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Figure 1: Observation au microscope (x1000) en contraste de phase des endospores de B. 

cereus ATCC 14579 (INRA, Avignon) 

Figure 2: Observation au 

microscope électronique (x7000) 

de la ciliature péritriche de B. 

cereus ATCC 14579 (Omer, et al., 

2015) 

La ciliature péritriche est un système 
de flagelles recouvrant de tous côtés 
la surface de la bactérie et leur 
permettant de se déplacer dans un 
milieu liquide. 
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CHAPITRE I – Bacillus cereus  

I.1 Historique et taxonomie 
Bacillus cereus est une bactérie appartenant au genre Bacillus et à la famille des Bacillaceae. 

Il a été répertorié pour la 1ère fois eŶ ϭϴϴϳ à paƌtiƌ d’uŶ pƌĠlğǀeŵeŶt d’air dans une étable 

(Frankland & Frankland, 1887). L’oƌigiŶe du Ŷoŵ de l’espğĐe pƌoǀieŶt de l’aspeĐt Điƌeuǆ des 
colonies sur boîte de Pétri rappelant celui des bougies (cereus en latin).  

Le genre Bacillus (anciennement Bacterium) a été baptisé en 1835 par Christian Gottfried 

Ehrenberg et regrouper des bactéries de forme allongée dite « en bâtonnet ». En 1872, 

Ferdinand Cohn a appoƌtĠ d’aǀaŶtages de ĐaƌaĐtĠƌistiƋues eŶ ƌegƌoupaŶt daŶs Đe genre les 

bactéries aérobies ou anaérobies facultatives, de coloration Gram positive et ayant la capacité 

de former des spores (Figure 1) (Cohn, 1872). Aujouƌd’hui, d’apƌğs la ďase de doŶŶĠes LPSN 
(List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature), ce genre regroupe 306 espèces. 

Ces bactéries sont largement répandues daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ;sol, aiƌ, eauͿ, les plaŶtes, les 

aliments et les échantillons cliniques humains (Alcaraz, et al., 2010).  

Parmi le genre Bacillus, un clade regroupant plusieurs « espèces » devrait être considéré 

comme une seule espèce en vertu des normes de classification en vigueur. Ce clade est celui 

de B. cereus souvent désigné dans la littérature sous le terme de «Bacillus cereus sensu lato» 

(B. cereus s.l.). Ce groupe rassemble des bacilles chimio-organohétérotrophes, de 1,0-1,5 x 

3,0-6,0 µm, immobile ou mobile grâce à une ciliature péritriche (Figure 2). A l’heure actuelle, 

B. cereus lato sensu regroupe 8 espèces (Figure 3) (Guinebretiere, et al., 2008, Jimenez, et al., 

2013): 

- B. anthracis, un agent étiologique de la maladie du charbon ou anthrax qui est une 

anthropozoonose. C’est la ϭère bactérie à avoir été identifiée comme agent infectieux 

d’uŶe ŵaladie paƌ Roďeƌt KoĐh eŶ ϭϴϳϲ (Koch, 1876). Les souches de B. anthracis sont 

non-hémolytiques sur plaque de gélose au sang de mouton (SBA) (Grass, et al., 2013). 

- B. cereus sensu stricto (s.s.), un pathogène humain responsable de toxi-infections 

alimentaires et dans certaiŶs Đas paƌtiĐulieƌs d’infections systémiques et locales 

(Bottone, 2010). 

- B. cytotoxicus, une espèce thermophile pathogğŶe pouƌ l’hoŵŵe responsable 

d’iŶtoǆiĐatioŶs aliŵeŶtaiƌes. Elle peut se dĠǀeloppeƌ à uŶe teŵpĠƌatuƌe Đoŵpƌise 
entre 20 et 50°C (Guinebretiere, et al., 2013). 

- B. mycoides, une espèce caractérisée par la formation de colonies à bord filamenteux 

;ƌhizoïdesͿ suƌ ŵilieuǆ Ŷutƌitifs gĠlosĠs. C’est uŶe ďaĐtĠƌie iŵŵoďile et ĐouƌaŵŵeŶt 
utilisée en agroalimentaire car elle induit une résistance systématique contre divers 

agents phytopathogènes (bactéries, champignons, oomycètes et virus) (Bargabus, et 

al., 2003).  

- B. pseudomycoides, une espèce au phénotype identique à B. mycoides mais qui se 

distingue par sa composition en acide gras (Nakamura, 1998). 
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Figure 3: Dendrogramme phylogénétique réalisé à partir des données de séquençage des 

ARNm 16S de 39 souches de B. cereus s.l. (Jimenez, et al., 2013) 
L’ĠĐhelle iŶdiƋue ϭ% de diǀeƌgeŶĐe gĠŶĠtiƋue. Le ŶuŵĠƌo d’aĐĐessioŶ est iŶdiƋuĠ eŶtƌe paƌeŶthğses. 
Les séquences en gras correspondent aux souches de référence des 8 espèces de B. cereus s.l. obtenues 
sur la base de données LTP (Living-Tree Project). On coŶsidğƌe Ƌu’il faut uŶ «cut-off» de 3% de 
divergence comme critère pour différencier deux espèces d’uŶ poiŶt de ǀue gĠŶĠtiƋue. 
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- B. toyonensis, une espèce longtemps utilisée comme probiotique dans la nutrition 

aŶiŵale sous l’appellatioŶ ToǇoĐeƌiŶ®. Paƌ ƌapport à B. cereus s.s., les opérons codant 

pour les toxines Hbl, Nhe sont non fonctionnels et vraisemblablement aussi ceux de la 

céréulide. Le gène CytK est quant à lui absent (Jimenez, et al., 2013). 

- B. thuringiensis, une espèce se différenciant de B. cereus stricto sensu par la formation 

duƌaŶt la spoƌulatioŶ d’uŶ Đƌistal paƌaspoƌal toǆiƋue pouƌ ĐeƌtaiŶs iŶseĐtes et 
nématodes (Bravo, et al., 2011). 

- B. weihenstephanensis, les souches de cette espèce sont psychrotolérantes et peuvent 

ainsi se développer à des températures comprises entre 7°C et 43 °C (Lechner, et al., 

1998). 

Les premières classifications des espèces appartenant au groupe B. cereus s.l. reposaient pour 

la plupart sur des caractères phénotypiques. Par la suite, la phylogénie de ce groupe a été 

déterminée par différentes techniques : l’électrophorèse des enzymes (ou MLEE), le 

polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (ou AFLP) et par ce qui est actuellement 

considéré comme la technique de référence pour de telles études, le typage génomique 

multilocus (ou MLST) (Tourasse, et al., 2011). Aujouƌd’hui, Đes espğĐes soŶt ĐlassĠes daŶs 7 

groupes phylogénétiques (Guinebretiere, et al., 2008). Chaque groupe phylogénétique 

possède une gamme de température de croissance définie. Les différences en termes de 

températures limites tolérées de ces groupes suggèrent une diversification de B. cereus s.l. 

liée à la colonisation de nouvelles niches écologiques. Le nombre croissant dans les bases de 

données publiques de séquences génomiques complètes ou partielles des espèces du groupe 

B. cereus a confirmé la diversité affichée de ce groupe et élargi nos connaissances sur les 

spécificités de chaque espèce (Tourasse, et al., 2011). La combinaison des résultats de MLST 

et AFLP sur 2143 souches a permis de réaliser un arbre phylogénétique dont les résultats sont 

disponibles sur la base de données de l’uŶiǀeƌsitĠ d’Oslo ;http://mlstoslo.uio.no/). 

I.2 Génome de B. cereus 

I.2.1 Génome chromosomique 

Comme beaucoup de bactéries, le groupe B. cereus a ďĠŶĠfiĐiĠ de l’ « ère génomique » depuis 

la publication du 1er génome bactérien en 1995, celui d’Haemophilus influenzae (Fleischmann, 

et al., 1995). Les atteŶtats à l’aŶthƌaǆ auǆ Etats-Unis en automne 2001 ont eu un énorme 

impact sur le choix des projets entrepris en génomique. Les projets en médecine légale et bio 

défense sont devenus des projets pilotes. En 2003, le génome de la souche Ames de B. 

anthracis, a été publié. Cette souche est celle identifiée en automne 2001 dans les courriers 

ĐoŶteŶaŶt de l’aŶthƌaǆ et correspond à uŶe souĐhe isolĠe suƌ uŶ ďœuf de ϭϰ ŵois eŶ ϭ981 au 

Texas (Read, et al., 2003). La même année, le génome de B. anthracis souche A2012 et celui 

de B. cereus souche ATCC 14579 (Ivanova, et al., 2003) ont été publiés. Aujouƌd’hui, suƌ la ďase 
de données NCBI (National Center for Biotechnology Information), les génomes de 250 

souches appartenant au groupe B. cereus s.l. sont disponibles. La taille du génome de B. cereus 

s.l. est comprise entre 4,9 et 5,9 millions paires de bases (pb) sauf pour B. cereus NVH391–98 

« cytotoxicus » (4,1Mb) et se caractérise par un faible pourcentage de GC situé entre 35,2 et 

35,9% (Tableau 1) (Papazisi, et al., 2011). La comparaison des sĠƋueŶĐes d’ARN ƌiďosoŵal 
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(ARNr) 16S chez ce groupe a ƌĠǀĠlĠ uŶ pouƌĐeŶtage d’ideŶtitĠ supĠƌieuƌ à ϵϵ% (Ash, et al., 

1991). La comparaison génomique de 15 isolats de B. cereus s.l. a avéré une forte synthénie 

au sein du groupe avec uŶe ĐoŶseƌǀatioŶ de l’oƌdƌe d’oƌgaŶisatioŶ des gğŶes oƌthologues 

(Rasko, et al., 2005). Une comparaison par hybridation génomique comparative (abrévié CGH 

en anglais) sur B. anthracis Ames, 19 souches de B. cereus et B. thuringiensis a révélé que la 

région entourant la séquence de terminaison (2 Mb) contient une quantité significativement 

plus élevée de gènes spécifiques à la souche et présente une plasticité chromosomique 

supérieure (Read, et al., 2003).  

Tableau 1 : Caractéristiques génomiques des 8 espèces types de B. cereus s.l. 

 

Les différences entre les espèces du groupe B. cereus se situent essentiellement au niveau des 

plasmides qui confèrent certains traits phénotypiques utilisés pour différencier notamment B. 

anthracis, B. cereus s.s. et B. thuringiensis (Alcaraz, et al., 2010). 

I.2.2 Les plasmides 

A l’heuƌe aĐtuelle, ϭϬϰ plasŵides diffĠƌeŶts oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs au seiŶ du gƌoupe B. cereus s.l.. 

Leurs tailles sont comprises entre 2 et 566 kb avec un pourcentage en GC variant entre 31 et 

38% (Tableau 2) (Zheng, et al., 2015). Les plasmides ne sont pas présents dans toutes les 

souches mais certaines peuvent en posséder un nombre supérieur à dix (Reyes-Ramirez & 

Ibarra, 2008). De plus, la taille des plasmides peut varier fortement au seiŶ d’uŶe ŵġŵe 
bactérie. Par exemple, B. thuringiensis souche CT-43 possède 10 plasmides dont les tailles sont 

comprises entre 6 et 300 kb (Guan, et al., 2012). Ces plasmides peuvent être conjugatifs et 

possĠdeƌ uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de sĠƋueŶĐes d’iŶseƌtioŶ (abrégé IS en anglais). De plus, les 

souches du groupe B. cereus peuvent également contenir des prophages qui peuvent 

s’iŶtĠgƌeƌ daŶs le Đhƌoŵosoŵe ou se ŵultiplieƌ Đoŵŵe des ĠlĠŵeŶts liŶĠaiƌes iŶdĠpeŶdaŶts 
(Zheng, et al., 2015). 

 

 

 

 

 

Organisme Souche RefSeq INSDC Taille 

 (en Mb) 

%GC Gènes Protéines 

B. cereus ATCC 14579 NC_004722.1 AE016877.1 5.41 35.3 5,473 5,210 
B. anthracis Ames NC_003997.3 AE016879.1 5.23 35.4 5,636 5,326 

B. cytotoxicus NVH 391-98 NC_009674.1 CP000764.1 4.09 35.9 4,062 3,758 
B. mycoides Rock1-4 NZ_CM000743.1 CM000743.1 5.84 35.3 5,965 5,406 

B. pseudomycoides DSM 12442 NZ_CM000745.1 CM000745.1 5.78 35.4 5,818 5,407 
B. thuringiensis 97-27 NC_005957.1 AE017355.1 5.24 35.4 5,263 5,117 
B. toyonensis BCT-7112T NC_022781.1 CP006863.1 4.94 35.6 5,017 4,780 

B. weihenstephanensis KBAB4 NC_010184.1 CP000903.1 5.65 35.2 5,811 5,565 



 
25 

 

Tableau 2: Comparaison des séquences de plasmides (Rasko, et al., 2005) 

 

La spĠĐifiĐitĠ d’hôtes de B. anthracis pour les Vertébrés et B. thuringiensis pour les larves 

d’IŶseĐtes a loŶgteŵps ĠtĠ utilisĠe Đoŵŵe Đƌitğƌes de distiŶĐtioŶ eŶtƌe les deuǆ espğĐes. Les 
gğŶes ĐodaŶt pouƌ les faĐteuƌs de ǀiƌuleŶĐe iŵpliƋuĠs daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ hôte-agent 

pathogène sont portés par des plasmides. Chez B. thuringiensis, les cristaux protéiques (Cry 

ou Cyt) qui ont une activité insecticide sont codés uniquement par des gènes présents sur des 

plasmides de tailles variables et parfois associés à des éléments IS (Reyes-Ramirez & Ibarra, 

2008). Chez B. anthracis, sa virulence nécessite la présence des plasmides pXO1 (182 kb) et 

pXO2 (95 kb). pXO1 porte les gènes codant pour les toxines tripartites (pag, lef, cya) tous 

localisés sur un îlot de pathogénicité de 44,8 kb (Okinaka, et al., 1999). Cet îlot comporte 

ĠgaleŵeŶt l’aĐtiǀateur transcriptionnel AtxA et le répresseur PagR Ƌui ƌĠguleŶt l’eǆpƌessioŶ 
des gènes codant pour les toxines (Fouet, 2010, Sastalla, et al., 2010). Le plasmide pXO2 

possède un opéron de 5 gènes (capBCADE) codant pour les composants de la capsule de B. 

anthracis. Cette Đapsule est ĐoŵposĠe uŶiƋueŵeŶt d’aĐide D- poly-γ-glutamique 

(polyglutamate) et constitue un facteur de virulence important du pathogène. L’eǆpƌessioŶ de 
la capsule est activée par les régulateurs transcriptionnels AcpA et AcpB.  

L’opĠƌoŶ de la Đapsule et Đes gğŶes de régulation sont tous localisés sur un îlot de 

pathogénicité de 35 kb (Van der Auwera, et al., 2005). L’eǆpƌessioŶ de acpA et acpB (localisés 

sur pXO2) est sous le contrôle de AtxA (pXO1) (Fouet, 2010). Il y a donc une interconnexion 

entre les deux plasmides de virulence alors que chacun constitue une entité distincte.  

Nom du 

plasmide 

Organisme Souche Taille (en 

pb) 

G+C 

(%) 

Réplicon Système de 

réplication  

Nombre 

de CDS 

Functional 

CDS 

pXO1 B. anthracis All 181,677 33 Unknown Unknown 204 48 

pXO2 B. anthracis All 94,830 33 pAMβϭ Thêta 104 26 

pBc10987 B. cereus ATCC 10987 208,369 33 Unknown Unknown 242 91 

pBClin15 B. cereus ATCC 14579 15,100 38 Phage Phage 21 4 

pBCXO1 B. cereus G9241 191,110 33 Unknown Unknown 177 61 

pBC218 B. cereus G9241 218,094 32 Unknown Unknown 185 116 

pZK5 B. cereus Zebra Killer 5108 31 Group VII RCR 5 2 

pZK8 B. cereus Zebra Killer 8191 32 Group VII RCR 8 4 

pZK9 B. cereus Zebra Killer 9150 31 Group VII RCR 10 5 

pZK54 B. cereus Zebra Killer 53,501 32 pAMβϭ Thêta 58 27 

pZK467 B. cereus Zebra Killer 466,370 33 Unknown Unknown 465 228 

pBT9727 B. thuringiensis 9727 77,122 33 pAMβϭ Thêta 80 18 
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En dehors des gènes portés par les plasmides de virulence, les déterminants génétiques 

nécessaire pour d'autres aspects de l'infection (adhérence et colonisation) sont situés sur le 

chromosome et peuvent être communs à B. anthracis, B. cereus et B. thuringiensis (Rasko, et 

al., 2005, Scarano, et al., 2009).  

I.3 Cycle de vie 

 

Figure 4: Représentation des cycles de vie dans différents hôtes du groupe B. cereus s.l. 

(Ceuppens, et al., 2013) 

Le principal réservoir environnemental du groupe B. cereus est le sol (Figure 4). Lorsque les 

conditions sont favorables, les spores de B. cereus s.l. présents dans le sol germent. La matière 

organique en décomposition est utilisée comme substrat pour réaliser son cycle saprophyte. 

Une fois les sources de nutriments épuisés ou dans des conditions défavorables, les cellules 

végétatives sporulent bouclant ainsi le cycle (Vilain, et al., 2006). De même pour B. 

thuringiensis, sa croissance a été démontrée dans des microcosmes de sol artificiel (Ellis, 

2004). Pour B. anthracis, les spores restent en dormance dans le sol (Ceuppens, et al., 2012). 

Le sol constitue une niche écologique abritant une communauté microbienne riche et 

diversifiée. La production de toxines par B. cereus s.l. dans le sol peut donner un avantage 

compétitif (compétition par interférence) sur les autres micro-organismes et de ce fait 

augmenter leur fitness (Tempelaars, et al., 2011).  
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Hormis le sol, B. cereus s.l. peut aussi être rencontré dans de nombreux environnements : la 

rhizosphère, la phyllosphère, le tractus digestif des Invertébrés terrestres ainsi que dans les 

pƌoduits issus de l’iŶdustƌie agƌoaliŵeŶtaiƌe et les milieux hospitaliers.  

Au niveau de la rhizosphère et phyllosphère, B. cereus s.l. peut établir avec les plantes une 

interaction directe de nature mutuellement bénéfique (symbiose). Par exemple, B. cereus 

UW85 produit la zwittermicine A et la kanosamine. Ce sont des antibiotiques connus pour être 

important dans le biocontrôle des oomycètes phytopathogènes comme Phytophthora (Silo-

Suh, et al., 1994, Milner, et al., 1996). La plante en retour modifie les exsudats racinaires en 

produisant préférentiellement des glucides, acides organiques, polyols et alcanes pour 

favoriser la colonisation de ces racines par des micro-organismes mutualistes (Dutta, et al., 

2013).  

