistance of ALF_0783, AEF_1843, and AEF_
0783 AEF_1843 mutants. The parental strain JH2-2 and its
derivative mutants were grown in liquid media (GM17, BHI,
and TSB) in the presence of lysozyme concentrations up to 50
mg/ml. These attempts revealed no growth inhibition, neither
for the WT JH2-2 strain, nor for the AEF_0783, AEF_1843,
and AEF_0783 AEF_1843 mutants (data not shown). Thus,
lysozyme sensitivity assays were performed on solid medium by
plating 3 pl of a suspension containing 10° cells/ml of each
strain taken after overnight culture on Mueller-Hinton agar
medium containing different lysozyme concentrations (0, 10,
20, 40, and 60 mg/ml). In the presence of 10 mg/ml of
lysozyme, there was no significant differences between the
spots of colonies of the four strains grown, whereas the
AEF_0783 and AEF_0783 AEF_1843 mutants showed a re-
duced intensity in the spots at 20 mg/ml ol lysozyme and no
growth at 40 mg/ml compared to the WT and the AEF_1843
strains (Fig. 3). This experiment revealed that the AEF_0783
mutant and the AEF 0783 AEF 1843 double mutant are
more sensitive to lysozyme than the parental JH2-2 strain
and its derivative AEF_1843 mutant. The pHs of the media
used for all these experiments correspond to physiological
values (around pH 7) consistent with the optimal range (pH
6 to 9) of lysozyme activity.

Effects of EF_0783 and EF_1843 mutations on survival
within mouse peritoneal macrophages. E. faecalis has already
been shown to be able to persist for an extended period in
mouse peritoneal macrophages by using a well-established in-

lysozyme concentration in mg/ml
0 10 20 40 60

-

WT
AEF1843
AEF0783

AEF0783-
AEF1843

FIG. 3. Lysozyme sensitivity of E. faecalis JH2-2, AEF_1843
(AEF1843), AEF0783 (AEF0783), and AEF 0783 AEF 1843
(AEF0783-AEF1843) strains. The sensitivity to lysozyme was tested on
Mueller-Hinton agar medium containing potassium tellurite at 0.8
pg/ml (to increase contrast between colonies and medium) and ly-
sozyme at the indicated concentrations (in milligrams/milliliter).
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fection model consisting of infecting BALB/c mice intraperi-
toneally, recovering infected macrophages, and then monitor-
ing over a 72-h period the survival of intracellular bacteria
within peritoneal macrophages maintained in vitro (25).
Since phagocytic cells produce lysozyme at high levels during
phagocytosis (29). we compared the intracellular survival of
the AEF 0783, AEF_1843, and AEF_0783 AEF_1843 mutants
and the WT strain inside infected mouse peritoneal macro-
phages (Fig. 4). In this experiment, the nonpathogenic strain E.
coli DH5a was used as a negative control, since this strain is
known to be susceptible to killing by mouse peritoneal macro-
phages (25). No significant difference was observed in the
levels of the E. faecalis strains recovered 8 h postinfection,
suggesting that the strains possessed similar abilities to infect
macrophages (Fig. 4). In contrast, E. faecalis JH2-2 was supe-
rior to the E. faecalis AEF_1843 and AEF_0783 AEF_1843
mutants in its ability to survive intracellularly at the 24-, 48-,
and 72-h time points (P << 0.05), whereas AEF_0783 was shown
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FIG. 4. Time course of intracellular survival of the E. faecalis and
E. coli DH5w strains within murine peritoneal macrophages. The data
are the mean numbers of viable intracellular bacteria per 107 macro-
phages = standard deviations (error bars) for three independent ex-
periments with three wells in each experiment. Symbols: B, E. faecalis
JH2-2: A. AEF 0783 mutant; @, AEF 1843 mutant; ¥, AEF 0783
AEF 1843 double mutant; [, E. coli DHS5a.
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to be more susceptible than strain JH2-2 to the macrophage
killing only at 48- and 72-h time points (P << 0.05). At the end
of the experiment, the survival of the parental strain JH2-2 was
1 to 2 log units higher than that of each mutant strain. As
expected, E. coli DHS5a was efficiently killed by the macro-
phages ever since 24 h postinfection.