Le tractus digestif des Arthropodes riche en éléments nutritifs constitue un milieu propice à la 

croissance des bactéries. Les spores de B. cereus présentes dans le sol ou fèces sont ingérées 

par les Arthropodes. Après ingestion des spores et germination, les bactéries forment de longs 

filaments, perdent leurs flagelles, s’adhğƌeŶt à la chitine de l’ĠpithĠliuŵ intestinal et sporulent 

au niveau de l'extrémité libre distale des filaments (Margulis, et al., 1998). La présence de B. 

cereus s.s., B. thuringiensis, B. anthracis et B. mycoides / B. pseudomycoides a été révélée dans 

le tractus digestif de plusieuƌs espğĐes d’Aƌthƌopodes : termites, vers de terre, collemboles, 

isopodes et myriapodes (Konig, 2006). Dans le tractus digestif des termites, le genre Bacillus 

est le genre majoritaire. Il jouerait un rôle dans la dégradation de polysaccharides et composés 

aromatiques (Wenzel, et al., 2002). DaŶs l’iŶtestiŶ du vers de terre, la présence de plusieurs 

espèces du groupe B. cereus a été démontrée (Konig, 2006). Via la respiration anaérobie, cette 

bactérie confère à son hôte la capacité de dénitrifier le sol et d’Ġŵettƌe du pƌotoǆǇde d’azote 
(Drake, et al., 2006). De surcroît, la présence de cellules végétatives de B. anthracis a été 

oďseƌǀĠe daŶs l’intestin de certaines espèces de vers de terre (Schuch, et al., 2010). En plus 

de permettre la dégradation de composés organiques complexes, B. cereus peut aussi 

pƌoduiƌe des toǆiŶes, ďaĐtĠƌioĐiŶes, laĐtoŶases et aŶtiďiotiƋues pouǀaŶt pƌotĠgeƌ l’hôte 

contre des pathogènes entériques (Tempelaars, et al., 2011). Cela représente le mode de vie 

symbiotique de B. cereus, qui peut être soit commensal ou ŵutualiste, s’il Ŷ'Ǉ a auĐuŶ effet ou 
des effets bénéfiques pour l'hôte respectivement. Cependant, le groupe B. cereus peut aussi 

être un agent pathogène des Insectes en fonction des souches. Par exemple la sous-espèce 

kurstaki de B. thuringiensis est un agent pathogène des lépidoptères et diptères (Sevim, et al., 

2012). LoƌsƋue Đ’est uŶ ageŶt pathogğŶe, B. cereus tue l’hôte eŶ pƌoduisaŶt des toǆiŶes au 
niveau intestinal. Paƌ la suite, la ďaĐtĠƌie ĐoloŶise et se ŵultiplie daŶs le Đadaǀƌe de l’iŶseĐte 
jusƋu’à ĠpuiseŵeŶt des ƌessouƌĐes Ŷutƌitiǀes (Swiecicka, et al., 2008). 

Tout comme chez les Insectes, le groupe B. cereus peut être un agent pathogène ou une 

bactérie commensale/mutualiste chez les Mammifères. Le plus connu des agents pathogènes 

appartenant au groupe B. cereus est B. anthracis, agent étiologique de la maladie du charbon 

(Koch, 1876). La maladie du charbon est une anthropozoonose contractée via les spores par 

voie pulmonaire, cutanée, gastro-intestinale ou injection avec une seringue contaminée 

(Baillie & Rice, 2014). En revanche, B. toyonensis est un membre de la microflore intestinale 
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aŵĠlioƌaŶt le tƌaŶsit. Il est d’ailleuƌs utilisĠ sous foƌŵe de spoƌes Đoŵŵe additif aliŵeŶtaiƌe 
probiotique pour améliorer les performances zootechniques des animaux (mammifères, 

oiseaux ou poissons) (Williams, et al., 2009).  

I.4 Pathologies engendrées par Bacillus cereus s.s. 

I.4.1 Les infections gastro-intestinales 

L’iŶgestioŶ d’aliŵeŶts ĐoŶtaŵiŶĠs paƌ des spoƌes et/ou Đellules ǀĠgĠtatiǀes de B. cereus s.s. 

peut ġtƌe à l’oƌigiŶe de toǆi-infections aliŵeŶtaiƌes ;TIAͿ Đhez l’hoŵŵe. Le pouvoir pathogène 

de B. cereus est attribuée à la production de facteurs de virulence extracellulaires telles que 

les phospholipases, le céréulide, l’entérotoxine Hbl, la toxine non-hémolytique (Nhe), 

l’hĠŵolǇsiŶe II, l’hĠŵolǇsiŶe IV qui a un fort effet perturbateur sur les membranes cellulaires 

et associé à la cytotoxine K (CytK), induisant une entérocolite nécrosante (Agata, et al., 1995, 

Beecher, et al., 1995, Beecher, et al., 2000, Lund, et al., 2000, Hardy, et al., 2001). Les TIA se 

manifestent par deux types de syndromes : le syndrome émétique et le syndrome diarrhéique.  

I.4.1.1 Le syndrome émétique 

Le syndrome émétique a été identifié pour la première fois en Angleterre après plusieurs 

épidémies non gastro-intestinales causées par B. cereus (Mortimer & McCann, 1974). Les 

sǇŵptôŵes et teŵps d’iŶĐuďatioŶ soŶt les ŵġŵes Ƌue daŶs le Đas d’uŶe iŶtoǆiŶatioŶ à 
Staphylococcus aureus. Ils surviennent ϭ à ϱ heuƌes apƌğs l’iŶgestioŶ d’aliŵeŶts ĐoŶtaŵiŶĠs 
Đe Ƌui suggğƌe l’iŵpliĐatioŶ d’uŶe toxine-préformée. Les premiers symptômes sont des 

nausées, des vomissements avec douleurs et crampes abdominales. Dans 30% des cas, des 

diaƌƌhĠes peuǀeŶt suƌǀeŶiƌ plusieuƌs heuƌes apƌğs l’apparition des premiers symptômes 

(Logan & Rodríguez-Díaz, 2006). Des cas de décès ont été reportés suite à des insuffisances 

hépatiques aigues mettant en cause des souches émétiques de B. cereus (Dierick, et al., 2005). 

Le syndrome émétique est ĐausĠ paƌ l’iŶgestioŶ d’uŶ peptide lipophile cyclique de 1152 Da, le 

céréulide. Cette toxine émétique est thermostable, elle peut résister à une température de 

121°C pendant 90 minutes mais aussi à la dégradation protéolytique à un pH compris entre 2 

et 11 (Granum & Lund, 2006). Il faut 105 à 108 ďaĐilles paƌ gƌaŵŵe d’aliŵeŶt aǀaŶt d’aǀoiƌ uŶe 
quantité suffisante de toxines. Le syndrome émétique est induit par le céréulide via la 

stimulation des récepteurs ionotropes 5-HT 3 des nerfs vagues afférents (Agata, et al., 1995). 

Cette toxine exerce également une activité cytotoxique en perturbant le potentiel redox de la 

membrane mitochondriale à l’ioŶ potassiuŵ (Mikkola, et al., 1999). Les aliments contaminés 

par le céréulide sont essentiellement des végétaux. L’hǇpothğse suƌ soŶ ƌôle est Ƌue sa 
pƌoduĐtioŶ ĐoŶfğƌe uŶ aǀaŶtage ĐoŵpĠtitif daŶs les ƌhizosphğƌes eŶǀeƌs d’autƌes ďaĐtĠƌies 
Gram positif dans des environnements alcalins (Tempelaars, et al., 2011). La surexpression du 

céréulide a été observée lorsque le milieu est pauvre en potassium. Cette observation suggère 

un rôle de sidérophore daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie iŶtƌaĐellulaiƌe eŶ ioŶ potassium 

(Ekman, et al., 2012). 

I.4.1.2 Le syndrome diarrhéique 

Le syndrome diarrhéique a été décrit pour la première fois par Hauge (Hauge, 1950, Hauge, 

1955). Il se manifeste par des crampes abdominales, des diarrhées aqueuses profuses et un 



 
29 

 

ténesme rectal (tension douloureuse avec sensation de brûlures et envie constaŶte d’alleƌ à 
la selle) parfois associés à des nausées et de la fièvre dans plus de 23% des cas (Luby, et al., 

1993). Les teŵps d’iŶĐuďatioŶ apƌğs l’iŶgestioŶ d’aliŵeŶts ĐoŶtaŵiŶĠs ǀaƌieŶt eŶtƌe ϲ et ϭϱ 
heures avec rétablissement dans les 24 à 48 heures. La dose infectieuse est de 104 à 109 

ďaĐilles paƌ gƌaŵŵe d’aliŵeŶt. Les symptômes sont identiques à ceux causés par une 

intoxination à Clostridium perfringens et sans coproculture, il est difficile de différencier les 

deux agents pathogènes (Logan & Rodríguez-Díaz, 2006). Contrairement à la céréulide qui est 

une toxine thermotolérante, les entérotoxines sont thermolabiles. Elles sont détruites au bout 

de 5 minutes à une température de 56°C et elles ne résisteraient pas au pH gastrique et aux 

protéases présent dans l’estoŵaĐ et les intestins (Granum & Lund, 2006, Ceuppens, et al., 

2012). Les entérotoxines sont donc produites après ingestion de cellules végétatives et/ou 

spores. Il a été démontré que les toxines diarrhéiques de B. cereus peuvent être produites en 

anaérobiose et au Ŷiǀeau de l’iŶtestiŶ gƌġle paƌ les Đellules ǀĠgĠtatiǀes. CepeŶdaŶt, il appaƌait 
que B. cereus est iŶĐapaďle de ĐoloŶiseƌ l'iŶtestiŶ huŵaiŶ et Ƌue sa pƌĠseŶĐe Ŷ’est Ƌue 
transitoire (Turnbull & Kramer, 1985, Ceuppens, et al., 2012). 

I.4.2 Infections non gastro-intestinales 

EŶ plus d’ġtƌe iŵpliƋuĠe dans les TIA, B. cereus s.s. peut provoquer un certain nombre 

d’infections systémiques et locales aussi bien chez les immunocompétents que les 

immunodéprimés. Il est l’uŶ des ageŶts ĠtiologiƋues d’eŶdophtalŵie ƌĠsultaŶt de soŶ 
iŶtƌoduĐtioŶ daŶs le segŵeŶt postĠƌieuƌ de l'œil suite à uŶe intervention chirurgicale, blessure 

ou d'un site distant. Cette infection provoque des dommages irréversibles de la rétine 

conduisant à uŶe peƌte dĠfiŶitiǀe de la ǀisioŶ au ďout d’uŶ à deuǆ jouƌs.  

Malgré une intervention thérapeutique, cette infection peut nécessiter une éviscération ou 

énucléation du globe oculaire (Callegan, et al., 2007). B. cereus peut aussi être responsable 

d’iŶfeĐtioŶs du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal des Ŷouǀeau-nés prématurés (Hilliard, et al., 2003), 

de pneumonies (Miller, et al., 1997), d’eŶdoĐaƌdites (Steen, et al., 1992), d’iŶfeĐtioŶs ĐutaŶĠes 
de type gangrène gazeuse (Fitzpatrick, et al., 1979) et de septicémies (Bottone, 2010). 

I.5 Le milieu digestif 
La survie et la croissance dans le tractus digestif (Figure 5a) de B. cereus s.s. sont conditionnées 

par les variations de pH (Figure 5b), de poteŶtiel d’oǆǇdo-réduction, de pression partielle 

d’oǆǇgğŶe ŵais aussi paƌ les sels biliaires et la flore intestinale (Walter & Ley, 2011). 
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Figure 5: Caractéristiques des principaux habitats du tractus gastro-intestinal humain et du 

ŵiĐƌoďiote. D’apƌğs (Walter & Ley, 2011) 

(a) Les principales sections du tube digestif 
(b) les barres indiquent les niveaux de pH (à gauche) et la concentration de la biomasse 
microbienne (à droite) 

 

I.5.1 Le pH 

Chez une personne adulte et en bonne santé, le pH gastrique à jeun est de 1,3 (1,1-1,6). Après 

un repas, le pH gastrique augmente puis diminue passant de 6,2 (5,8 à 6,7) à 2,0 en 4 heures. 

Au niveau du duodénum, le pH est pƌoĐhe de la ŶeutƌalitĠ aussi ďieŶ aǀaŶt Ƌu’apƌğs le ƌepas : 

6.5 (6,2 à 6,7) (Russell, et al., 1993). Cependant, il existe des variations importantes du pH 

gastƌiƋue seloŶ l’âge des ĐoŶsoŵŵateuƌs. Les bébés prématurés ont un estomac moins acide 

(pH> 4) et sont plus sensibles aux infections entériques (Carrion & Egan, 1990). De même, les 

personnes âgées ont une faible acidité gastrique (pH de 6,6) et sont sujettes à des infections 

bactériennes au niveau de l'estomac et des intestins (Husebye, et al., 1992, Hu, et al., 2012). 

D’apƌğs uŶe Ġtude Đhez plusieuƌs espğĐes de VeƌtĠďƌĠs doŶt l’hoŵŵe, le pH gastƌiƋue 
constituerait une barrière biologique pour prévenir la colonisation du tractus digestif par des 

pathogğŶes d’oƌigiŶe aliŵeŶtaiƌe (Beasley, et al., 2015). 

Les spores de B. cereus sont plus résistantes aux faibles valeurs du pH gastrique que les cellules 

végétatives (Clavel, et al., 2004, Ceuppens, et al., 2012). De plus, il a été démontré que le taux 

de survie des cellules végétatives dépendait de leur phase de croissance, de la souche et de 

l’âge du ĐoŶsoŵŵateuƌ (Wijnands, et al., 2009).  
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I.5.2 Les sels biliaires 

Une fois que les bactéries ont fƌaŶĐhi l’estoŵaĐ, elles rencontrent un autre composé 

antimicrobien, les sels biliaires. La concentration en sels biliaiƌes daŶs l’iŶtestiŶ gƌġle Ŷ’est pas 
constante. Elle varie entre 0,2 et 2% (w/v) en fonction des individus, de la composition et 

ƋuaŶtitĠ de Ŷouƌƌituƌe iŶgĠƌĠe et d’autƌes paƌaŵğtƌes (Kristoffersen, et al., 2007). La fonction 

principale de la bile est de faciliter la décomposition et l'absorption des lipides. Les 

constituants de la bile sont également importants pour le système immunitaire en raison de 

leur forte activité antimicrobienne (Begley, et al., 2005). La bile peut aussi engendrer un stress 

oǆǇdaŶt Đhez les ďaĐtĠƌies paƌ la gĠŶĠƌatioŶ de dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l’oǆǇgğŶe (Lechner, et al., 

2002, Begley, et al., 2005). D'après les résultats obtenus par Kristoffersen et al. (Kristoffersen, 

et al., 2007), les spores de B. cereus ne sont pas affectés par l'exposition à un milieu contenant 

0,1 g/L de sels biliaires alors que ce milieu dilué au 1/100e inhibe la croissance des cellules 

végétatives. Des études ont également montré que certains constituants alimentaires (par 

exemple les phospholipides) peuvent se lier aux sels biliaires et inhiber leur activité 

antibactérienne (Berthold-Pluta, et al., 2015). 

I.5.3 La ƋuaŶtitĠ d’oxygène 

La ƋuaŶtitĠ d’oxygène influence la répartition spatiale des bactéries dans le tractus digestif 

(Swidsinski, et al., 2008). Il eǆiste plusieuƌs ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶts daŶs l’iŶtestiŶ entre les 

régions proximales et distales, et plus localement entre la lumière et les surfaces intestinales 

(Flint, et al., 2012). Ces microenvironnements se caractérisent par un gradient radial 

d’oǆǇgğŶe depuis les cellules épithéliales (pO2 < 40,0 mm Hg) vers la lumière intestinale 

majoritairement anaérobie (pO2 < 0,5 mm Hg) (Albenberg, et al., 2014). La forte 

vascularisation des cellules épithéliales entraine une diffusion passive de l’oǆǇgğŶe depuis le 
sang oxygéné vers le mucus recouvrant la paroi intestinale. L’oƌdƌe de gƌaŶdeuƌ de Đette zoŶe 
oxygénée est de 70 µm sur des anses intestinales ligaturées de lapin (Marteyn, et al., 2010). 

Cet oxygène est rapidement consommé par des bactéries anaérobies facultatives du 

microbiote tel que Akkermansia muciniphila (Flint, et al., 2012). La grande majorité du 

microbiote intestinale est anaérobie stricte et ne parvient pas à se développer à une pO2 > 3,8 

mm Hg (Baughn & Malamy, 2004).  

Les ĐoŶditioŶs d’oǆǇgĠŶatioŶ affectent la croissance, la toxinogenèse et le métabolisme des 

souches diarrhéiques de B. cereus. La bactérie produit plus de toxines Hbl et Nhe en 

aŶaĠƌoďiose Ƌu’eŶ aĠƌoďiose (Duport, et al., 2004, Zigha, et al., 2006). Dans le milieu intestinal 

correspondant à un environnement strictement anaérobie, B. cereus met en place un 

métabolisme fermentaire de type acides mixtes (cf. I.8). 

I.5.4 Le potentiel d’oǆǇdo-réduction 

En plus d’ġtƌe aŶaĠƌoďie, la lumière intestinale est un milieu réducteur avec un bas potentiel 

d’oǆǇdo-ƌĠduĐtioŶ ;PORͿ de l’oƌdƌe de -150 mV au niveau de l’iŶtestiŶ gƌġle (Moriarty-Craige 

& Jones, 2004). Le ŵaiŶtieŶ du ďas POR daŶs l’iŶtestiŶ est liĠ auǆ Đouples oǆǇdaŶts-réducteurs 

cystéine/cystine (Eh = -145 mV) et glutathion oxydé/glutathion réduit (-250 mV) (Jones, et al., 

2004).  
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I.5.5 La microflore intestinale 

Les micro-organismes résident tout le long du tractus gastro-intestinal humain et sont adaptés 

à des conditions particulières telles que le pH gastrique extrêmement faible ou la présence de 

suďstaŶĐes ďaĐtĠƌiĐides Đoŵŵe les sels ďiliaiƌes daŶs l’iŶtestiŶ (Walter & Ley, 2011). Les 

microflores intestinales autochtones ont des activités métaboliques ďĠŶĠfiƋues pouƌ l’hôte 
mais offrent également une protection en formant une « barrière » contre la microflore 

allochtone (exogène), y compris les micro-organismes pathogènes. Les bactéries lactiques, 

principalement celles appartenant au genre Lactobacillus, empêchent la croissance d'agents 

pathogènes grâce à la production d'acide lactique et de bactériocines. Des études ont 

ĐoŶfiƌŵĠ l’iŶflueŶĐe iŶhiďitƌiĐe de ďaĐtĠƌies laĐtiƋues suƌ la ĐƌoissaŶĐe de Đellules ǀĠgĠtatiǀes 
et la germination de spores de B. cereus (Rossland, et al., 2003, Rossland, et al., 2005).L'effet 

bactériostatique de la microflore intestinale endogène ƌĠsulte aussi de l’oĐĐupatioŶ du ŵilieu 
intestinal. De cette manière, la microflore prive les agents pathogènes de conditions 

favorables à leur croissance. 

I.6 Les facteurs de pathogénicité 

I.6.1 Le céréulide 

Le céréulide est un peptide cyclique composé de 3 répétitions de 4 acides aminés et d’oǆaĐides 
[D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val]3 liés successivement par des liaisons esters et amides avec une 

masse moléculaire de 1165 Da et un point isoélectrique (pI) prédit de 5,52 (Figure 6).  