Muropeptide composition of E. faecalis peptidoglycan. In
order to study the functions of the EF_0783 and EF_1843
genes, we determined the PG structures of AEF_0783, AEF _
1843, and AEF_0783 AEF_1843 mutants and compared them
with the muropeptide profile of the E. faecalis parental strain
JH2-2. After muramidase digestion and borohydride reduction
of the obtained muropeptides, the PG from strain JH2-2 and
its derivative mutants was analyzed by RP-HPLC and mass
spectrometry (18). PG was extracted from the WT strain and
the different mutants from exponential- and stationary-phase
cultures (ODg, of 0.5 and 2, respectively); the elution profiles
of muropeptides extracted in both growth phase conditions
were similar for each strain (data not shown). The mass of 29
muropeptides present in the WT strain was determined by
MALDI-TOF mass spectrometry (Table 2 and Fig. 5). Taking
into account the previously described E. faecalis PG structure
(13, 30) (Fig. 6), we deduced the total number of Ala residues
present in the C termini of the stem peptides and in the
cross-bridges for each muropeptide. Our results showed nine
muropeptides harboring a mass increase of 42 Da compared to
nine other major muropeptides, suggesting the acetylation of
these nine muropeptides. Furthermore, MALDI-post-source
decay analysis of acetylated muropeptide 11 indicated that O
acetylation occurs on NAM residues as described previously
(17) (data not shown).

The muropeptide profiles of AEF_0783 and AEF_0783
AEF_1843 mutants lacked the nine peaks corresponding to
O-acetylated muropeptides (peaks 7, 11, 15, 18, 19, 24, 25, 27,
and 29 in Table 2) present in the parental strain, JH2-2 PG
(Fig. 5). These results confirmed our prediction, based on
DNA homology, that the EF_0783 gene encodes the E. faecalis
PG O-acetyltransferase.

In contrast, we did not observe any peak harboring a mass
defect of 42 Da corresponding to de-N-acetylation in the pa-
rental JH2-2 strain, and no obvious differences were observed
between the muropeptide profile of the E. faecalis parental
strain and that of the AEF_1843 mutant. Moreover, the mu-
ropeptide profile of the AEF_0783 AEF_1843 double mutant
was similar to that of the AEF_0783 mutant.

Following the observed survival sensitivity of the AEF_0783,
AEF_1843, and AEF_0783 AEF_1843 mutants within murine
macrophages, we assessed the comparison of the PG structure
of the WT strain grown under rich medium (BHI) and infec-
tious conditions. Since the PG analysis is technically inappro-
priate for the macrophage model, the cells were incubated
instead in an acidic, low magnesium, and minimal nutrient
medium (MgM) designed to roughly mimic the macrophage
phagosomal environment and to up-regulate virulence gene
expression (2). The PG from the stationary-phase culture on
BHI or on BHI followed by 4-h incubation in MgM following
the procedure of Adkins et al. (2) was treated and extracted as
described above. Under these conditions, the muropeptide
profiles obtained in BHI and MgM medium were similar to
those obtained in GM17 medium.
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TABLE 2. Molecular masses of muropeptides from E. faecalis
JH2-2 strain

Peak Structure Molecular mass (Da)
Compound o
not o gh Ne Acetylation® Observed®  Calculated”
Monomer 1 0 0 8252968  825.3967
2 0 2 967.4002  967.4709
3 0 2 967.4280  967.4709
4 0 1 8963611  896.4338
5 0 2 968.4374  968.4550
6 0o 2 967.3656  967.4709
T 0 2 2+4Acor 6+Ac 1,009.4857 1,009.45815
8 0o 3 1,038.5143 1,038.5081
9 0o 3 1,038.5505 1,038.5081
10 0 4 1,109.6104 1,109.5452
11* 0 4 10+Ac 1,151.6369 1,151.5557
Dimer 12 1 2 1,846.0257 1,845.8942
13 1 4 1,987.9778 1,987.9685
14 1 4 1,988.1494 1,987.9685
15 1 4 13+Ac 2,029.9014 2,029.9790
16 1 5 2,059.1125 2,059.0056
17 1 6 2,130.1473  2,130.0427
18% 1 4 14+Ac 2,030.1084 2,029.9790
19 1 6 17+Ac 2,172.1323 2,172.0533
Trimer 20 2 6 3,008.8402 3,008.4613
21 2 6 3,008.3134 3,008.4613
22 2 7 3,079.3933 3,079.4984
23 2 8 3,150.3171 3,150.5355
24 2 6 21+Acor 20+Ac 3,050.3260 3,0504718
25% 2 8 23+Ac 3,192.6598 3,192.5461
Tetramer 26 3 10 4,170.8157 4,171.0283

273 10 26+Ac 4,212.5034 4,213.0389

Pentamer 28 4 12
29 4 12 28+Ac

5,190.8824  5,191.5211
5,233.1140 5,233.5317

“ Numbers refer to Fig. 5; acetylated muropeptides are indicated by an
asterisk.