 

Figure 6: Schéma représentant la structure chimique de la céréulide provenant de B. cereus 

(A), de la valinomycine de Streptomyces tsusimaensis (B) et de leurs motifs répétés (C et D) 

(Kroten, et al., 2010) 

Ala : alanine, Val : valine, Hmp : aĐide α-hydroxy-4-ethylpentanoïque, Hiv : acide hydroxy-
isovalérique, L et D indique les énantiomères. 
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La structure du céréulide est proche de la valinomycine, un dodécadepsipeptide synthétisé 

par certaines espèces appartenant au genre Streptomyces (Kroten, et al., 2010). Cette toxine 

est résistante à la chaleur, au pH [2-12], à la protéolyse par la trypsine et la pepsine et Ŷ’est 
pas antigénique. La synthèse peptidique du céréulide est réalisée par des enzymes de 

synthèse des peptides non ribosomiques, aussi appelées NRPS (non-ribosomal peptides 

synthetase). Les NRPS du céréulide sont codés par un opéron de 24 kpb qui est localisé sur un 

plasmide similaire au plasmide PXO1 de B. anthracis, nommé pBCE. Cet opéron est composé 

de 7 gènes qui codent pour une hydrolase potentielle (cesHͿ, uŶe ϰ’-phosphopantetheinyl 

transférase (cesP), une thioestérase de type II (cesT), deux modules NRPS (cesA et cesB) et 

deux transporteurs ABC potentiels (cesC et cesD) (Figure 7) (Dommel, et al., 2011). 

 

Figure 7: Représentation schématique des gènes cesHPTCD (Dommel, et al., 2011) 

 

I.6.2 Les entérotoxines 

I.6.2.1 Les cytotoxines tripartites formant des pores 

L’hĠŵolǇsiŶe BL ;Hbl) est composée de deux sous-unités lytiques L2 et L1 codées par les gènes 

hblC et hblD respectivement et d’uŶe pƌotĠiŶe de liaisoŶ HblB codée par hblA permettant la 

fixation de l’eŶseŵďle suƌ leuƌs Điďles (Beecher & Macmillan, 1991). C’est uŶe toǆiŶe 
hémolytique et cytotoxique qui possède une activité dermonécrotique et entraîne une 

perméabilisation vasculaire. Elle peut également entrainer une accumulation de liquide sur 

des aŶses d’ilĠoŶ de lapiŶ ligatuƌĠ (Beecher, et al., 1995). De plus, Hbl est probablement le 

facteur de virulence le plus important des endophtalmies traumatiques en raison de sa toxicité 

élevée sur le tissu rétinien à la fois in vitro et in vivo (Beecher, et al., 1995, Jessberger, et al., 

2014). Un ratio de 1:1:1 des trois composants est nécessaire pour une activité biologique 

maximale et la formation de pores transmembranaires (Schoeni & Wong, 1999, Jessberger, et 

al., 2015). Cependant, les trois composants se lient aux cellules cibles de façon indépendante 

et alors constituerait un complexe d'attaque membranaire, ce qui entraîne une lyse 

osmotique colloïde (Wong, 1997). Avant 2010, le gène hblB situé immédiatement en aval de 

hblCDA était considéré comme un pseudogène (similaire à hblA). Des travaux menés au 

laboratoire ont démontré que le gène hblB était transcrit, traduit et exporté à un niveau 

dĠteĐtaďle daŶs l’eǆopƌotĠoŵe de B. cereus en phase exponentielle de croissance (Clair, et al., 

2010). hblB est transcrit indépendamment du polycistron hblCDA qui est régulé par le facteur 

transcriptionnel PlcR (Gohar, et al., 2008). Malgré une faible homologie de séquence des 

composants de Hbl, le composant B codé par hblA montre une forte similarité structurale avec 

les entérotoxines hémolytiques HlyE, ClyA, et SheA d'Escherichia coli, Salmonella enterica et 

Shigella flexneri respectivement (Madegowda, et al., 2008). Il a été suggéré que les 

composants de Hbl sont sécrétés par la cellule bactérienne à l'aide du dispositif d'exportation 

flagellaire (Ghelardi, et al., 2002). Plus récemment, des études ont révélées que la sécrétion 
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des ĐoŵposaŶts Hďl Ŷ’Ġtait pas dĠpeŶdaŶte du dispositif d’eǆpoƌtatioŶ flagellaiƌe ŵais Ƌue 
ces composants étaient sécrétés par la voie de sécrétion générale (Sec) tout comme Nhe et 

CytK (Fagerlund, et al., 2010).  

L’eŶtĠƌotoǆiŶe NoŶ hĠŵolǇtiƋue ;Nhe) est une toxine tripartite comme Hbl. Les trois 

composants de Nhe, NheA, NheB et NheC sont homologues entre eux mais aussi avec les 

composants de Hbl. Le pouƌĐeŶtage d’ideŶtitĠ ǀaƌie entre 18 et 44% (Figure 8).  

 

Figure 8: Dendrogramme réalisé à partir des séquences protéiques des 6 composants Hbl et 

Nhe de B. cereus ATCC 14579 (Stenfors Arnesen, et al., 2008) 

La ďaƌƌe d’ĠĐhelle iŶdiƋue uŶe diǀeƌgeŶĐe de ϭϬ%. Les ǀaleuƌs de ďootstƌap soŶt iŶdiƋuĠes 
et ont été générées après 1000 permutations. 
 
Nhe a été caractérisée pour la première fois chez la souche NVH 0075/95 de B. cereus 

dépourvue des entérotoxines Hbl et CytK, après une toxi-infection alimentaire confirmée 

(TIAC) chez 152 personnes en Norvège en 1995 (Lund & Granum, 1996). L’eŶtĠƌotoǆiŶe Nhe 

possède une aĐtiǀitĠ ĐǇtotoǆiƋue eŶ foƌŵaŶt des poƌes tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes à hĠliĐes α suƌ les 
cellules épithéliales des lignées cellulaires HeLa et CaCo2. L’aĐtiǀitĠ ĐǇtotoǆiƋue est ŵaǆiŵale 
sur les cellules CaCo2 lorsque le ratio molaire est de 10:10:1 pour NheA, NheB et NheC 

respectivement (Lindback, et al., 2004). Dans la plupart des souches de B. cereus, la région 

intergénique entre nheB et nheC contient une séquence inversée répétée provoquant la 

foƌŵatioŶ d’uŶe stƌuĐtuƌe seĐoŶdaiƌe Ƌui assure une diminution de la traduction de l'ARNm 

nheC (Figure 9) (Stenfors Arnesen, et al., 2008). Bien que décrite comme étant non 

hémolytique sur des plaques de géloses au sang de bovins, la toxine Nhe a une activité 

hémolytique sur les érythrocytes de plusieurs espèces de mammifères en milieu liquide 

(Fagerlund, et al., 2008).  
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Figure 9: RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de l’opĠƌoŶ nheABC avec les promoteurs et sites de 

régulation chez B. cereus ATCC 14579 (Stenfors Arnesen, et al., 2008) 
Un atténuateur a été identifié entre nheB et nheC. Il est représenté par la structure en tige-
ďouĐle Ƌu’il foƌŵe. Il est ƌespoŶsaďle du faiďle ƌatio de la tƌaŶsĐƌiptioŶ de nheC par rapport à 
nheA et nheB. 
 

En 2013, la cristallographie au rayon X de la toxine NheA a révélé sa structure. La toxine 

NheA foƌŵe des poƌes à hĠliĐes β plutôt que α (Ganash, et al., 2013). 

I.6.2.2 Les cytotoxines formant des pores de la famille des tonneaux β 

UŶ toŶŶeau β (« β ďaƌƌel » en anglais) est une structure protéique constituée de feuillets β eŶ 
torsion avec un arrangement antiparallèle (le 1er brin lié au dernier par liaison hydrogène). 

Chez B. cereus s.s., certaines souches produisent deux toxines capables de former des pores 

transmembranaires au niveau des membranes plasmiques des cellules épithéliales de 

l’iŶtestiŶ : CǇtK et l’hĠŵolǇsiŶe II, HlyII. Ces deux cytotoxines peuvent former dans des 

bicouches lipidiques des canaux sélectifs aux anions avec des diamètres fonctionnels de 7 Å 

(Hardy, et al., 2001, Andreeva, et al., 2007). 

La cytotoxine CytK a été identifiée pour la 1ère fois dans la souche NVH 391/98 de B. cereus 

après une TIA dans une maison de retraite française en 1998. Plusieurs personnes ont 

développé une diarrhée sanglante et trois personnes âgées sont décédés (Lund, et al., 2000). 

CytK est une protéine de 34 kDa codée par le gène cytK. Elle possède une activité cytotoxique 

et nécrotique pouƌ l’ĠpithĠliuŵ iŶtestiŶal (Hardy, et al., 2001). La séquence peptidique de CytK 

est hoŵologue à l’α-hémolysine, la gamma-hémolysine et la leucocidine de S. aureus 

(Vandenesch, et al., 2012). 

L’hĠŵolǇsiŶe II, la 2e toxine appartenant à la famille des «β ďaƌƌel» a été caractérisée pour la 

1ère fois par Sinev (Sinev, et al., 1993). C’est uŶe toǆiŶe de ϰϮ,3 kDa codée par hem2 et dont la 

partie C-terminale Ŷ’est pas ŶĠĐessaiƌe pouƌ la foƌŵatioŶ de poƌes ou l’aĐtiǀitĠ hĠŵolǇtiƋue 
(Baida, et al., 1999). Il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue HlǇII pouǀait pƌoǀoƋueƌ l’apoptose des 
macrophages en formant des pores (Tran, et al., 2011). L’eǆpƌessioŶ de Đette toǆiŶe est 
indépendante du régulateur transcriptionnel pléiotrope PlcR. Elle est contrôlée par deux 
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régulateurs négatifs, HlyIIR et Fur en phase exponentielle de croissance (Budarina, et al., 2004, 

Sineva, et al., 2012). Le régulateur HlyIIR est activé par le glucose-6-phosphate (Guillemet, et 

al., 2013) alors que le régulateur Fur est activé par le fer (Sineva, et al., 2012) pour réprimer 

l’expression du gène hlyII. Par conséquent, tant que le glucose et le fer sont abondants dans 

le milieu environnant, hlyII ne sera pas exprimé (Figure 10) (Ramarao & Sanchis, 2013).  

 

Figure 10: RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue des ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠgulatioŶs de l’eǆpƌessioŶ de hlyII 

en présence (A) et absence (B) de fer et glucose (Ramarao & Sanchis, 2013) 

I.6.2.3 La céréolysine O ou hémolysine I, HlyI  

HlyI est une toxine faisant partie de la famille des cytolysines dépendantes du cholestérol. 

Cette toxine de 52 kDa codée par le gène clo a été décrite pour la 1ère fois en 1967 (Bernheimer 

& Grushoff, 1967). Elle se dénomme céréolysine O ou HlyI chez B. cereus, thunringiolysine O 

chez B. thuringiensis et anthrolysine O chez B. anthracis (Kreft, et al., 1983). Ces toxines se 

fixent au cholestérol des membranes plasmiques et forment de larges pores supérieurs à 30 

nm de diamètre (Ramarao & Sanchis, 2013). 

I.6.2.4 L’hĠŵolǇsiŶe III, HlǇIII  
HlǇIII est uŶe toǆiŶe d’uŶe ŵasse de Ϯϰ,ϰ kDa ĐodĠe paƌ hem3 (Baida & Kuzmin, 1995). Elle 

foƌŵe des poƌes d’uŶ diaŵğtƌe de ϯ,Ϭ-3,5 nm et son activité est thermo-dépendante pour la 

fixation et la formation de pores transmembranaires sur les érythrocytes. La lyse des 
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ĠƌǇthƌoĐǇtes Ƌui s’eŶsuit est ƋuaŶt à elle iŶdĠpeŶdaŶte de la température (Baida & Kuzmin, 

1996). 

I.6.Ϯ.ϱ L’eŶtĠƌotoǆiŶe EŶtFM ou CǁpFM ;Cell ǁall peptidase FMͿ 
EntFM est une toxine de 45 kDa codée par entFM identifiée pour la 1ère fois chez la souche 

FM1 de B. cereus (Asano, et al., 1997). EntFM possède un domaine NlpC/P60 (New lipoprotein 

C / 60 kDa extracellular protein) et un domaine caractéristique des peptidases de la paroi 

cellulaire. Cette protéine est impliquée dans la morphologie de la bactérie, la mobilité, 

l’adhĠsioŶ auǆ Đellules ĠpithĠliales de l’iŶtestiŶ, la foƌŵatioŶ de ďiofilŵ et la ǀaĐuolisatioŶ des 
macrophages (Tran, et al., 2010). JusƋu’à pƌĠseŶt, auĐuŶe aĐtiǀitĠ eŶtĠƌotoǆiƋue Ŷ’a ĠtĠ 
démontrée pour cette protéine. De plus, les données publiées concernant la cytotoxicité 

d’EntFM sont limitées. De ce fait, EntFM a été renommé CwpFM (Tran, et al., 2010).  

I.6.3 Les autres facteurs de virulence 

I.6.3.1 Les protéines Ent identifiées par protéomique 

Les études menées au laboratoire oŶt peƌŵis d’ideŶtifieƌ daŶs l’eǆopƌotĠoŵe de la souĐhe 
ATT14579 de B. cereus 3 protéines (GI: 30018972, GI: 30021068 et GI: 30023271) nommées 

EntA, EntB et EntC (Figure 11) ayant des domaines en commun : deux domaines SH3 

(pfam08239) au niveau N-terminal et un domaine 3D (pfam06725) au niveau C-terminal. Ces 

domaines sont présents dans certaines entérotoxines (Clair, et al., 2010). Une quatrième 

protéine, présentant de fortes homologies avec EntA, B et C a été identifiée par 

protéogénomique. Cette protéine a été nommée EntD et comme EntA, EntB et EntC, possède 

deux domaines SH3 et un domaine 3D (Figure 12). La ĐoŶstƌuĐtioŶ d’uŶ ŵutaŶt a peƌŵis de 
mettre en évidence son implication dans la croissance, la mobilité, la formation de biofilm et 

la cytotoxicité de B. cereus (Omer, et al., 2015). 
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Figure 11: Alignement des séquences protéiques de EntA, EntB et EntC (Clair, et al., 2010) 

Les domaines conservés sont colorés en gris : les domaines SH3 sont situés à l'extrémité N-
terminale, et les domaines 3D sont situés à l'extrémité C-terminale. Le multi domaine 
PRK13914 est encadré. 

 
Figure 12: Séquences protéiques de EntD (Omer, et al., 2015) 

Les domaines conservés sont colorés en gris: les domaines SH3 sont situés à l'extrémité N-
terminale, et les domaines 3D sont situés à l'extrémité C-terminale. Le peptide signal est 
souligné. 
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I.6.3.2 Les phospholipases 

En plus des toxines, le pouvoir pathogène de B. cereus relève aussi de sa capacité à 

ĐoloŶiseƌ l’hôte, à adhérer à l’ĠpithĠliuŵ intestinal, produire des enzymes de dégradation 

spĠĐifiƋues des tissus et ĐoŶtouƌŶeƌ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe de l’hôte. Plusieurs protéines 

autres que les toxines ont été décrites comme jouant un rôle dans la pathogénicité de B. 

cereus e.g. les phospholipases, les ŵĠtallopƌotĠases, les pƌotĠiŶes flagellaiƌes et ďieŶ d’autres. 

Il existe trois types de phospholipases (PLC) (Hondal, et al., 1998, Martin, et al., 2000): 

- SM-PLC ou SMase qui clive la sphyngomyéline (SM) 

- PC-PLC qui clive la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidylsérine et la 

phosphatidyléthanolamine  

- PI-PLC qui clive la phosphatidylinositol et glycolipides dérivés. 

Contrairement aux hémolysines qui provoquent la lyse des érythrocytes par la formation de 

pores, les PLCs provoquent la lyse des cellules par leur activité enzymatique. Cette réaction 

enzymatique impliƋue l’hǇdƌolǇse eŶtƌe le glǇĐĠƌol et la tġte polaiƌe hǇdƌophile. Les 
phospholipases PC-PLC et SMase forment un complexe, la céréolysine AB. Ce complexe 

possède une activité hémolytique e.g. sur les érythrocytes humains (Gilmore, et al., 1989). 

I.6.3.3 Les métalloprotéases et protéines flagellaires 

Les métalloprotéases sont des facteurs de virulence importants et possèdent un large éventail 

d’aĐtioŶ. Elles peuǀeŶt aĐtiǀeƌ des toǆiŶes, aĐĐĠlĠƌeƌ l’adhĠsioŶ des Đellules ďaĐtĠƌieŶŶes auǆ 
cellules épithéliales en digérant le mucus, induire une perméabilité vasculaire, avoir une 

activité nécrotique, cytotoxique ou perturber la signalisation du système immunitaire en 

agissant sur les cytokines (Miyoshi & Shinoda, 2000). 

 Les protéines flagellaires participent aussi à la virulence de la bactérie en facilitant la 

ĐoloŶisatioŶ de l’hôte. Elles peƌŵetteŶt l’adhĠsioŶ de la ďaĐtĠƌie auǆ Đellules ĠpithĠliales et la 
ŵise eŶ plaĐe d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ staďle (Ramarao & Lereclus, 2006). 

I.7 Régulation des facteurs de virulence 

I.7.1 Le régulateur PlcR 

PlcR est un facteur transcriptionnel pléiotrope activant la transcription de 45 gènes, 

notamment des facteurs de virulence importants comme Hbl, Nhe, CytK et les hémolysines 

(Agaisse, et al., 1999, Gohar, et al., 2008). PlcR active la transcription de ses gènes cibles en se 

fixant à une séquence pseudo palindromique (TATGnAnnnnTnCATA), la boîte PlcR. Cette 

séquence consensus est située à différentes distances en amont du site de début de 

transcription (Agaisse, et al., 1999). L’iŶaĐtiǀatioŶ du gğŶe plcR cause une diminution 

drastique de la pathogénicité de B. cereus chez la souris (Salamitou, et al., 2000). En aval du 

gène plcR, un ORF codant pour un peptide de 48 acides aminés est positivement régulé par 

PlcR. Ce peptide, PapR (peptide activating PlcR) possède une séquence signal qui est clivée 

lors de sa sécrétion. Au niveau extracellulaire, le peptide subit des phénomènes de maturation 

dont le produit principal est un heptapeptide (ADLPFEF), correspondant à l'extrémité carboxy-

terminale. Les heptapeptides eŶsuite s’asseŵďle sous la foƌŵe de peŶtaŵğƌe aǀaŶt d’ġtƌe 
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importés dans la cellule par des systèmes de perméation d'oligopeptides (Opp-A,-B,-D, et -E) 

essentiels pour la régulation de PlcR (Gominet, et al., 2001, Slamti & Lereclus, 2002). Pendant 

la phase exponentielle de croissance, les faibles concentrations de PapR ne permettent pas 

l’aĐtiǀatioŶ des ƌĠguloŶs du PlĐR (Lereclus, et al., 1996). C’est seuleŵeŶt eŶ eŶtƌĠe de phase 
statioŶŶaiƌe Ƌue l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eǆtƌaĐellulaiƌe de PapR ĐoŶduit à 
l’aĐtiǀatioŶ de PlĐR (Figure 13) (Grenha, et al., 2013). 