? R is the number of oligomeric structures (see Fig. 6).

N is the total number of alanine on positions a, b, and ¢ (see Fig. 6)
corresponding to the formula N = a + (b X R) + ¢, where a, b, and ¢ are the
number of alanines on position a, b, and ¢, respectively.

4 Acetylation present on the indicated muropeptide numbered as in Fig. 5. 24+ Ac,
content of muropeptide from peak 2 harboring one additional acetyl group.

¢ Observed mass of the reduced muropeptide.

fCaleulated mass of the reduced muropeptides, when all isoglutamate (iGlu) are
amidated to isoglutamine (iGln), except for monomer 5 whose mass indicates the
presence of iGlu.

Expression analysis of EF_1843 and its incidence on E.
Jaecalis PG structure. The curious results obtained with the
pedA homologue raised the questions of whether EF_1843 is
expressed and what is its potential effect on the PG structure.
For this purpose, the comparative transcriptional analysis of
EF_1843 on different media and with different infectious con-
ditions (within mouse peritoneal macrophages) was per-
formed. The quantitative RT-PCR assays showed that the ex-
pression of EF_1843 is weak and is expressed 15.1-fold *
0.08-fold more in cells grown on BHI compared to those grown
in macrophages. Moreover, to establish whether EF_1843 has
a PG de-N-acetylase function, we incubated the purified histi-
dine-tagged EF_1843 protein (lacking its putative signal se-
quence) with purified PG under the conditions allowing the
PG de-N-acetylation by Pgd A of S. preumoniae (10). After the
RP-HPLC analysis under these conditions, no significant mod-
ification of the PG structure was observed (data not shown).
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FIG. 5. RP-HPLC separation of muropeptides from E. faecalis JH2-2 and the AEF_0783 mutant (AEF0783). See Table 2 for analysis of peaks.
Asterisks indicate peaks identified as containing O-acetylated muropeptides.

DISCUSSION

It is becoming apparent that pathogens have developed
many strategies to evade host control. For example, structural
modifications of lipopolysaccharides or secondary polysaccha-
rides and antigenic variation of virulence factors have been
acknowledged for some time as mechanisms to escape the
innate and adaptive immune systems. Since 1958, it has been
known that bacteria have developed ingenious strategies, such
as O acetylation (1, 15) and/or de-N-acetylation (3) of the PG,
to counteract the hydrolytic activity of lysozyme. Recent stud-
ies show that PG is the pathogen-associated molecular pattern
recognized by some recently discovered intracellular receptors
of the innate immune system (such as Nod proteins and Toll-

G—M G—M

Aia ﬂa
ﬁil\x
e jj‘ e

[

R
FIG. 6. Model structure for muropeptides from E. faecalis PG

showing possible variations in the number of alanyl residues in the C

terminus of peptide stems (a), in the cross-bridges (b), and in the free
N-terminal side chains (c¢). R is the number of cross-bridges in oligo-
meric structures. G, N-acetylglucosamine; M, N-acetylmuramic acid;
Ala, alanine; iGlx, isoglutamine or isoglutamate; Lys, lysine; O-Ac, O
acetylation.
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like receptors) (11, 19). Thus, we hypothesize that O acetyla-
tion and de-N-acetylation might be bacterial mechanisms that
affect the capacity of the host to present these PG motifs and,
therefore, to set up an appropriate response to infection.

In this study, the analysis of the muropeptides isolated from
WT PG of E. faecalis showed different peaks with an additional
mass of 42 Da (Table 2 and Fig. 5). This strongly suggests the
presence of an additional acetyl group in the compounds of
these peaks. PG of the AEF_0783 mutant lacked these peaks,
which indicated that EF_0783 is involved in PG acetylation as
previously described for the §. aureus OatA homologue (7).
This acetylation should occur at the C-6 OH group of NAM, as
demonstrated by MALDI-post-source decay (data not shown)
analysis and in accordance with other studies (17, 34, 42). All
these data indicate that EF_0783 encodes an NAM-specific
O-acetyltransferase, and therefore, we propose naming it the
oatA4 gene.