 

Figuƌe ϭϯ: MĠĐaŶisŵes d’aĐtivatioŶ du PlĐR paƌ PapR (Grenha, et al., 2013) 

I.7.2 Le système ResD/ResE 

Pouƌ s’adapter aux différents environnements rencontrés, les bactéries possèdent des voies 

de signalisation impliquant des systèmes à deux composants (TCS) (Galperin, 2005). Ce 

sǇstğŵe uďiƋuitaiƌe se Đoŵpose d’uŶe histidiŶe kiŶase ;HKͿ et d’uŶ ƌĠgulateuƌ de ƌĠpoŶse 
(RR), permettant la régulation de nombreux gènes (Kojetin, et al., 2007). Les TCS sont 

iŵpliƋuĠs daŶs des ŵĠĐaŶisŵes d’adaptatioŶs aux conditions environnementales comme les 

milieux acides et l’aŶaĠƌoďiose (Cui, et al., 2012). Ils contrôlent aussi les interactions hôtes-

ageŶts pathogğŶes et soŶt ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠs daŶs l’eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs de ǀirulence 

(Hall, et al., 2015). 

Chez B. cereus, un système à deux composants a été identifié comme étant impliqué dans 

l’adaptatioŶ à l’aŶaĠƌoďiose et la pƌoduĐtioŶ de toǆiŶes. Il s’agit du sǇstğŵe ResDE (Duport, et 

al., 2006). Il se Đoŵpose d’uŶ seŶseuƌ histidiŶe kiŶase transmembranaire ;ResEͿ et d’uŶ 
régulateur de réponse cytoplasmique (ResD). Comme la majorité des systèmes à deux 

composants, ResE possède à son extrémité N-terminale un domaine senseur périplasmique et 

en C-terminale, un domaine auto-kinase et de transfert de phosphate cytoplasmique. ResD 

quant à lui possède un domaine receveur N-terminal et un domaine effecteur C-terminal. Le 

domaine senseur de ResE perçoit la limitation en oxygène ce qui entraine une 

autophosphorylation sur un résidu histidine. Le groupement phosphate peut ensuite être 

transféré à un résidu acide aspartique de ResD qui est un régulateur transcriptionnel (Esbelin, 

et al., 2009). Ce système a deux composants est autorégulé grâce à la double fonction de ResE 

qui peut à la fois donner un groupement phosphate à ResD mais également le retirer grâce à 

son activité phosphatase. Le niveau de phosphorylation de ResD est déterminé par l'équilibre 
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entre les deux activités possédées par ResE modulant ainsi son activité (Duport, et al., 2006). 

La phosphorylation de ResD lui confère une plus grande affinité pour les gènes des 

entérotoxines hbl, nhe et également pour les gènes des facteurs transcriptionnels PlcR, Fnr et 

ResDE (Esbelin, et al., 2009). La mutation du senseur ResE entraine une diminution à la fois de 

la vitesse de croissance et de la biomasse en anaérobiose à bas POR. De plus, cette mutation 

eŶtƌaiŶe ĠgaleŵeŶt uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ des eŶtĠƌotoǆiŶes eŶ aŶaĠƌoďiose à haut 
POR et particulièrement à bas POR (Duport, et al., 2006). 

I.7.3 Le régulateur Fnr 

La protéine Fnr fait partie de la famille des régulateurs transcriptionnels Crp/Fnr (cAMP 

Receptor Protein/Fumarate Nitrate reductase). Chez le genre Bacillus, ces activateurs 

transcriptionnels régulent un grand nombre de gènes eŶ ƌĠpoŶse à l’aďseŶĐe de gluĐose pouƌ 
CRP et d’oǆǇgğŶe pouƌ FŶƌ (Korner, et al., 2003). La protéine Fnr possède deux domaines :  

- un domaine en C-teƌŵiŶal ĐoŶstituĠ d’uŶe sĠƋueŶĐe palindromique avec une structure 

en hélice-tour-hélice impliqué dans la fixation aux régions promotrices de l’ADN 

- un domaine senseur redox en N-terminal constitué de 4 résidus cystéines dont 3 

résidus sont impliqués dans la constitution d’uŶ ĐeŶtƌe feƌ-soufre [4Fe-4S]2+ en 

anaérobiose (Reents, et al., 2006) 

Il peut y avoir deux formes de la protéine Fnr: une forme où la protéine Fnr ne possède pas de 

centre fer-soufre (forme apo), et une forme ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’hoŵodiŵğƌe ou oligoŵğƌe de 
Fnr/centre fer-soufre (forme holo) en anaérobiose. Loƌs du passage de l’aŶaĠƌoďiose à 
l’aĠƌoďiose, le ĐeŶtƌe feƌ-soufƌe de FŶƌ suďit des oǆǇdatioŶs et se dissoĐie de l’hoŵodiŵğƌe 
perdant ainsi son affinité pour les promoteurs (Figure 14) (Crack, et al., 2004, Esbelin, et al., 

2012, Antelmann, 2015).  

 

Figuƌe ϭϰ: IŶflueŶĐe des ĐoŶditioŶs d’oǆǇgĠŶatioŶ suƌ FŶƌ et soŶ ĐeŶtƌe feƌ-soufre (Esbelin, 

et al., 2012, Antelmann, 2015) 

Chez B. cereus, la protéine Fnr est beaucoup plus exprimée en aĠƌoďiose Ƌu’eŶ anaérobiose. 

La suppression du gène fnr entraine une incapacité de la bactérie à se développer en 

anaérobiose (Zigha, et al., 2007). En aérobiose, la protéine Fnr est produite sous la forme 
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d’apopƌotĠiŶe. Elle Ŷ’est Đapaďle de se fiǆeƌ suƌ l’ADN Ƌue sous sa foƌŵe ŵoŶoŵĠƌiƋue. De 
plus, soŶ Ġtat d’oligoŵĠƌisatioŶ est POR dĠpeŶdaŶt. En anaérobiose, elle peut être présente 

sous les formes apo- et holo-. Le ratio des deux formes de Fnr en anaérobiose dépend du 

statut rédox de la cellule. En plus de réguler le métabolisme, la protéine Fnr participe 

ĠgaleŵeŶt à l’eǆpƌessioŶ des eŶtĠƌotoǆiŶes. Les foƌŵes ƌĠduites de FŶƌ soŶt Đapaďle de se 
fixer en amont des gènes hbl, nhe et des gènes codant pour les facteurs transcriptionnels PlcR, 

ResDE et Fnr (Esbelin, et al., 2012). De surcroît, la protéine Fnr est capable de former des 

complexes avec PlcR et ResDE (Esbelin, et al., 2008, Esbelin, et al., 2012). Dans le cas du 

complexe Fnr/ResDE, celui-ci augmenterait leur affinité pour des régions promotrices 

spécifiques (Esbelin, et al., 2009).  

I.7.4 Le système OhrA/OhrR 

Ohr est une thiol peroxydase (Tpx) qui catalyse la réduction des hydroperoxydes organiques 

eŶ l’alĐool ĐoƌƌespoŶdaŶt (Cussiol, et al., 2003). L’aĐtiǀitĠ peƌoǆǇdase dépend de deux résidus 

cystéines localisés en N- et C-terminal. La ƌĠduĐtioŶ des ROOH eŶtƌaiŶe l’oǆǇdatioŶ de la 
cystéine en N-terminale (acide sulfénique –SOH). Cette cystéine oxydée peut ensuite former 

un pont disulfure avec un autre monomère Ohr (Lesniak, et al., 2002). Le répresseur OhrR est 

impliqué dans la régulation des facteurs de pathogénicité (Ellison & Miller, 2006). Chez B. 

cereus, l’aŶtioǆǇdaŶt OhƌA et le ƌĠgulateuƌ ƌedoǆ OhrR participent à l’adaptatioŶ de la ďaĐtĠƌie 
à des ǀaƌiatioŶs de POR et d’oǆǇgĠŶatioŶ (Clair, et al., 2013). Les analyses protéomiques des 

ŵutaŶts ∆ohrR et ∆ohrA oŶt ƌĠǀĠlĠ Ƌue Đe soŶt des pƌotĠiŶes ĐlĠs daŶs l’adaptatioŶ auǆ 
diffĠƌeŶtes ĐoŶditioŶs de POR et d’oǆǇgĠŶatioŶ (Clair, et al., 2012). La suppƌessioŶ d’OhƌA paƌ 
mutation entraine une augmentation significative de la production des toxines en aérobiose 

et une diminution en anaérobiose à bas POR. Chez le mutant ∆ohrR, toutes les toxines et 

toxines putatives soŶt plus aďoŶdaŶtes peu iŵpoƌte les ĐoŶditioŶs d’oǆǇgĠŶatioŶ et de POR 

(Clair, et al., 2013). Des études de retard sur gel ont révélé Ƌu’OhƌR sous sa forme de dimère 

non covalent (forme réduite) pouvait se fixer sur les régions promotrices des gènes/opérons 

OhrRA et de toutes les toxines hormis EntFM (Figure 15) (Clair, et al., 2013).  

 

Figure 15: RĠgulatioŶ d’OhrA par OhrR  
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I.7.5 Le régulateur Rex 

Rex est un régulateur transcriptionnel dont l’aĐtiǀitĠ est NADH dĠpeŶdaŶte. Selon le ratio 

NADH/NAD+, la protéine Rex ŵodule l’eǆpƌessioŶ des gğŶes iŵpliƋuĠs dans le métabolisme 

fermentaire, la formation de biofilms, et le stress oxydant chez plusieurs espèces de bactéries 

(Brekasis & Paget, 2003, Schau, et al., 2004, Pagels, et al., 2010, Christensen, et al., 2015). La 

protéine Rex contient un doŵaiŶe de liaisoŶ à l’ADN eŶ N-terminal, un domaine de 

dimérisation et un pli Rossman impliqué dans la fixation au NADH. Rex se fixe sur les régions 

promotrices des gènes cibles sous foƌŵe de diŵğƌe loƌsƋu’il est assoĐiĠ au NAD+. L’assoĐiatioŶ 
de Rex avec le NADH pouƌ leƋuel le ƌĠgulateuƌ à plus d’affiŶitĠ que pour le NAD+ annihile la 

formation du complexe Rex-ADN. L’aĐtiǀitĠ de Reǆ est doŶĐ dĠpeŶdaŶte du ƌatio NAD+/NADH 

(Sickmier, et al., 2005, Wang, et al., 2008, McLaughlin, et al., 2010, Laouami, et al., 2014). Chez 

B. cereus, la protéine Rex est impliquée dans le métabolisme à la fois respiratoire et 

fermentaire, dans les mécanismes de résistance au stress oxydant externe ainsi que dans la 

toxinogenèse (Laouami, et al., 2014). La délétion du gène rex entraine une augmentation du 

taux de croissance de B. cereus en aérobiose sans avoir une modification significative de la 

biomasse finale. Cette différence est due à une modification du flux carboné vers la voie du 

lactate permettant de régénérer le NAD+ à l'issue de la glycolyse (Laouami, et al., 2014). Le 

taux de survie aux stress externes est plus ĠleǀĠ Đhez le ŵutaŶt Δrex en aérobiose. En 

aŶaĠƌoďiose Đ’est l’iŶǀeƌse, le ŵutaŶt est plus seŶsiďle au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. Reǆ doit 
probablement moduler la distribution des systèmes antioxydants et également réguler la 

production de NADPH. En aérobiose, les données protéomiques ont révélé Ƌue l’aďoŶdaŶĐe 
des toxines était plus élevée lorsque Rex est absent. Les expériences de retard sur gel ont 

révélé que Rex se fixe sur les régions promotrices des gènes fnr, resDE, ohrRA, nhe, entFM et 

hlyI. Reǆ ƌĠgule l’eǆpƌessioŶ à la fois de gğŶes toǆiŶes et de ĐeƌtaiŶs ƌĠgulateuƌs de toǆiŶes 
(Laouami, et al., 2014).  

I.7.5 Le régulateur Fur 

Fur est un régulateur transcriptionnel de 17 kDa avec comme cofacteur l’ioŶ feƌƌeuǆ ;Fe2+) 

(Sineva, et al., 2012). C’est une protéine dimérique possédant deux domaines: un domaine de 

liaisoŶ à l’ADN aǀeĐ uŶe stƌuĐtuƌe hĠliĐe-tour-hélice à l’eǆtƌĠŵitĠ N-terminale et un domaine 

d’aĐtiǀatioŶ ƌiĐhe eŶ histidiŶes peƌŵettaŶt la foƌŵatioŶ de diŵğƌes à l’eǆtƌĠŵitĠ C-terminale 

(Harvie, et al., 2005). AǀeĐ HlǇIIR, Đ’est l’uŶ des deuǆ ƌĠgulateuƌs tƌaŶsĐƌiptioŶŶels ĐoŶŶus du 
gène hlyII (Guillemet, et al., 2013). Lorsque la concentration en ions Fe2+est élevé, Fur se 

dimérise et le complexe formé avec son cofacteur se lie au Ŷiǀeau d’uŶe boite de fixation 

(boîte Fur) située en amont du gène hlyII. L’ARN polǇŵĠƌase Ŷe peut plus se fiǆe au pƌoŵoteuƌ 
et le gène hlyII Ŷ’est pas tƌaŶsĐƌit. LoƌsƋue le feƌ Ŷ’est pas disponible, hlyII est transcrit. De par 

l’aĐtiǀitĠ hĠŵolǇtiƋue de HlǇII, sa sĠĐƌétion dans le milieu intestinal permet la libération de 

l’hĠŵogloďiŶe et l’utilisatioŶ du ĐatioŶ feƌƌeuǆ de l’hğŵe ď Đoŵŵe souƌĐe de feƌ pouƌ la 
croissance de B. cereus (Sineva, et al., 2012).  
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I.8 Métabolisme de B. cereus 

I.8.1 Utilisation des acides aminés et glucides 

B. cereus sl possède moins de gènes pour le catabolisme des glucides que de gènes pour le 

métabolisme des acides aminés (Tableau 3) (Ivanova, et al., 2003). Par exemple, il y a 6 à 9 

gènes codant pour des protéines de la famille LysE (transporteurs des acides aminés) chez le 

groupe B. cereus pour seulement deux chez B. subtilis. Il y a 18 à 23 gènes codant pour des 

transporteurs ABC chez B. cereus sl, comparé à 7 chez B. subtilis. Pour le catabolisme des 

glucides, il y a 12 gènes chez B. cereus ATCC 14579 comparés à 41 gènes chez B. subtilis. Ces 

observations suggèrent que les acides aminés, peptides et protéines constituent une source 

nutritive préférentielle pour B. cereus sl (Han, et al., 2006).  

Taďleau ϯ: Noŵďƌes de gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs l’utilisatioŶ des aĐides aŵiŶĠs et 
carbohydrates chez B. cereus sl et B. subtilis (Han, et al., 2006) 

 
« oui » et « non » iŶdiƋueŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt l’aďseŶĐe ou la pƌĠseŶĐe des gğŶes daŶs la ǀoie 
métabolique 

I.8.2 Glucose et psychrotrophie 

Chez B. cereus, le glucose est métabolisé à la fois par la voie d'Embden-Meyerhof (ou 

glycolyse) et par la voie des pentoses phosphates. Le choix relatif entre ces deux voies dépend 

des exigences ponctuelles de la bactérie en énergie métabolique (ATP) et en précurseurs 

biosynthétiques (NADPH et ribose 5-phosphate). 

Le bilan des réactions pour la glycolyse est : 
Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD+ → Ϯ pǇƌuǀate + Ϯ ATP + Ϯ H2O + 2 NADH  
Pour la voie des pentoses phosphates : 
3 glucose 6-phosphate + 6 NADP+ + 5 NAD+ + ϱ Pi + ϴ ADP → ϱ pǇƌuǀate + ϯ CO2 + 6 NADPH + 
5 NADH + 8 ATP + 2 H2O 
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Quand la température de croissance diminue, le glucose est surtout métabolisé par la voie des 

peŶtoses phosphates. QuaŶd la teŵpĠƌatuƌe augŵeŶte, Đ’est la ǀoie de la glǇĐolǇse Ƌui est 
privilégiée (Chung, et al., 1976). L’eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶs gğŶes de Đes ǀoies ŵĠtaďoliƋues a 
été vérifiée par RT-PCR et analyses protéomiques chez B. cereus (Figure 16) (Zigha, et al., 2007, 

Laouami, et al., 2011). 

I.8.3 La respiration aérobie 

En aérobiose, le pyruvate subit une décarboxylation et une oxydation combinée. Cette 

réaction irréversible est catalysée par le complexe multienzymatique du pyruvate 

déshydrogénase. Ce complexe catalyse la conversion globale du pyruvate en acétyl-CoA et 

CO2. Chez B. cereus, ce complexe est constitué de trois composants enzymatiques : le pyruvate 

déshydrogénase (E1), le dihydrolipoamide acétyltransférase (E2) et la lipoamide 

déshydrogénase (E3) ainsi que cinq coenzymes (thiamine pyrophosphate, acide lipoïque, 

CoASH, FAD et NAD+Ϳ. L’ĠƋuatioŶ ďilaŶ de la dĠĐaƌďoǆǇlatioŶ oǆǇdatiǀe est :  

Pyruvate + CoA-SH + NAD+ → aĐĠtǇl-CoA + NADH + CO2 

Cette réaction auto catalytique engage le pyruvate vers le cycle des acides tricarboxyliques 

(TCA). Le cycle TCA est une voie métabolique presque universelle dans laquelle le groupement 

aĐĠtǇle de l’aĐĠtǇlĐoeŶzǇŵe A est efficacement oxydé en libérant deux molécules de CO2. Le 

groupe acétyle se combine avec l'oxaloacétate pour former du citrate, qui subit des 

transformations successives en isocitrate, 2-oxoglutarate, succinyl-CoA, succinate, fumarate, 

malate et de nouveau oxaloacétate complétant ainsi le cycle. Les coenzymes NADH réduits au 

cours de la glycolyse, décarboxylation oxydative et cycle TCA sont ré-oxydés par la chaîne 

respiratoire. Les électrons libérés au niveau de la chaîne respiratoire par les NADH 

déshydrogénases (complexe I) vont être transférés via les enzymes de la chaîne respiratoire 

ǀeƌs l’aĐĐepteuƌ fiŶal d’ĠleĐtƌoŶs, le dioǆǇgğŶe. L’ĠƋuatioŶ ďilaŶ de Đette ƌĠaĐtioŶ est :  

NADH + ½ O2 +H+ → NAD+ + H2O 

B. cereus possède plusieurs opérons ou gènes codant pour les NADH déshydrogénases 

membranaires : yumB, yjlD, yutJ et yrkE. En plus des NADH déshydrogénases, la succinate 

déshydrogénase (complexe II) codée par sdhABC et le cytochrome bc1 (complexe III) codé par 
qcrABC participent également aux transferts des électrons. La suite de ce transfert se déroule 

au niveau de trois oxydoréductases: le cytochrome c oxydase correspondant au complexe IV 

(ctaDEF), le cytochrome bd quinol oxydase codée par le gène cydAB et pour finir le cytochrome 

aa3 quinol oxydase codé par le gène qoxABCD (Zigha, et al., 2007). Le tƌaŶspoƌt d’ĠleĐtƌoŶs 
eŶtƌaiŶe la foƌŵatioŶ d'uŶ gƌadieŶt de pƌotoŶs depuis le ĐǇtoplasŵe ǀeƌs l’eǆtĠƌieuƌ. Ce 
gradient génère une force proton motrice, ce qui permet la synthèse d'ATP lors d'une réaction 

ĐatalǇsĠe paƌ l'ATP sǇŶthase et la ƌĠduĐtioŶ de l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe eŶ H2O. L’oǆǇdatioŶ 
d’uŶe ŵolĠĐule de NADH gĠŶğƌe aiŶsi ϯ ŵolĠĐules d’ATP. 
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Figure 16: Schéma représentant les voies respiratoires et fermentaires chez B. cereus (Zigha, 

et al., 2007, Messaoudi, et al., 2010) 
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I.8.4 La respiration anaérobie 

EŶ aďseŶĐe d’oǆǇgğŶe, B. cereus est Đapaďle d’utiliseƌ le Ŷitƌate Đoŵŵe aĐĐepteuƌ fiŶal 
d’ĠleĐtƌoŶ. Il possğde des gğŶes ĐodaŶt pouƌ la nitrate réductase (BC2118 à BC2121 : opéron 

narGHIJ) et la nitrite réductase (BC2136 à BC2138 : opéron nasDEF) (Figure 17). Le nitrate 

réductase réduit le nitrate en nitrite, et le nitrite réductase réduit le nitrite en ion ammonium. 

Les complexes nitrates et nitrites réductases peuvent également fonctionner dans une chaîne 

de transport d'électrons alternative pour soutenir la croissance dans des conditions limitées 

en oxygène. Chez la souche ATCC 14579, un meilleur rendement de croissance est observé 

lorsƋu’il Ǉ a du Ŷitƌate daŶs le ŵilieu de Đultuƌe (Mols, et al., 2007). 

 

Figuƌe ϭϳ: SĐhĠŵa ƌepƌĠseŶtaŶt les voies du ŵĠtaďolisŵe de l’azote Đhez B. cereus. D’apƌğs 

(Mols, et al., 2007) 

I.8.5 La fermentation  

EŶ aďseŶĐe d’oǆǇgğŶe et d’uŶ autƌe aĐĐepteuƌ fiŶal d’ĠleĐtƌoŶs Đoŵŵe le Ŷitƌate, le pǇƌuǀate 
est catabolisé en plusieurs acides organiques et en éthanol. Dans le milieu MOD supplémenté 

avec du glucose (30 mM) et à pH7, l’aĐide laĐtiƋue est le produit majoritaire de la 

fermentation. Sa formation est catalysée par les lactates déshydrogénases (LDH) codés par 

ldhA, ldhB et ldhC (Laouami, et al., 2011). Les autres acides organiques (acide succinique, 

acide formique, et acide acétique) sont produits en moindre quantité. A pH acide, le pyruvate 

est majoritairement dĠĐaƌďoǆǇlĠ eŶ α-acétolactate, puis en acétoïne qui est ensuite réduite 

en 2,3-butanediol. Au Đouƌs de Đes ƌĠaĐtioŶs, uŶe gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d’ĠthaŶol est pƌoduite. 
(Figure 16).  
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Figure 18: Schéma représentant les variations de concentration des principaux oligo-

éléments essentiels daŶs les oĐĠaŶs et du dioǆǇgğŶe daŶs l’atŵosphğƌe (Anbar, 2008) 

 



 
49 

 

CHAPITRE II – Le stress oxydant  

II.1 Apparition de l’O2 daŶs l’atŵosphğƌe 
L’âge de la Teƌƌe est de ϰ,ϱϰ.ϭϬ9 années ± 1% (Dalrymple, 2001). D’apƌğs Mojzsis, les oĐĠaŶs 
se sont rapidement formés il y a 4,3.109 années, soit 2ϰϬ ŵillioŶs d’aŶŶĠes apƌğs l’aĐĐƌĠtioŶ 
de la Terre (Mojzsis, et al., 2001). La formation des océans riches en fer dissous comme 

attesteŶt les giseŵeŶts de feƌ ƌuďaŶĠ dataŶt de l’AƌĐhĠeŶ et l’appaƌitioŶ des pƌeŵieƌs 
organismes vivants ont conduit à la Grande Oxydation (Great Oxygenation Event en anglais, 

abrégé GOE). Cette période correspond à l’appaƌitioŶ du dioǆǇgğŶe daŶs l’atŵosphğƌe 
terrestre (Sosa Torres, et al., 2015). Des données géologiques, isotopiques et chimiques 

suggğƌeŶt Ƌue Đe ĐhaŶgeŵeŶt eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtal ŵajeuƌ s’est pƌoduit il Ǉ a 2,3.109 années 

(Figure 18) (Anbar, 2008). AǀaŶt Đet ĠǀĠŶeŵeŶt, l’atŵosphğƌe Ġtait ĐoŶstituĠe de dioǆǇde de 
carbone, méthane et d’aŵŵoŶiaƋue. Les cyanobactéries, appaƌues ϮϬϬ ŵillioŶs d’aŶŶĠes 
aǀaŶt la Đatastƌophe de l’oǆǇgğŶe, oŶt Đommencé à produire du dioxygène en fixant le dioxyde 

de carbone et en utilisant les rayonnements solaires Đoŵŵe souƌĐe d’ĠŶeƌgie (Flannery & 

Walter, 2012). AǀaŶt la Đƌise ĠĐologiƋue de l’oǆǇgğŶe, le dioǆǇgğŶe pƌoduit ƌĠagissait aǀeĐ le 
fer dissous dans les océans pouƌ pƌĠĐipiteƌ eŶ hĠŵatite et ŵagŶĠtite. Ce Ŷ’est Ƌue ǀeƌs l’ğƌe 
de la Grande Oxydation, après épuisement du fer ferreux marin que le dioxygène (déchet 

toxique des cyanobactéries) s’est ƌĠpaŶdu daŶs les oĐĠaŶs et l’atŵosphğƌe. La pƌĠseŶĐe du 
dioxygène daŶs l’atŵosphğƌe a peƌŵis de ƌĠduiƌe la ƋuaŶtitĠ de ŵĠthaŶe ;gaz à effet de seƌƌe 
aǀeĐ le dioǆǇde de ĐaƌďoŶeͿ et est à l’oƌigiŶe de la foƌŵatioŶ de la ĐouĐhe d’ozoŶe Ƌui aďsoƌďe 
une grande partie des rayonnements ultraviolets solaires. La présence de dioxygène dans les 

oĐĠaŶs puis daŶs l’atŵosphğƌe est ƌespoŶsaďle de l’eǆtiŶĐtioŶ d’uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de ďaĐtĠƌies 
anaérobies strictes. Certains micro-organismes anaérobies ont dû mettre en place des 

mécanismes de défense face à une atmosphère de plus en plus oxydante. Sous cette pression 

de sélection, ils ont pu développer un métabolisme de type respiratoire et se diversifier. En 

consommant du dioxygène, ces organismes ont apporté un équilibre dans la quantité de 

dioǆǇgğŶe, ĐoŶstituaŶt iŵpoƌtaŶt de l’atŵosphğƌe (Flannery & Walter, 2012). 

II.1.1 La molécule de dioxygène 

 Le dioxygène possède un grand pouvoir oxydant. La réduction des 4 électrons du dioxygène 

en deuǆ ŵolĠĐules d’eau ;Ϭ2+4H++4e-→ϮH20, E'o (02/H20) = +0.815 V à pH=7 et 25°C) constitue 

la dernière réaction de la chaîne respiratoire. La réaction inverse fournit les électrons pour la 

photosynthèse (Wood, 1988). La configuration de la molécule de dioxygène à l'état 

fondamental est un état triplet. Cet état confère des propriétés paramagnétiques et explique 

son inertie chimique à température ambiante. Il possède deux électrons non appariés de spin 

parallèle chacun sur une orbitale atomique propre. Cette répartition des deux électrons 

explique le caractère diradicalaire et paramagnétique du dioxygène (Sawyer, 1990). La 

réduction du dioxygène peut se produire par réduction monoélectronique avec une espèce 

paramagnétique, radicalaire ou par formation préalable de l'oxygène singulet (Figure 19). 
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Figure 19: Réduction du dioxygène (Pinto, et al., 2010) 

II.1.1.1 La réduction monoélectronique du dioxygène 

La réduction monoélectronique du dioxygène conduit à la formation du radical superoxyde 

(•O2
−). L'aŶioŶ supeƌoǆǇde est uŶe espğĐe ƌĠaĐtiǀe de l’oǆǇgğŶe ƌadiĐalaiƌe et 

paramagnétique. Le radical ou ion superoxyde est thermodynamiquement instable par 

ƌappoƌt à sa disŵutatioŶ eŶ peƌoǆǇde d’hydrogène (H2O2) et dioxygène. Le superoxyde peut 

réagir avec l’oǆǇde ŶitƌiƋue ;•NO) pour former du peroxynitrite ou avec le peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe pouƌ doŶŶeƌ le ƌadiĐal hǇdƌoǆǇle ;•OHͿ (Figure 20) (Sawyer, 2014): 

- 1ère étape de réduction catalysée par des ions de certains métaux comme le fer ou 

cuivre : Fe3+ + •O2
− → Fe2+ + O2 

- 2e étape, réaction de Fenton : Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + •OH 

- Dernière étape, réaction de Haber-Weiss : •O2
− + H2O2 → •OH + OH− + O2 

CoŶtƌaiƌeŵeŶt à •O2
− et •OH, H2O2 Ŷ’est pas uŶ ƌadiĐal liďƌe ŵais il est ĐhiŵiƋueŵeŶt plus 

aĐtif Ƌue l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe (Winterbourn, 2008). Du fait Ƌu’il soit ŶoŶ ƌadiĐalaiƌe, Đ’est 

l’iŶteƌŵĠdiaiƌe le plus staďle du pƌoĐessus de ƌĠduĐtioŶ de l’oǆǇgğŶe. Il peut être généré par 

dimérisation des radicaux hǇdƌoǆǇles ;•OHͿ, dismutation des anions superoxydes ou réduction 

consécutive du dioxygène par 2 électrons (Sawyer, 1990): 

 O2 + 2H+ + 2e- → H2O2  

Le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe peut ġtƌe totaleŵeŶt ƌĠduit eŶ eau ou paƌtielleŵeŶt en radicaux 

hǇdƌoǆǇles ;•OHͿ (Turrens, 2003). Le ƌadiĐal hǇdƌoǆǇle ;•OHͿ est la foƌŵe Ŷeutƌe de l’ioŶ 
hydroxyle (OH-Ϳ. C’est le plus puissaŶt oǆǇdaŶt paƌŵi les dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l’oǆǇgğŶe ;TuƌƌeŶs, 
2003). Sa réactivité est très élevée avec une constante de vitesse k= ~1.109 M-1s-1. Cette 

extrême réactivité du radical hydroxyle a pour conséquence Ƌu’il diffuse très peu et réagit 

quasiment sur le lieu de sa production. Dğs Ƌu’uŶ radical hydroxyle rencontre un substrat, il 

réagit dès la pƌeŵiğƌe ĐollisioŶ saŶs Ƌu’uŶ apport énergétique soit nécessaire à la réaction. 

Cette grande réactivité lui confère également une très faible durée de vie qui ne dépasse pas 

quelques microsecondes (Halliwell & Gutteridge, 2007). Il est produit lors de réactions de 

dissoĐiatioŶ de peƌoǆǇdes, eŶ pƌĠseŶĐe d’ioŶs de métaux de transition (réaction de Fenton) 

ou par le clivage homolytique induit par les UV de la liaison O-O du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe :  
H-O-O-H→ Ϯ •OH 
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Figure 20: Les espğĐes ƌĠaĐtives iŶteƌŵĠdiaiƌes de l’oǆǇgğŶe et de l’azote (Sawyer, 1990)  

Les valeurs de potentiels de réduction du dioxygène (en volt) sont ceux pour un pH=7 et 
25°C  

II.1.1.2 La formation de radicaux centrés sur le carbone 

La réduction du dioxygène peut se faire au niveau des radicaux carbonés (par exemple les 

groupes alkyles, benzyles) pour générer des radicaux peroxyles (C–O–O•Ϳ. Les radicaux 

centrés sur le carbone présentent un caractère électrophile ou nucléophile prononcé selon les 

substituants présents. 

II.1.1.3 L’oǆǇgğŶe siŶgulet 
L’oǆǇgğŶe siŶgulet (O2

−) est une espèce ƌĠaĐtiǀe de l’oǆǇgğŶe ŶoŶ ƌadiĐalaiƌe. Il se foƌŵe à 
partir du dioxygène par photoexcitation sensibilisée par un chromatophore ou par des 

réactions chimiques ou enzymatiques (peroxydases). Il ĐoƌƌespoŶd à l’Ġtat ŵĠtastaďle eǆĐitĠ 
du dioxygène (Davies, 2004).  

II.2 Origine des ROS endogènes 

En aérobiose, les bactéries aérobies utilisent l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe ;O2) pour la respiration. 

Des dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l’oǆǇgğŶe peuvent être formés de manière endogène par addition 

ĐoŶsĠĐutiǀe d’ĠleĐtƌoŶs à l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe. La plupart de ces réactifs sont générés par 

l’oǆǇdatioŶ aĐĐideŶtelle de plusieurs enzymes redox de la chaîne respiratoire associés à la 

membrane notamment les flavoenzymes comme le NADH déshydrogénase II, le lipoamide 

déshydrogénase et le fumarate réductase (Messner & Imlay, 2002). Des données 

expérimentales chez E. coli indiquent que les chaînes respiratoires produisent plus de 87% de 

la pƌoduĐtioŶ totale de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe (Gonzalez-Flecha & Demple, 1995). De plus, le 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe foƌŵĠ au Ŷiǀeau iŶtƌaĐellulaiƌe paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe 
des oxydases comme la L-aspartate oxydase et la phényléthylamine oxydase (Korshunov & 



 
52 

 

Imlay, 2010, Ravindra Kumar & Imlay, 2013). En anaérobiose, des ROS endogènes sont aussi 

produits au cours de la croissance des bactéries ; ce qui est confirmé par l’eǆisteŶĐe de 
système de protection contre le stress oxydant (Lumppio, et al., 2001, Rusnak, et al., 2002). 

Des superoxydes et du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe sont générés à des concentrations faibles de 

l’oƌdƌe du ϭϬ-9 à 10-6 mol.l-1 au niveau intracellulaire en anaérobiose (Imlay, 2003, Kurtz, 2004). 

Cette pƌoduĐtioŶ de ROS peut eŶtƌaiŶeƌ uŶ stƌess oǆǇdaŶt loƌsƋu’il Ǉ a uŶ dĠsĠƋuiliďƌe eŶtƌe 
gĠŶĠƌatioŶ et ĠliŵiŶatioŶ des ROS eŶdogğŶes. Les Điďles ďiologiƋues des ROS soŶt l’ADN, 
l’ARN, les pƌotĠiŶes et les lipides ;Figure 21).  

 
Figure 21: Origine et effets toxiques des ROS endogènes (Favier, 2003) 

II.3 Les ROS exogènes et leurs rôles 

Les ROS peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt ġtƌe gĠŶĠƌĠs paƌ d’autƌes oƌgaŶisŵes ou pƌoĐĠdĠs ĐhiŵiƋues. Les 

bactéries lactiques sécrètent des ROS pour inhiber la croissance des bactéries compétitrices 

(Pericone, et al., 2000). Loƌs d’uŶ « burst oxydatif », des ROS et peroxydes organiques sont 

générés par les plantes et animaux pour lutter contre les agents pathogènes (Lamb & Dixon, 

1997, Rada & Leto, 2008, Garcia & Hirt, 2014). Chez les plantes, la première réaction induite 

paƌ l’ageŶt pathogğŶe est la pƌoduĐtioŶ de supeƌoǆǇde et/ou de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe pouƌ 
ƌeŶfoƌĐeƌ la paƌoi Đellulaiƌe et ĐoŶfiŶeƌ l’iŶfeĐtioŶ. Les ROS peuvent également diffuser aux 
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travers des membranes biologiques, ce qui leur confèrent des propriétés messagers (Torres, 

2010, Stael, et al., 2015). Chez les Mammifères, la production de ROS fait partie des 

mécanismes de défense immunitaire innée antimicrobienne (Deffert, et al., 2014). Lors de 

l'infection bactérienne, les Ŷeutƌophiles pƌoduiseŶt du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, des ions 

chlorures et de l’aĐide hǇpoĐhloƌeuǆ ;HOClͿ catalysé par la myéloperoxydase (Albrich, et al., 

1981, Roos & Winterbourn, 2002). L’HOCl est également produit par l'épithélium de la 

muqueuse intestinale pour contrôler la colonisation bactérienne (Ha, et al., 2005). Dans 

l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, des supeƌoǆǇdes et peƌoǆǇdes d’hǇdrogène peuvent être générés par 

oxydation de métaux réduits au niveau des interfaces oxiques-anoxiques ou par radiation de 

chromophores extracellulaires (Mishra & Imlay, 2012). 

II.4 Les effets toxiques des ROS endogènes 

II.4.1 La peroxydation lipidique 

La peroxydation lipidique fait partie des marqueurs biologiques du stress oxydant. Les 

radicaux libres peuvent attaquer directement les acides gras polyinsaturés des membranes et 

initier la peroxydation des lipides. L’effet pƌiŶĐipal de la peroxydation lipidique est une 

diminution de la fluidité membranaire. Cette peroxydation induit également une altération 

des propriétés physico-chimiques des protéines membranaires notamment les protéines de 

la chaîne respiratoire, les transporteurs, etc. (Farr, et al., 1988). Si le transport des électrons 

le long de chaîne respiratoire est altéré, il y a plus de ROS produits et par voie de cascade 

engendre la lyse cellulaire (Demple, 1991). 

La peroxydation des lipides est initiée par la déshydrogénation des acides gras insaturés. Cette 

Ġtape ĐoƌƌespoŶd à l’auto-oǆǇdatioŶ du lipide. La pƌĠseŶĐe d’uŶe douďle liaisoŶ ĐaƌďoŶe 
fragilise le groupement méthyle à proximité et facilite le départ du proton H+. Les initiateurs 

de la peroxydation sont les radicaux hydroxyles ;•OHͿ, peƌoǆǇles ;COO•Ϳ et alkoǆǇles ;CO•Ϳ, 
et pas le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe et le ƌadiĐal supeƌoǆǇde ;•O2

−) (Turrens & Boveris, 1980, 

Bandyopadhyay, et al., 1999). La foƌŵatioŶ d’uŶ ƌadiĐal lipidiƋue entraine une réorganisation 

de doubles liaisons covalentes C-C paƌ dĠloĐalisatioŶ de l’ĠleĐtƌoŶ ĐĠliďataiƌe et ƌetaƌde la 
dimérisation de la structure conjuguée. Aprğs Đette phase d’iŶitiatioŶ, il Ǉ a uŶe phase de 
propagation correspondant à des réactions en chaîne où le radical est à la fois initiateur et 

produit final de la réaction. Le diène conjugué en présence de dioxygène forme un radical 

peroxyle Đapaďle d’eŶleǀeƌ uŶ atoŵe d’hǇdƌogğŶe à uŶe Ŷouǀelle ŵolĠĐule lipidiƋue. Il y a 

pƌopagatioŶ de l’oǆǇdatioŶ à la fois paƌ la pƌĠseŶĐe de l’oǆǇgğŶe et du ƌadiĐal peroxyle formé. 