Sequence alignment of the EF_1843 protein with three PG
N-acetylglucosamine deacetylase proteins (Fig. 1) shows that
conserved catalytic residues and metal ligand amino acids of
the family 4 carbohydrate esterases identified by Blair et al. (9,
10) are conserved in all these proteins. In spite of this homol-
ogy and although EF_1843 is expressed 15-fold more on BHI
than in mouse peritoneal macrophages, no de-N-acetylated
muropeptides were identified and no obvious difference was
observed between the muropeptide profiles of the E. faecalis
parental strain and AEF1843 mutant in BHI, GM17, or MgM
medium. Moreover, no evidence for de-N-acetylase activity
was found for the histidine-tagged EF_1843 protein when in-
cubated directly with the purified PG. These data strongly
suggest that EF_1843 does not have a PG de-N-acetylase ac-



VoL. 75, 2007

tivity, which is in agreement with the literature data, since to
our knowledge, no de-N-acetylated PG was reported during
previous E. faecalis PG structure analysis.

As there is no cleavage site on the EF_1843 protein sequence
for any known leader peptidase, the protein is most likely trans-
located across the cytoplasmic membrane by components of the
general secretory pathway and remains anchored to the cytoplas-
mic membrane by its N-terminal membrane domain. Because of
the location of the enzyme, the substrate of this member of the
polysaccharide deacetylase family would be another extracellular
polysaccharide, rather than PG.

It 1s conceivable that O acetylation of NAM plays a role in
controlling the activity of enterococcal cell wall-hydrolyzing
enzymes. It has been shown that E. faecalis produces different
kinds of autolysins that preferentially hydrolyze either O-acety-
lated or non-O-acetylated PG (35). Vollmer and Tomasz (48)
hypothesized that de-N-acetylation could also be involved in
the control of autolysins. However, no difference in morphol-
ogy (photonic microscopy), growth rate in exponential-phase
cultures, and autolysis of stationary-phase cultures has been
observed for AEF 0783, AEF 1843, and AEF 0783 AEF_1843
mutants, indicating that these genes do not have an obvious
key role in the regulation of autolysin processes.

In numerous bacteria, resistance to lysozyme was shown to
be directly proportional to the levels of O-acetylated and de-
N-acetylated PG. Phenotypic analyses of the AEF_1843 mu-
tant did not show a decrease in lysozyme resistance. Only the
AEF_0783 and AEF_0783 AEF_1843 mutants have an obvious
sensitivity to exogenous lysozyme (Fig. 3). It is noteworthy that
the sensitivity of the non-O-acetylated strains remains relative
because their growths are only slightly inhibited under 20
mg/ml of lysozyme. In comparison, the growth of S. aureus
oatA deletion mutant is affected at 0.8 mg/ml in a lysozyme
agar diffusion assay, while its parental strain resists lysozyme
concentrations up to 50 mg/ml in liquid medium (6, 7). On the
other hand, many bacteria are very sensitive to lysozyme; for
example, Listeria monocytogenes and S. pneumoniae show ly-
sozyme sensitivity at concentrations of 10 pg/ml and 80 pg/ml,
respectively (12, 48). Collectively, these data suggest that
EF_0783 is involved in lysozyme resistance but also that PG O
acetylation and de-N-acetylation are not major determinants
for lysozyme resistance of E. faecalis.

In this work, we demonstrated that the number of viable
intracellular bacteria in infected murine macrophages was sig-
nificantly reduced in AEF_0783, AEF 1843, and AEF_0783
AEF_1843 mutants over the 72-h infection period compared
with the JH2-2 wild-type strain of E. faecalis. This suggests that
the EF_0783 and EF_1843 genes may be part of the virulence
mechanisms of E. faecalis. We could hypothesize that the
diminution of persistence in mouse peritoneal macrophages
observed for the AEF 0783 strain is due to a decrease in
lysozyme resistance. However, this hypothesis does not explain
the AEF_1843 mutant phenotype. As PG motifs are pathogen-
associated molecular patterns recognized by the innate im-
mune system, O acetylation may confer to E. faecalis the ability
to evade this defense system, as shown recently for PG de-N-
acetylation in Listeria monocytogenes (12). Even if the EF_1843
gene is expressed less in mouse peritoneal macrophages, this
level of expression seems sufficient to confer a survival advan-
tage to E. faecalis under infectious conditions.
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In contrast to lysozyme, a small protein with a molecular
mass of 14 kDa, it is assumed that small amounts (less than 50
pg/ml) of mutanolysin (a 23-kDa muramidase from Streptomy-
ces globisporus, not affected by PG O acetylation) (41) usually
lysed enterococci. This observation helps to rule out hampered
access of lysozyme to its target substrate, i.e., the PG, and
suggests that the resistance of E. faecalis to lysozyme may
rather be due to a phenomenon that specifically inhibits ly-
sozyme activity.