Le proton H+ liďĠƌĠ ǀa s’uŶir avec le radical peroxyle pour former le radical hydroperoxyde 

bouclant ainsi la boucle. La phase de terminaison correspond à la phase où il y a dimérisation 

des radicaux lipidiques (Figure 22Ϳ. Plus le tauǆ d’iŶsatuƌation des lipides est élevé, plus ils sont 

sensibles au ROS endogènes (Bandyopadhyay, et al., 1999). 
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Figure 22: Les 3 phases de la peroxydation lipidique 

 

II.4.2 OǆǇdatioŶ de l’ADN paƌ les ROS eŶdogğŶes 

L’ADN est le suppoƌt de l’iŶfoƌŵatioŶ gĠŶĠtiƋue des ġtƌes ǀiǀaŶts. Cette ŵolĠĐule est tƌğs 
sensible aux ROS endogènes. Paƌŵi les doŵŵages oǆǇdatifs de l’ADN paƌ les ROS, il Ǉ a 

l’oǆǇdatioŶ des ďases, la rupture de la liaison entre la base et le désoxyribose (sites abasiques), 

les adduits intra-caténaires, les ruptures de brins et les pontages ADN-protéines (Figure 23) 

(Cadet, et al., 2002, Favier, 2003). Il Ǉ a des spĠĐifiĐitĠs d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les ďases azotĠes 
de l’ADN et les diffĠƌeŶts ROS. Les ϰ ďases azotĠes soŶt susĐeptiďles d’ġtƌe oǆǇdĠes par 

l’oǆǇgğŶe siŶgulet à cause de leur faible potentiel redox. Cependant, la guanine est une cible 

pƌiǀilĠgiĠe de l’oǆǇgğŶe siŶgulet car elle pƌĠseŶte le degƌĠ d’ionisation le plus faible (Sajous, 

et al., 2008). Le 8-oxo-7,8-dihydro-Ϯ’-désoxyguanosine (8-oxodG) est le produit principal de la 

réaction de l’oǆǇgğŶe siŶgulet avec les désoxynucléosides libres (Lutgerink, et al., 1992). Le 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe et l’aŶioŶ supeƌoǆǇde Ŷ’oǆǇdeŶt pas les ďases de l’ADN aloƌs Ƌue le 
radical hydroxyle réagit avec toutes les bases et génère une multitude de produits (Halliwell 

& Gutteridge, 2007). EŶ plus de l’oǆǇdatioŶ des ďases azotĠes, les ROS peuvent aussi cliver la 

liaisoŶ eŶtƌe la ďase et le dĠsoǆǇƌiďose ;effet ĐlastogğŶeͿ. EŶ l’aďseŶĐe de ƌĠpaƌatioŶ, Đette 
dépurination ou dépyrimidination Ġǀolue ǀeƌs uŶe ƌuptuƌe siŵple ďƌiŶ de l’ADN. Il peut aussi 
y avoir une action directe des ROS sur le désoxyribose entrainant aussitôt la rupture du brin 

de l’ADN. EŶ plus des ROS, les pƌoduits dĠƌiǀĠs de la peƌoǆǇdatioŶ lipidiƋue Đoŵŵe les 
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aldĠhǇdes α-iŶsatuƌĠes peuǀeŶt foƌŵeƌ des adduits suƌ les ďases de l’ADN. Ces adduits iŶtƌa-

caténaires sont de type malondialdéhyde-guanine (MDA-guanine) ou éthénodérivés (Kasai, 

1997). De nombreuses protéines rentrent en interaction avec l’ADN paƌ eǆeŵple des facteurs 

de transcription, eŶzǇŵes. L’oǆǇdatioŶ de Đes protéines peut entrainer la formation de 

pontage ADN-protéines ou des adduits sur des bases de type lysinoguanine (Sajous, et al., 

2008). De nombreux métaux sont fixés à l'ADN, qui est un polyanion (Fe, Cu, Mg, Zn, Ni, Cd, 

etc.). Par la réaction de Fenton, ces métaux peuvent générer des radicaux hydroxyles à partir 

du peroxyde d’hǇdƌogğŶe ;Đf. Ϯ.ϯ.ϯͿ. L’oǆǇdatioŶ de l’ADN paƌ les ROS eŶdogğŶes Ŷ’affeĐte 
pas seulement les bactéries aérobies. Les bactéries anaérobies strictes, peuvent aussi subir un 

stress oxydant et des altérations de leur matériel génétique (Takeuchi, et al., 1999). 

 

Figuƌe Ϯϯ: Les altĠƌatioŶs de l’ADN paƌ les ROS eŶdogğŶes (Favier, 2003)  

II.4.3 Oxydation des protéines 

Les protéines sont des composants majeurs de la plupart des systèmes biologiques. De ce fait, 

elles constituent une cible majeure des ROS. L’oǆǇdatioŶ des pƌotĠiŶes paƌ les ƌadiĐauǆ liďƌes 
engendre un large éventail de modifications.  

II.4.3.1 Fragmentation du squelette carboné des protéines  

La stƌuĐtuƌe pƌiŵaiƌe d’uŶe pƌotĠiŶe ĐoƌƌespoŶd à uŶe suĐĐession des acides aminés reliés 

entre eux par des liaisons peptidiques. Le squelette carboné peut subir des dommages par les 

ROS et plus spécifiquement par les ROS radicalaires. Au Ŷiǀeau du ĐaƌďoŶe α, les ƌadiĐauǆ 



 
56 

 

libres causent une substitution électrophile en alpha du groupe carbonyle (Hawkins & Davies, 

2001).  

En aérobiose, les radicaux carbonés de la protéine peuvent ƌĠagiƌ aǀeĐ l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe 
pour former un radical peroxyle (cf. 2.2.2). Ce composé peut être éliminé par libératioŶ d’uŶ 
radical hydroperoxyde (HO2•Ϳ et gĠŶĠƌĠ uŶ iŵiŶe suďissaŶt paƌ la suite uŶe hǇdƌolǇse et 
donnant lieu à une fragmentation du squelette carboné (Garrison, 1987). Le radical peroxyle 

peut aussi ƌĠagiƌ aǀeĐ uŶe autƌe espğĐe Ƌue l’oǆǇgğŶe pouƌ foƌŵeƌ uŶ hǇdƌopeƌoǆǇde. La 
dĠĐoŵpositioŶ de l’hǇdƌopeƌoǆǇde eŶ ƌadiĐal est ƌĠalisĠ paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe d’uŶ ƌadiĐal 

alkoǆǇle ;RO•Ϳ ƌĠsultaŶt aussi à uŶe fƌagŵeŶtatioŶ du sƋuelette ĐaƌďoŶĠ (Davies, 1996). En 

anaérobiose, peu de fragmentations du squelette carboné sont observés ce qui confirme le 

rôle clé de l’oǆǇgğŶe dans les processus de dégradation du squelette protéique (Garrison, 

1987). 

II.4.3.2 Modification des chaînes latérales protéiques par les ROS 

Il y a des spécificitĠs d’oǆǇdatioŶ des aĐides aŵiŶĠs paƌ les diffĠƌeŶts radicaux libres. Le 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe oǆǇde préférentiellement les résidus cystéines mais aussi les résidus 

méthionines, histidines, tyrosines et tryptophanes (Davies, 2005). Les résidus cystéines sont 

impliqués dans la conformation de la protéine via les ponts disulfures. La réduction des ponts 

ĐoŶduit à la peƌte de la stƌuĐtuƌe pƌotĠiƋue ŵodifiaŶt aiŶsi l’aĐtiǀitĠ et la staďilitĠ de la 
protéine. La reformation de ces ponts disulfures peut conduire à une dimérisation protéine-

protéine mais aussi à une structure différente de la structure initiale (Gilbert, 1990).  

Le radical hydroxyle oxyde les chaînes latérales de tous les acides aminés (Davies, 2005). Il 

eŶtƌaiŶe uŶe dĠshǇdƌogĠŶatioŶ du ĐaƌďoŶe α ;cf. 2.4.3.1) et des chaînes latérales aliphatiques 

apolaires (hydrophobe) eŶtƌaiŶaŶt la pƌoduĐtioŶ d’uŶ laƌge ĠǀeŶtail de ROS. Les conséquences 

de ces attaques radicalaires sont des endommagements du squelette carboné et des chaînes 

latérales (Davies, 2005). 

 L’oǆǇgğŶe siŶgulet ƌĠagit rapidement avec les résidus méthionines, cystéines, tyrosines, 

histidines et tryptophanes à pH physiologique. Hormis les résidus soufrés, la réaction des 

ƌĠsidus pƌotĠiƋues aǀeĐ l’oǆǇgğŶe siŶgulet gĠŶğƌe des eŶdo- et hydroperoxydes (Davies, 

2004).  

II.4.3.3 Altérations des centres Fe-S 

Les centres Fe-S des protéines peuvent être altérés par les ROS. L’oǆǇdatioŶ du centre fer-

soufre entraine une déstabilisation de la structure protéique et la libération d’atoŵe de fer au 

niveau intracellulaire (Imlay, 2006). Une forte concentration de fer favorise les réactions de 

Fenton et Haber-Weiss génératrices de radicaux hydroxyles. La génération de ces radicaux 

liďƌes eŶ gƌaŶde ƋuaŶtitĠ peut eŶtƌaiŶeƌ l’aƌƌġt de ĐƌoissaŶĐe ǀia l’altĠƌatioŶ des 
métalloprotéases et être létale (Ceragioli, et al., 2010).  

 II.5 Les systèmes de défense contre les ROS 
Il existe plusieuƌs ŵolĠĐules peƌŵettaŶt le ŵaiŶtieŶ de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŶtƌaĐellulaiƌe ƌĠduit 
et la capture des ROS. Une partie est constituée par des antioxydants non enzymatiques 
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comme le couple NADPH/NADH, le coenzyme A et le bacillithiol. L’autƌe paƌtie est ĐoŶstituée 

d’eŶzǇŵes spĠĐifiƋues Đapaďles de diŵiŶueƌ le Ŷiǀeau de ROS Đoŵŵe les superoxydes 

dismutases (SOD), les catalases et les peroxydases. 

II.5.1 Les systèmes de défense non enzymatiques 

Le coenzyme A (CoASH) est un thiol de bas poids moléculaire abondant chez Bacillus 

megaterium, B. cereus et Staphylococcus aureus (Figure 24) (Newton, et al., 1996, Antelmann, 

2015).  

 

Figure 24: Structure du coenzyme A (Antelmann, 2015) 

Le CoASH est impliqué dans les mécanismes de défense contre le stress oxydant en réduisant 

le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. Il est paƌ la suite ƌĠgĠŶĠƌĠ ǀia le ĐoeŶzǇŵe A disulfide ƌĠduĐtase 
(Boylan, et al., 2006). De nombreuses bactéries Gram positif à faible pourcentage de GC 

possèdent un autre thiol de bas poids moléculaire, le bacillithiol (BSH). Le BSH dont 

l’eǆpƌessioŶ est liĠe à OhƌR a été caractérisé pour la première fois en 2009 chez S. aureus et 

D. radiodurans (Newton, et al., 2009). La structure du bacillithiol est similaire à celui du 

mycothiol, un substitut du glutathion. Le groupement inositol est remplacé par le L-malate, ce 

Ƌui fait du ďaĐillithiol uŶ glǇĐoside α-anomérique de L-cystéinyl-D-glucosamine avec un groupe 

acide L-malique (Newton, et al., 2009). Le potentiel redox du BSH est de -221 mV in vitro, ce 

qui est légèrement supérieur à celui de la cystéine (-223 mV) et supérieur à celui du coenzyme 

A (-234 mV) (Sharma, et al., 2013). Cela iŵpliƋue Ƌue le BSH Ŷ’a pas uŶe plus gƌaŶde ĐapaĐitĠ 
de réduire le stress oxydant que les résidus cystéines et le CoASH. De plus, la délétion du gène 

codant pour ce thiol entraine une légère augmentation de la sensibilité de la bactérie au 

diamide, méthylglyoxal et ROS (paraquat, H2O2) (Gaballa, et al., 2010). Ceci suggère que la 

cystéine et / ou CoASH peuǀeŶt ĐoŵpeŶseƌ l’aďseŶĐe de BSH. Cependant, en considérant la 

faible valeur du pKa du BSH (pKa SH/S = 7,97) et sa concentration intracellulaire élevée (0.5-5,0 

mmol.L-1), il est possible que le BSH constitue une cible importante des ROS (Sharma, et al., 

2013). Le BSH est principalement présent sous sa forme réduite avec un ratio BSH/BSSB situé 

entre 100 :1 et 400 :1 chez B. subtilis. Ce ƌatio iŶdiƋue la pƌĠseŶĐe pƌoďaďle d’uŶe bacillithiol 

disulfide réductase (Chi, et al., 2011). 

L’eŶzǇŵe Ƌui auƌait Đe ƌôle seƌait le FAD-dépendant pyridine nucléotide oxydoréductase de 

thiol-disulfure YpdA (Gaballa, et al., 2010). La biosynthèse du BSH se déroule en trois étapes 

(Figure 25) (Antelmann, 2015). Le glycosyltransférase BshA transfère un N-acétylglucosamine 
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(GlcNAc) sur le malate (Mal). Les N-acétylglucosamine déacétylase BshB1 et BshB2 catalysent 

la désacétylation du GlcNAc-Mal. La deƌŶiğƌe Ġtape ĐoŶsiste à l’ajout d’uŶe cystéine sur 

l’iŶteƌŵĠdiaiƌe GlcNAc-Mal (Antelmann, 2015). Une étude a révélé que le BSH pouvait 

moduler la concentration intracellulaire du zinc en formant un complexe BSH :zinc avec une 

structure en tétraèdre comportant deux ligands soufres et deux ligands oxo (Ma, et al., 2014). 

Chez B. subtilis, il a été démontré que le BSH permettait de protéger les résidus cystéines 

d’uŶe oǆǇdatioŶ iƌƌĠǀeƌsiďle eŶ aĐides sulfoŶiƋues (Chi, et al., 2011, Chi, et al., 2013). Chez B. 

subtilis, une bacillithiol-S-transférase a été décrite comme étant responsable de la conjugaison 

du bacillithiol avec différents substrats. Le rôle de la S-bacillithiolation est de protéger les 

thiols et les mécanismes de régulation redox chez plusieurs bactéries, comme le régulateur 

transcriptionnel OhrR et les enzymes métaboliques. La S-bacillithiolation de OhrR au niveau 

du ƌĠsidu CǇsϭϱ ĐoŶduit à l’iŶaĐtiǀatioŶ du ƌĠgulateuƌ et à l’eǆpƌessioŶ de OhƌA Đhez B. subtilis 

(Lee, et al., 2007).  

 

Figure 25: Biosynthèse du bacillithiol (Antelmann, 2015)  

II.5.2 Les systèmes de défense enzymatiques 

Les superoxydes dismutases (SOD) catalysent la réduction de deux superoxydes en peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe et oǆǇgğŶe. Il existe quatre types de SOD classés sur la base du cofacteur 

métallique qui peut être du cuivre et du zinc, du manganèse, du fer ou du nickel: Cu / Zn-SOD, 

Mn-SOD, Fe / Ni-SOD. Deux SOD ont été décrites chez E. coli : une enzyme utilisant le fer 

Đoŵŵe ĐofaĐteuƌ et doŶt l’eǆpƌessioŶ est ŵodulĠe paƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe eŶ feƌ 
(Niederhoffer, et al., 1990) et une SOD à manganèse prédominante en aérobiose dont 

l’eǆpƌessioŶ iŵpliƋue siǆ ƌĠgulateuƌs tƌaŶsĐƌiptioŶŶels (Compan & Touati, 1993). DaŶs l’espaĐe 
pĠƌiplasŵiƋue d’E. coli, un troisième SOD utilisant le cuivre ou zinc comme cofacteur a été 

identifié (Benov & Fridovich, 1994). Ces deux classes de SOD dont les cofacteurs sont le fer ou 

le cuivre-zinc ont par la suite été identifiées chez plusieurs bactéries dont B. anthracis 

(Passalacqua, et al., 2006). Le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe est eŶsuite ĠliŵiŶĠ gƌâĐe à l’aĐtioŶ de 
deux catalases : l’hǇdƌopeƌoǆǇdase I ;HPIͿ et l’hǇdƌopeƌoǆǇdase II ;HPIIͿ. Chez B. subtilis, les 

gğŶes ĐodaŶt pouƌ les deuǆ Đatalases foŶt paƌtie d’uŶ opĠƌoŶ de ϵ gğŶes ĐoŶtƌôlĠs par le 

régulateur oxyR (Storz & Tartaglia, 1992). katG est le gğŶe ĐodaŶt pouƌ HPI doŶt l’eǆpƌessioŶ 
est iŶduĐtiďle paƌ la pƌĠseŶĐe de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. katE code pour HPII. Il est exprimé 

en entrée de phase stationnaire sous le contrôle du régulateur rpoS codant pour le faĐteuƌ σS 

(Kolter, et al., 1993). Les systèmes de défense enzymatiques incluent également des systèmes 

de ƌĠpaƌatioŶs de l’ADN et des eŶzǇŵes pƌotĠolǇtiƋues et lipolǇtiƋues. Les sǇstğŵes de 
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ƌĠpaƌatioŶ de l’ADN soŶt ĐoŶstituĠs paƌ l’eŶdoŶuĐlĠase IV, uŶe ŵĠtalloeŶzǇŵe iŶduite paƌ le 
stƌess oǆǇdaŶt et l’eǆoŶuĐlĠase III iŶduite au Đouƌs de la phase statioŶŶaiƌe (Demple & 

Harrison, 1994). L’uŶe des ŵodifiĐatioŶs les plus fƌĠƋueŶtes est la ƌĠduĐtioŶ des poŶts 
disulfures. Cette réduction implique la thiorédoxine réductase qui transfère les électrons 

depuis le NADPH ǀeƌs la thioƌĠdoǆiŶe oǆǇdĠe ǀia le ĐoeŶzǇŵe tƌaŶspoƌteuƌ d’hǇdƌogğŶe FAD. 
La thiorédoxine est une enzyme antioxydante découverte en 1964 chez E. coli. Le système de 

thiorédoxine comprend le NADPH, la thiorédoxine réductase (TrxR), et la thiorédoxine (TRX). 