Moreover, several lines of evidence suggest that lysozyme
possesses a bactericidal mode of action that is independent of
its enzymatic activity and that does not cause cell lysis. This
nonenzymatic inactivation mechanism has been attributed to
cytoplasmic membrane destabilization due to the cationic
properties of lysozyme, resulting in cell leakage, or to the
induction of autolysins (31). This finding may explain why
deletion of a PG modification enzyme, like the EF_0783 pro-
tein, has such a moderate effect on lysozyme resistance of E.
faecalis. In fact, we could hypothesize that this bacterium pos-
sesses mechanisms other than PG modification that inhibit the
nonenzymic and/or nonlytic mode of action of lysozyme. Such
mechanisms might involve secreted proteinaceous lysozyme
inhibitors, such as Ivy and Sic reported in E. coli (20) and S.
pyogenes (8), respectively. Tf they exist, these genes remain to
be identified, as no homologue for Ivy or Sic is present in the
E. faecalis V583 genome sequence. Another way to explain the
great lysozyme resistance of E. faecalis is the possible contri-
bution of PG cross-linking and phosphoester-linked wall tei-
choic acid in the C-6 position of NAM (the same site as for O
acetylation) to the resistance against the hydrolytic activity of
lysozyme as recently shown for S. aureus (6).

Finally, we can add that EF_1843 is not responsible for the
lysozyme sensitivity phenotype observed for the E. faecalis sigh”
mutant as first hypothesized by Benachour et al. (5), and unlike
S. prneumoniae PgdA (48), it appears to not be a PG de-N-
acetylase. Taken together, our results showed that E. faecalis
lysozyme resistance constitutes an unusual model where
EF_0783 PG O-acetyltransferase plays a role but is not the
major determinant of lysozyme resistance.
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Lors des deux derniéres décenniesterococcus faecalia émergé comme une cause
majeure d'infections nosocomiale&. faecalis est une des rares bactéries presque
compléetement résistante a l'un des composés lesimhertants et les plus répandus du
systeme immunitaire inné : le lysozyme. C'est d@tade des causes de cette résistance qui
nous a intéressé au cours de ce travail de these.

Nous avons identifié deux génes nommés EF0783 €et843; potentiellement
impliqués dans la résistance au lysozyme. Les ipegécodées par ces genes partagent
respectivement des homologies avec acétyltransférase du peptidoglycane (OatA) de
Staphylococcus aureust uneN-acétylglucosamine déacétylase (PgdA) Steeptococcus
pneumoniaeNous avons construit les mutants correspond@i&{783 etAEF1843) et le
double mutanAEF0783AEF1843. Nous avons montré que la mutation de EF@n8ainait
la perte des groupemen3-acétyles du peptidoglycane ainsi qu'une diminutten la
résistance au lysozyme. Par contre, aucun effeiasufisistance au lysozyme n'a été associé
au gene EF1843. De plus, la délétion de EF0788 e#oEF1843 affecte significativement la
capacité &. faecalisa survivre dans des macrophages murins.

Bien que EF0783 soit effectivement impliqué dangédsistance au lysozyme, @
acétylation et la d&-acétylation ne sont pas les principaux mécanistoagrant les hauts
niveaux de résistance au lysozymd:.afaecalis Des expériences pour identifier d'autres
facteurs expliquant cette résistance au lysozymeasenvisager.

Study of lysozyme resistance iknterococcus faecalis.

Over the two last decadeEnterococcus faecalibas emerged as major cause of
nosocomial infectionsk. faecalisis also a member of the few bacteria that are simo
completely resistant to one of the most importantl avidespread compounds of the
constitutive defence system: the lysozyme. Theegftite bases of this high resistance to
lysozyme were investigated within this thesis work.

We identified two genes referred as EF0783 and EB1®otentially involved in
lysozyme resistance. Proteins encoded by theses gdra@e homology witStaphylococcus
aureus peptidoglycan O-acetyltransferase (OatA) an&treptococcus pneumoniae- N
acetylglucosamine deacetylase (PgdA), respectiv@lg constructed the corresponding
mutants AEF0783 andAEF1843) and the double mutaAEFO783AEF1843. We showed
that EFO783 mutation leads to the losOsécetyl groups from the peptidoglycan and to a
decrease of the lysozyme resistance. On the otiradt, hno effect on lysozyme sensitivity
could be associated to the EF1843 gene. Moreoker EF0783 and/or EF1843 deletions
significantly affect the ability oE. faecalisto survive within murine macrophages.

While EF0783 is involved in the lysozyme resistartbe peptidoglycam®-acetylation
and deN-acetylation are not the main mechanisms conferhiigh levels of lysozyme
resistance tde. faecalis Experiments aiming to identify additional fact@splaining this
lysozyme resistance have to be considered.
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