C’est un système de type disulfure-réductase qui peut fournir des électrons à une large gamme 

d'enzymes impliquées dans la synthèse de l'ADN et la défense contre le stress oxydant 

(Holmgren, 1985). La thiorédoxine est une réductase de 12 kDa catalysant la réduction des 

ponts disulfures des protéines avec un motif conservé (CGPC) au niveau du site actif. La 

stƌuĐtuƌe de la thioƌĠdoǆiŶe est ĐoŵposĠe de ϱ feuillets β foƌŵaŶt le ŶoǇau de la protéine et 

4 hélices α plus uŶe paƌtie d’hĠliĐe eŶtouƌaŶt le ŶoǇau. Le site aĐtif est situĠ apƌğs le feuillet 
βϮ au Ŷiǀeau de la partie N-teƌŵiŶale de l’hĠliĐe α2 (Eklund, et al., 1991). De nombreuses 

enzymes essentielles impliquées dans les systèmes antioxydants thiol-dépendants possèdent 

cette structure comme la glutarédoxine (Fernandes & Holmgren, 2004), la peroxyrédoxine 

(Wood, et al., 2003) et le glutathion peroxydase (Ladenstein, et al., 1979). La thiorédoxine 

réductase est une flavoprotéine homodimérique faisant partie de la famille pyridine 

nucléotide-disulfide oxydoréductase incluant le glutathion réductase (GR), le trypanothione 

réductase (TryR), l’alkyl hydroperoxyde réductase, le lipoamide déshydrogénase et le 

mercurique réductase (Argyrou & Blanchard, 2004). En plus de la thiorédoxine réductase, il 

existe un homologue participant également aux mécanismes de défense contre le stress 

oxydant qui est AhpF (alkyl hydroperoxyde peroxydase sous-unité F). AhpF transfert 

directement les électrons depuis AhpC vers un alkyl hydroperoxyde (Poole, et al., 2000). Les 

cellules procaryotes possèdent également des protéines capables de réparer directement les 

modifications de la structure primaire des protéines. Tous les acides aminés des protéines 

sont oxydables par les ROS. La cystéine et la méthionine sont les deux seuls acides aminés 

contenant un atome de soufre. Ils sont présents dans la plupart des protéines et leur oxydation 

est ƌĠǀeƌsiďle. L’uŶe des ŵodifiĐatioŶs les plus fƌĠƋueŶtes est l’oǆǇdatioŶ des cystéines 

conduisant à la formation de ponts disulfures. Leur réduction est possible grâce aux 

thiorédoxine réductases, glutarédoxines et la protéine disulfide isomérase chez E. coli qui est 

à la fois une enzyme et une protéine chaperonne (Cabiscol, et al., 2000). Les résidus cystéines 

sont connus pour contribuer à la structure et fonction des protéines mais le rôle clé des résidus 

ŵĠthioŶiŶes Ŷ’est pas ĐlaiƌeŵeŶt Ġtaďli. Les ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes soŶt les plus susĐeptiďles à 
être oxydés par les ROS (Vogt, 1995) et des Ġtudes ŵoŶtƌeŶt Ƌu’ils joueŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt 
dans les mécanismes de défense contre le stress oxydant (Levine, et al., 1996, Levine, et al., 

1999, Luo & Levine, 2009). Les ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes peuǀeŶt ġtƌe ƌĠduites gƌâĐe à l’aĐtioŶ 
d’uŶe faŵille d’eŶzǇŵes, les ŵĠthioŶiŶes sulfoxydes réductases. 
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Tableau 4: Constante de vitesse de réaction de la méthionine avec des oxydants à pH= 7 en 

solution aqueuse (Davies, 2004) 

  

 
Figuƌe Ϯϲ: CǇĐle d’oǆǇdo-réduction de la méthionine chez E. coli (Ezraty, et al., 2005) 
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CHAPITRE III – Oxydation des résidus méthionines 

et réduction par les Msr 

III.1 Oxydo-réduction des méthionines 

La méthionine est un acide α-aminé apolaire protéinogénique et hydrophobe dont la forme 

Ŷatuƌelle est l’ĠŶaŶtioŵğƌe L. C’est l’aĐide aŵiŶĠ le plus seŶsiďle à l’oǆǇdatioŶ par un grand 

nombre d’oǆǇdaŶts (Tableau 4) dont les produits sont deux stéréoisomères de la méthionine 

sulfoxyde (MetSO) eŶ ƌaisoŶ de la positioŶ asǇŵĠtƌiƋue de l’atoŵe de soufƌe suƌ la chaîne 

latérale : Met-(S)-SO et Met-(R)-SO (Figure 26). Une oxydation ultérieure de la méthionine 

sulfoxyde par des ROS produit la méthionine sulfone. Bien que cela se produise dans une 

moindre mesure, cette oxydation est irréversible (Figure 27) (Nielsen, et al., 1985).  

 
Figure 27: Oxydation du résidu méthionine 

III.2 Rôle antioxydant des méthionines 

En moyenne, environ 1,5% des acides aminés dans une protéine sont des résidus Met (Chiao 

& Peterson, 1953). Ce pourcentage de Met est plus élevé si on se restreint aux protéines liées 

au stƌess oǆǇdaŶt. Il est adŵis Ƌue les ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes les plus susĐeptiďles d’ġtƌe oǆǇdĠs 
par les ROS sont ceux exposés à la surface des protéines. La concentration de ces résidus Met 

exposés est extrêmement élevé (> 1M) près de la surface des protéines (Levine, et al., 1996). 

Des études proposent que ces résidus ĐoŶstitueŶt uŶ sǇstğŵe d’aŶtioǆǇdaŶt au Ŷiǀeau 
intracellulaire. Ce système de défense de la « dernière chance » des protéines permettrait de 

protéger la fonction et la structure de la protéine. En captant les oxydants, ils évitent une 

oxydation irréversible des résidus critiques. Ces méthionines oxydées sont ensuite réduites 

par les méthionines sulfoxydes réductases (Msr) (Levine, et al., 1996, Moskovitz, et al., 1997, 

Levine, et al., 1999). La réduction des méthionines oxydées par les Msr est dépendante du 

NADPH et implique la thiorédoxine et la thiorédoxine réductase comme intermédiaires (figure 

28) (Moskovitz, 2005). 
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Figure 28: Couplage impliqué dans la réduction des méthionines sulfoxydes 

III.3 ModulatioŶ de la foŶĐtioŶ des pƌotĠiŶes paƌ l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus Met 
Comme la phosphorylation, l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes est uŶe ŵodifiĐatioŶ ĐoǀaleŶte 
réversible. La méthionine sulfoxyde étant moins hydrophobe que les résidus méthionines, 

cette oxydation peut entrainer une modification de la structure des protéines (Levine, et al., 

1999). AiŶsi, le ĐǇĐle d’oǆǇdatioŶ/réduction des méthionines constituerait un processus de 

modulation des fonctions cellulaires et activités protéiques (Hoshi & Heinemann, 2001, 

Bigelow & Squier, 2005). Ciorba et ses collaborateurs ont montré que l'inactivation d'un canal 

potassique par l'oxyde nitrique était vraisemblablement due à l'oxydation d'un résidu Met 

essentielle (Ciorba, et al., 1999). Chez E. coli, la protéine chaperonne GroEL permet le 

ƌeplieŵeŶt des polǇpeptides ŶĠosǇŶthĠtisĠs. EŶ pƌĠseŶĐe de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, les 
résidus méthionines de cette protéine sont oxydés ce qui conduit à la dissociation irréversible 

des oligomères en monomères (Melkani, et al., 2004). 

III.4 Rôle de l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes daŶs la dĠgƌadatioŶ des pƌotĠiŶes 

L’oǆǇdatioŶ Đoŵplğte de la ŵĠthioŶiŶe ĐoŶduit à la formation de méthionine sulfone [acide 

2-amino-4-(S-méthylsulfonyl) butanoïque, MetSO2]. Contrairement à la méthionine sulfoxyde, 

la méthionine sulfone libre ou incorporée ne peut pas être réduite par des réductases. La 

formation des méthionines sulfones est considérée comme une modification irréversible des 

protéines. Ces modifications oxydatives irréversibles se produisent dans des conditions de 

stress oxydant. Elles conduisent à des changements structuraux, une inactivation de la 

protéine et au final à la dégradation des protéines par clivage du squelette carboné (Pajares, 

et al., 2015). L’oǆǇdatioŶ paƌtielle des ƌĠsidus ŵĠthionines en méthionines sulfoxydes peut 

également être impliquée dans les voies de dégradation des protéines. Chez M. tuberculosis, 

la protéine Hsp16.3 était originalement identifiée comme une protéine de choc thermique. 

Cette protéine a également une activité chaperonne et elle est induite en condition de stress 

oǆǇdaŶt. L’oǆǇdatioŶ de Đes tƌois ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes entraine une perte de sa structure et 

une dissociation des oligomères de la protéine. Ces modifications rendent la protéine sensible 

à une dégradation par les protéases (Abulimiti, et al., 2003).  

III.5 Propriétés des méthionines sulfoxydes réductases 

Les méthionines sulfoxydes réductases sont des protéines ubiquitaires. La première 

méthionine sulfoxyde réductase caractérisée est MsrA chez E. coli (Brot, et al., 1981). MsrA 
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permet la réduction des Met-(S)-SO libres et incorporées. Vingt ans plus tard, une deuxième 

méthionine sulfoxyde réductase, MsrB a été caractérisée (Grimaud, et al., 2001). Celle-ci 

permet la réduction des Met-(R)-SO libres et incorporées. En 2007, une troisième méthionine 

sulfoxyde réductase associée aux vésicules membranaires est découverte chez E. coli. Elle est 

appelée fRMsr pour free-R-méthionine sulfoxyde réductase (fRMsr) (Figure 29) (Lin, et al., 

2007). Lin et ses collaborateurs ont ĐoŶstatĠ Ƌue l’effiĐaĐitĠ enzymatique de MsrB pour la 

réduction des formes libres des Met-(R)-SO est 100 à 1000 fois inférieure à celui de MsrA pour 

la réduction des Met-(S)-SO liďƌes. De plus, l’iŶaĐtiǀatioŶ totale du gğŶe msrB modifie très 

faiblement l’aĐtiǀitĠ ƌĠduĐtƌiĐe des eǆtƌaits Đellulaiƌes sur les méthionines-R-sulfoxydes libres 

(Lin, et al., 2007). Depuis, d’autƌes pƌotĠiŶes ayant une activité méthionine sulfoxyde 

réductases ont été identifiées chez E. coli : fSMsr, MsrA1, Mem-R et S-Msr (Weissbach, et al., 

2005). Le mécanisme de réduction des méthionines oxydées par les Msr est identique pour 

tous les Msr et se déroule en trois étapes. La première étape (étape réductase) consiste en la 

foƌŵatioŶ d’uŶ aĐide sulfĠŶiƋue au Ŷiǀeau du ƌĠsidu ĐǇstĠiŶe ĐatalǇtiƋue aǀeĐ la liďĠƌatioŶ 
ĐoŶĐoŵitaŶte d’uŶe ŵĠthioŶiŶe. La deuǆiğŵe Ġtape ĐoƌƌespoŶd à la foƌŵatioŶ d’uŶ poŶt 
disulfure conduisant à la libéƌatioŶ d’H2O. La dernière étape fait intervenir la thiorédoxine 

permettant la réduction du pont disulfure (Boschi-Muller, et al., 2008). 

 
Figure 29: Activité réductrice de MsrA, MsrB et fRMsr sur les méthionines sulfoxydes libres 

et incorporées (Lee, et al., 2009) 

III.6 Structures et organisation des gènes codant pour les Msr 

Il eǆiste uŶe gƌaŶde ǀaƌiĠtĠ d’oƌgaŶisatioŶ des gènes codant pour les Msr. Chez un grand 

nombre de procaryotes, les gènes msrA et msrB forment deux unités de transcription 

distinctes. Chez B. subtilis et S. aureus, les gènes msrA et msrB forment un opéron (Kryukov, 

et al., 2002). Chez le genre Neisseria, les gènes msrA et msrB sont fusionnés et codent pour 

une protéine ayant deux domaines Msr auxquels sont associés un troisième domaine de type 

thiorédoxine (Olry, et al., 2005). EŶ plus de l’oƌgaŶisatioŶ, le Ŷoŵďƌe de Đopies des gğŶes msr 

varient également entre les organismes : E. coli possède une copie de chaque gène ; les 

espèces appartenant au genre Neisseria possèdent trois copies de msrA et une seule copie de 
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msrB. Chez l’hoŵŵe, le gĠŶoŵe ĐoŶtieŶt tƌois Đopies du gğŶe msrB et une copie de msrA alors 

Ƌu’Arabidopsis thaliana possède 5 copies orthologues de msrA et 9 de msrB (Kryukov, et al., 

2002). La redondance génétique est souvent associée à la ŶĠĐessitĠ d’uŶ oƌgaŶisŵe d’aǀoiƌ 
plusieuƌs allğles eǆpƌiŵĠs seloŶ les diffĠƌeŶtes ĐoŶditioŶs Ƌu’il ƌeŶĐoŶtƌe. Les séquençages et 

clonages des gènes codant pour les méthionines sulfoxydes réductases ont permis de réaliser 

de nombreuses études sur le rôle de ces protéines. 

III.7 Implication des Msr dans la résistance au stress oxydant 

Chez E. coli, un mutant msrA a été construit (SK8779). Le taux de survie du mutant a été 

ĐoŵpaƌĠ à Đelui d’uŶe souĐhe sauǀage ;MCϭϬϲϭͿ. Suƌ boîtes de Pétri, la souche mutante est 

plus seŶsiďle au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe que la souche sauvage (Moskovitz, et al., 1995). 

L’activité enzymatique de MsrA est trois à quatre fois plus élevée quand il y a une source 

limitée de glucose et au cours de la croissance bactérienne depuis le milieu de la phase 

eǆpoŶeŶtielle jusƋu’eŶ phase stationnaire. Ces résultats suggèrent que MsrA est essentielle 

pour la croissance et la survie des bactéries en condition de stress oxydant (Moskovitz, et al., 

1995). Chez d’autƌes oƌgaŶisŵes, la dĠlĠtioŶ de msrA conduit systématiquement à une 

augmentation de la sensibilité au stress oǆǇdaŶt. Chez la souƌis, l’aďseŶĐe de msrA entraine 

une accumulation tissulaire de protéines oxydées et une durée de vie plus courte en condition 

Ŷoƌŵale et de stƌess oǆǇdaŶt ;atŵosphğƌe ĐoŶteŶaŶt ϭϬϬ% d’oǆǇgğŶeͿ (Moskovitz, et al., 

2001). Cette augmentation de la sensibilité au stress oxydant a également été observé chez la 

levure (Moskovitz, et al., 1997) et Mycobacterium bovis (St John, et al., 2001). 

 MsrB est également impliqué dans la résistance au stress oxydant. Chez E. coli, l’eǆpƌessioŶ 
du gène msrB est positivement régulée par le petit ARN régulateur RhyB, régulant 

l’hoŵĠostasie iŶtƌaĐellulaiƌe du feƌ (Masse, et al., 2005). MsrB est capable de se lier au fer, 

une source importante de superoxyde via la réaction de Fenton (Olry, et al., 2005). Chez E. 

coli, msrA est doŶĐ eǆpƌiŵĠ de façoŶ ĐoŶstitutiǀe aloƌs Ƌue l’eǆpƌessioŶ de msrB est modulée 

par le stress oxydant.  

III.8 Implication des Msr dans la pathogénicité bactérienne 

En plus de leur rôle de protection contre le stress oxydant, les méthionines sulfoxydes 

réductases apparaissent être des facteurs de virulence importants chez plusieurs agents 

pathogènes. 

III.8.1 IŵpliĐatioŶ des Msƌ daŶs l’adhĠƌeŶĐe 

Paƌŵi les dĠteƌŵiŶaŶts du pouǀoiƌ pathogğŶe d’uŶe ďaĐtĠƌie, l’uŶ des premiers facteurs est 

la ĐapaĐitĠ de se fiǆeƌ et eŶǀahiƌ ou ĐoloŶiseƌ l’hôte. L’Ġtape de fiǆatioŶ est ƌĠalisĠe gƌâĐe à la 
présence de macromolécules à la surface de la bactérie. Plusieurs paramètres sont impliqués 

daŶs l’eǆpƌessioŶ, le positioŶŶeŵeŶt, l’assemblage et la maintenance de ces macromolécules. 

Des études ont montré que la protéine MsrA est impliquée daŶs la pƌoduĐtioŶ d’adhĠsiŶes 
fonctionnelles à la surface de Neisseria gonorrhoeae et E. coli (Wizemann, et al., 1996). 

L’iŶaĐtiǀatioŶ du gğŶe msrA chez N. gonorrhoeae cause une réduction significative de la 

capacité de la bactérie à se fixer aux récepteurs glucidiques GalNAĐβ ϭ-4Gal des cellules 

eucaryotes présents sur les pneumocytes de type II et les cellules endothéliales. Chez E. coli, 
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la peƌte de MsƌA est ƌespoŶsaďle de la peƌte de l’aĐtiǀitĠ de tǇpe I fiŵďƌiae ;stƌuĐtuƌe 
adhérente répartie de façon péritriche) permettant la fixation de la bactérie aux érythrocytes 

(Wizemann, et al., 1996). 

III.8.2 Implication des Msr dans la formation de biofilms 

Les biofilms sont des amas bactériens structurés fixés sur une surface biotique ou abiotique 

ŵaiŶteŶus daŶs uŶe ŵatƌiĐe polǇŵĠƌiƋue ĐoŵposĠe d’eǆopolǇsaĐĐhaƌides, de pƌotĠiŶes et 
d’aĐides ŶuĐlĠiƋues. La foƌŵatioŶ de Đette stƌuĐtuƌe peƌŵet auǆ ďaĐtĠƌies d’ġtƌe plus 

ƌĠsistaŶtes à la ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe de l’hôte et auǆ aŶtiďiotiƋues. Chez E. coli, l’eǆpƌessioŶ 
de msrA est iŶduite duƌaŶt la foƌŵatioŶ d’uŶ ďiofilŵ. L’absence de la protéine de MsrA affecte 

la capacité de cette bactérie à réaliser des biofilms (Beloin, et al., 2003). 

III.8.3 Implication des Msr dans la mobilité 

La mobilité fait partie des facteurs de virulence car elle facilite la ĐoloŶisatioŶ de l’hôte. Chez 

la bactérie phytopathogène Erwinia chrysanthemi, le mutant msrA est plus sensible au stress 

oxydant mais il est aussi moins mobile sur des surfaces solides que la souche sauvage. De plus, 

cette étude a aussi montré que la virulence et l’iŶǀasioŶ sǇstĠŵiƋue du ŵutaŶt étaient 

réduites (Hassouni, et al., 1999). 
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Objectifs des travaux de thèse 
 

Au seiŶ de l’ĠƋuipe SQPOV, plusieuƌs tƌaǀauǆ oŶt ƌĠǀĠlĠ le lieŶ eŶtƌe la toǆiŶogeŶğse 
et le métabolisme cellulaire chez B. cereus. La quantité de toxines sécrétées varie en fonction 

des conditions de POR/oxygénation ainsi que de la quantité et source de carbone (Duport, et 

al., 2004, Zigha, et al., 2006, Clair, et al., 2010, Laouami, et al., 2011, Clair, et al., 2012). Le 

pouvoir pathogène de B. cereus dĠpeŶd de sa ĐapaĐitĠ à s’adapteƌ auǆ diffĠƌeŶts 
environnements et à y produire des facteurs de virulence. En aérobiose, B. cereus met en place 

un métabolisme de type respiratoire en aérobiose ou de type fermentaire en anaérobiose et 

en absence de source de nitrates. En aérobiose, la chaîne de transport des électrons est la 

source majeure de ROS endogènes. En anaérobiose, ceux-ci sont générés à la suite du stress 

nutritionnel ou réducteur à bas POR. Les résidus méthionines des protéines intracellulaires 

sont connus pour être oxydées en méthionines sulfoxydes par les ROS endogènes. L’oǆǇdatioŶ 
des ƌĠsidus Met paƌ les ROS est ƌĠǀeƌsiďle du fait de l’aĐtiǀitĠ réductrice des Msr. Pour une 

protéine donnée, le rapport Met(O)/Met est donc dépendant de la sensibilité des résidus Met 

aux ROS (qui est elle-ŵġŵe dĠpeŶdaŶte de la ƋuaŶtitĠ de ROS pƌĠseŶtͿ et de l’aĐtiǀitĠ Msƌ.  

Nous avons fait l’hǇpothğse que les résidus méthionines des protéines extracellulaires sont 

oxydés par les ROS avant leur exportation. Par ailleurs, les protéines extracellulaires étant 

exportées sous formes dépliées, elles pourraient être des cibles privilégiées pour les Msr. Pour 

tester la 1ère hypothèse, nous avons évalué la dynamique des méthionines sulfoxydes (Met(O)) 

daŶs l’eǆopƌotĠoŵe de B. cereus souche ATCC 14579/pBClin15 au cours de la croissance à 

diffĠƌeŶts poteŶtiels d’oǆǇdo-réduction en aérobiose et anaérobiose. 

Pour tester la seconde hypothèse, nous avons construit une souche ne synthétisant plus la 

méthionine sulfoxyde réductase MsƌAB. La ĐoŶstƌuĐtioŶ de Đette souĐhe s’est aĐĐoŵpagŶĠe 
de la perte du plasmide cryptique pBClin15. Nous avons donc cherché à déterminer 

l’iŵpliĐatioŶ de ce plasmide dans le métabolisme de B. cereus en comparant les protéomes et 

eǆopƌotĠoŵes de la souĐhe sauǀage et la souĐhe ΔpBCliŶϭϱ.  

La dǇŶaŵiƋue des Met;OͿ et l’iŵpliĐatioŶ de MsƌAB daŶs Đette dǇŶaŵiƋue oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes 
en comparant (i) les teneurs en Met(O) des protéomes et exoprotéomes de la souche sauvage 

daŶs diffĠƌeŶtes ĐoŶditioŶs d’oǆǇgĠŶatioŶ et de POR et eŶ ĐoŵpaƌaŶt ;iiͿ les teŶeuƌs eŶ 
Met(O) des protéomes et exoprotéomes du mutant ΔmsrAB et de la souĐhe ΔpBCliŶϭϱ en 

aérobiose dans un premier temps, puis en aŶaĠƌoďiose sous fluǆ d’azote paƌ la suite. 
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1. Les souches de B. cereus  

Quatre souches de B. cereus ont été utilisées : 

- La souche de référence ATCC 14579 isolée dans une étable par Frankland (Frankland 

& Frankland, 1887). Cette souche possède un seul plasmide : le plasmide pBClin15. La 

séquence du chromosome et du plasmide sont entièrement établies (Ivanova, et al., 

2003). 

- La souche ATCC 14579 curée du plasmide pBClin15 ;ΔpBCliŶϭϱͿ (Madeira, et al., 2016) 

en utilisant la méthode décrite par Voros (Voros, et al., 2013). 

- Le mutant ΔmsrAB construit dans le cadre du travail présenté. Le gène msrAB de la 

souche ATCC 14579 a été interrompu par la cassette de résistance à la spectinomycine.  

- Le mutant complémenté ΔmsrAB (pHT304- msrAB) construit dans le cadre du travail 

présenté en insérant une copie de msrAB avec son promoteur dans le plasmide 

pHT304. 

Les souches sont conservées à -80°C dans du glycérol 30% (w/v). 

1.1 CoŶstƌuĐtioŶ du ŵutaŶt ΔmsrAB 

Le gène msrAB aǀeĐ ses ƌĠgioŶs flaŶƋuaŶtes ;Ϯϴϴ pď eŶ ϱ’ et ϭϮϳ pď eŶ ϯ’Ϳ a ĠtĠ aŵplifiĠ paƌ 
PCR à paƌtiƌ d’eǆtƌaĐtioŶ d’ADN gĠŶoŵiƋue de B. cereus souche ATCC 14579 obtenu en suivant 

le protocole décrit par Guinebretière et Nguyen-The (Guinebretiere & Nguyen-The, 2003). Les 

séquences des amorces sont : 

- Pouƌ l’aŵoƌĐe seŶs : ϱ’-gaattcTCATGCGCTTGAAAGTTACG-«ϯ’ avec un site de 

restriction EcoRI 

- Pouƌ l’aŵoƌĐe aŶti-sens : ϱ’-agatctTTGGCGTAACGGTAATTGGT-ϯ’ avec un site de 

restriction BglII 

Le kit PCR pour l’aŵplifiĐatioŶ du fƌagŵeŶt d’ADN de ϭϰϬϭ kpb contenant le gène msrAB est 

AmpliTaq® PCR Products (ThermoFisher). Le programme du thermocycleur est le suivant : 

Dénaturation initiale 94°C  2 min  
Dénaturation  94°C  1 min 
Hybridation des amorces  45°C  1 min 
Elongation  72°C  2 min  
Elongation finale  72°C  7 min  
Température finale  10°C  ∞  

 

La taille des produits PCR est estimée après migration (100 V) sur gel d’agaƌose ϭ% dans une 

solution tampon de TAE (40 mM Tris, 0.1 % acide acétique, 2 mM EDTA, pH 8.5). Le marqueur 

de poids moléculaire est le Smart Ladder de chez Eurogentec. Le gel est coloré dans un bain 

de bƌoŵuƌe d’Ġthidiuŵ ;Ϭ,Ϯ ʅg/ŵlͿ puis ǀisualisé sous lumière UV. Le produit PCR est ensuite 

extrait et purifié à l’aide du Kit de puƌification High Pure PCR Product (Roche). Le produit PCR 

est cloné dans le vecteur pCR®-XL-TOPO® 3.5 kb (Invitrogen) en respectant les instructions du 

fournisseur, générant ainsi le plasmide pCRXLmsrAB. Des cellules d’E. coli chimio-compétentes 

(One Shot® competent cells) ont ensuite été transformées avec la construction pCRXLmsrAB. 

35 cycles 
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Les clones bactériens transformés ont été sélectionnés sur boîte de gélose LB contenant de la 

kanamycine (Km, 50 µg/ml). Après une mise en culture de 24 h dans du milieu LB liquide + Km 

des colonies, les plasmides ont été extraits à l’aide du kit « PuƌeYield™ Plasŵid MiŶipƌep » 

(Promega) en respectant les consignes du fournisseur. Les plasmides sont digérés par StuI pour 

insérer la cassette de résistance à la spectinomycine (Murphy, 1985) provenant du plasmide 

pDIA (Laouami, et al., 2011). Cette cassette spc de 1,5 kpb est libérée du plasmide pDIA par 

digestion avec SmaI. Le plasmide résultant pCRXL-msrABΔspĐ suďit uŶe douďle digestioŶ paƌ 
EcoRI et BglII. Le fragment msrAB-ΔspĐmsrAB est ensuite inséré entre les sites correspondant 

du plasmide pMAD (Arnaud, et al., 2004). Le plasmide résultant est introduit chez B. cereus 

ATCCϭϰϱϳϵ paƌ ĠleĐtƌopoƌatioŶ eŶ utilisaŶt l’appareillage « Gene Pulser II System » (Bio-Rad). 

Le gène disrupté msrABΔspĐ est ensuite intégré dans le génome à la place de la copie sauvage 

par recombinaison homologue (Arnaud, et al., 2004). La recombinaison est confirmée par PCR 

en utilisant les oligonucléotides précédemment décrits. 

1.2 CoŵplĠŵeŶtatioŶ du ŵutaŶt ΔŵsƌAB-CoŶstƌuĐtioŶ de la souĐhe ΔŵsƌAB/pHTϯϬϰ-msrAB 

Le gène msrAB avec ses régioŶs flaŶƋuaŶtes ;Ϯϴϴ pď eŶ ϱ’ et ϭϮϳ pď eŶ ϯ’Ϳ a ĠtĠ aŵplifiĠ paƌ 
PCR (cf 1.1) pour ensuite être cloné dans le plasmide pCR®-XL-TOPO®. Le fragment PCR est 

digéré par EcoRI puis ligaturer sur les mêmes sites de coupure du plasmide digéré pHT304 

(Arantes & Lereclus, 1991). L’iŶtĠgƌitĠ de l’iŶseƌt du ǀeĐteuƌ ƌeĐoŵďiŶaŶt a ĠtĠ ǀĠƌifiĠ paƌ 
séquençage et le vecteur a été utilisé pour transformer la souche ΔmsrAB. 

2. Les milieux de culture 

Tableau 5: Composition du milieu MOD 

Constituants  concentration en g/L 

K2HPO4 1.000 

(NH4)2SO4 6.000 

MgSO4 0.040 

Arginine 0.460 

Acide aspartique 0.910 

Cystéine 0.040 

Acide glutamique 2.000 

Glycine 0.390 

Histidine 0.360 

Isoleucine 0.700 

Leucine 1.370 

Lysine 1.180 

Méthionine 0.400 

Phénylalanine 0.280 

Sérine 0.660 

Thréonine 0.710 

Tyrosine 0.042 

Valine 0.910 
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2.1 Le milieu MOD 

Le milieu de culture utilisé en fermenteur est un milieu chimiquement défini riche en acides 

aminés (Tableau 5). Le pH est ajusté à 7,2 avec une solution de KOH 2M avant autoclavage. Le 

glucose stérilisé par filtration est ajouté après autoclavage pour obtenir une concentration 

finale de 30 mM. 

2.2 Le milieu LB 

Le milieu LB (lysogeny broth) est un milieu de culture empirique nutritif développé par Bertani 

(Bertani, 1951). Ce milieu est composé de 10 g/L de peptone, 5 g/L d'extrait de levures et 10 

g/L de NaCl.  

3. Les conditions de culture 

3.1 Culture en conditions non contrôlées  

Les cultures en Erlenmeyer ont été réalisées en aérobiose et anaérobiose. Pour l’aĠƌoďiose, 

l’espaĐe de tġte ĐoƌƌespoŶdait à ϵ/ϭϬ du ǀoluŵe total de l’EƌleŶŵeǇeƌ. Pour les cultures en 

anaérobiose, l’espace de tête correspondait à la moitié du ǀoluŵe total de l’EƌleŶŵeǇeƌ. 
L’aŶaĠƌoďiose a été obtenue paƌ la dispositioŶ d’uŶ ďouĐhoŶ à jupe rabattable de 30,7 mm de 

diaŵğtƌe et uŶ ďullage d’une heure sous fluǆ d’azote filtré. Les cultures ont été incubées à 

37°C daŶs uŶ iŶĐuďateuƌ ;Theƌŵo SĐieŶtifiĐ™ MaǆQ™ ϰϬϬϬ BeŶĐhtop Oƌďital ShakeƌsͿ aǀeĐ 
une agitation de 200 tours par minute. Les pré-cultures sont inoculées avec des cellules qui 

ont été isolées sur boîte de gélose LB et incubées 24 h à 37°C. 

3.2 Culture en conditions contrôlées 

Les cultures en batch ont été réalisées dans un fermenteur en verre de 3 litres 

(BioFlo®/CelliGen®115, New Brunswick Scientific) avec un volume initial de 2 litres de milieu 

de culture. Ce fermenteur était équipé d’uŶe soŶde de teŵpĠƌatuƌe de sĠƌie, d’uŶe soŶde 
polaƌogƌaphiƋue à oǆǇgğŶe ;Mettleƌ ToledoͿ, d’uŶe soŶde pH ;Mettleƌ ToledoͿ et d’uŶe soŶde 
d’oǆǇdo-réduction (AgCl, Mettler Toledo). Avant autoclavage 20 minutes à 121°C, la sonde pH 

est étalonnée sur le moniteur à pH 4 puis pH 7 jusƋu’à staďilisatioŶ des ǀaleuƌs affiĐhĠes. Pour 

la soŶde d’oǆǇdo-ƌĠduĐtioŶ, uŶe ŵesuƌe de ĐoŶtƌôle est ƌĠalisĠe aǀaŶt l’autoĐlavage dans de 

l’eau de ƌoďiŶet (Abraham, et al., 2013) après polissage de la partie métallique avec de la 

poudƌe d’aluŵiŶe ;DuƌŵaǆͿ. La soŶde polaƌogƌaphiƋue à oǆǇgğŶe est ĠtaloŶŶée après 

autoclavage en faisant ďulleƌ de l’azote ;Ϭ % d’oǆǇgĠŶatioŶͿ puis de l’air (100 % d’oǆǇgĠŶatioŶͿ 
jusƋu’à staďilisatioŶ des ǀaleuƌs. Pouƌ l’aŶaĠƌoďiose, Đ’est daŶs l’oƌdƌe iŶǀeƌse Ƌue 
l’ĠtaloŶŶage est ƌĠalisĠ. Le feƌŵeŶteuƌ est ƌeliĠ à uŶ ĐƌǇostat ;PolǇstat, BioďloĐk SĐieŶtifiĐͿ 
pour fonctionner en circuit fermé et stabiliser la température. 

Les conditions et paramètres de culture sont : 

- Température : 37°C  

- Agitation : 300 rpm 

- pH : 7,2 (régulé par une pompe péristaltique reliée à une solution de KOH 2 M) 

- débit de gaz : 1150 ccm (centimètre cube par minute) pour la condition aérobiose (flux 

d’aiƌ aŵďiaŶtͿ et 300 ĐĐŵ pouƌ l’aŶaĠƌoďiose ;fluǆ d’azote et d’hǇdƌogğŶeͿ. 
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Les cultures en fermenteurs sont ensemencées à partir de pré-cultures réalisées en 

Erlenmeyer. Les cellules de la pré-culture sont lavées trois fois dans du milieu MOD avant leur 

inoculation dans le fermenteur. La quantité de cellules à injecter est calculée pour avoir une 

DO initiale dans le fermenteur de 0,02. 

4. Suivi de la croissance et prélèvements 

4.1 Mesure du taux de croissance bactérienne µmax 

La croissance a été suivie en mesurant la densité optique (DO) à 600 nm toutes les 30 minutes. 

La croissance bactérienne est ensuite modélisée seloŶ l’ĠƋuatioŶ ŵodifiĠe de Goŵpeƌtz 
(Zwietering, et al., 1990).  

4.2 Dénombrement et détermination de la biomasse bactérienne  

Pour chaque souche bactérienne, un prélèvement a été réalisé en phase exponentielle, phase 

de ralentissement et phase stationnaire pour réaliser un étalement sur milieu LB et 

déterminer la biomasse. Pour l’ĠtaleŵeŶt, des dilutions sérielles de 10-1 à 10-9 ont été 

effectuées dans du tampon phosphate à 0,1 M. Les boîtes de Pétri sont incubées une heure à 

l’Ġtuǀe à ϯϬ°C aǀaŶt le dénombrement des unités formant des colonies (UFC). La biomasse est 

déterminée après filtration de 50 ml de culture avec uŶe uŶitĠ de filtƌatioŶ ĠƋuipĠe d’uŶ filtƌe 
à membrane en acétate de cellulose de 0,20 µM de porosité (Sartorius) et reliée à une pompe 

à vide. 150 ml d’eau phǇsiologiƋue soŶt ajoutĠs pouƌ s’assuƌeƌ du dĠpôt de toutes les ďaĐtĠƌies 

suƌ le filtƌe. Le filtƌe est eŶsuite dĠliĐateŵeŶt ƌĠĐupĠƌĠ de l’uŶitĠ de filtƌatioŶ puis plaĐeƌ daŶs 
une boîte de Pétri maintenue légèrement ouverte. Le fond est recouvert de parafilm (Parafilm 

M® Brand Products) pour éviter une adhésion du filtre pendant le séchage. La durée de 

sĠĐhage est de ϱ jouƌs ;jusƋu’à staďilisatioŶ de la ŵasseͿ daŶs uŶe Ġtuǀe à ϯϳ°C.  

4.3 Prélèvements des surnageants cellulaires et récoltes des cellules bactériennes 

Trois prélèvements de 200 ml sont réalisés au cours de la culture: en phase exponentielle, en 

phase de ralentissement puis en phase stationnaire (Figure 30). Ils sont déterminés à partir 

d’uŶe pƌeŵiğƌe ĐƌoissaŶĐe ƌĠalisĠe eŶ feƌŵeŶteuƌ daŶs les ŵġŵes conditions que les triplicats 

biologiques. Le prélèvement en phase exponentielle correspond au µmax et se situe à une DO 

de 0,1. La phase de ralentissement correspond au rapport sur la courbe de croissance du point 

d’iŶteƌseĐtioŶ eŶtƌe la taŶgeŶte du poiŶt de prélèvement au µmax et à celle de la phase 

stationnaire.  
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Figure 30: Représentation sur la courbe de croissance de la souche sauvage (WT) des trois 

prélèvements réalisés en phase exponentielle, phase de ralentissement et phase 

stationnaire 

Le prélèvement en phase stationnaire est réalisé 90 minutes après que la DO reste stable. Ces 

prélèvements sont réalisés dans des bouteilles à centrifuger en PPCO (Translucent 

Polypropylene Copolymer) de 250 ml (Thermo Scientific Nalgene®). Les cultures sont stoppées 

en fin de phase stationnaire après le dernier prélèvement. Un montage a été mis en place 

pouƌ à la fois ƌĠaliseƌ des pƌĠlğǀeŵeŶts de gƌos ǀoluŵes eŶ peu de teŵps ŵais aussi pouƌ Ƌu’il 
y est un flux de gaz identique dans le fermenteur et la bouteille à centrifuger. 

Les cellules et le surnageant sont séparés par centrifugation à 10000 g pendant 10 min à 4°C. 

Le culot cellulaire est immédiatement congelé à -20°C après remise en suspension dans 30 ml 

de PBS 1X froid. Le milieu extracellulaire est filtré successivement avec des filtres à membrane 

en acétate de cellulose de 0.85, 0.45 et 0.20 µm de porosité via des unités de filtration. 80 ml 

soŶt utilisĠs pouƌ l’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse. 40 ml sont précipités avec du TCA 50%. 

Le tube de 50 ml est inversé 5 fois puis centrifugé à 7000 g pendant 10 minutes. Le surnageant 

est éliminé puis une nouvelle centrifugation est réalisée à 2500 g pendant 2min (2 à 3 fois) 

pour éliminer au maximum le TCA. Le culot est remis en suspension dans 40 µl de PBS 1X. Pour 

neutraliser le TCA, la suspension est transvasée dans un microtube de 1,5 ml. Il est placé 

bouchon ouvert dans une boîte hermétique avec 400 µl d’aŵŵoŶiaƋue suƌ du papieƌ ďuǀaƌd 
peŶdaŶt ϭh aǀaŶt d’ġtƌe ĐoŶgelĠ à -20°C. Le surnageant filtré restant est conditionné en 

plusieurs aliquotes puis congelé à -20°C pour le dosage du glucose, des métabolites, des 

pƌotĠiŶes et de l’aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue du suƌŶageaŶt. 
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5. Les techniques de biochimie 

5.1 Dosage du glucose et des métabolites 

A partir des surnageants filtrés conservés à -20°C, les concentrations de glucose, acétate, 

lactate, succinate, formiate et éthanol ont été déterminées par dosage enzymatique en 

utilisant les kits Roche (Meylan, France) et en respectant les instructions du fabricant. Pour le 

dosage de chaque échantillon, un dupliquât technique est réalisé. 

5.2 Dosage de Bradford 

La concentration des échantillons de surnageant filtré a été déterminée par dosage 

colorimétrique à 600 nm en utilisant le kit PieƌĐe™ Cooŵassie ;Bradford) Protein Assay. La 

gamme étalon a été réalisée avec de la BSA (bovine serum albumine) de 7,81.10-3 mg/ml à 

2,00 mg/ml. Pour chaque échantillon, un dupliquât technique est réalisé. 

5.3 Détermination de l’aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue du suƌŶageaŶt 
L’aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue du suƌŶageaŶt filtré a été déterminée par dosage colorimétrique à 660 

nm en utilisant le kit « Universal Protease Activity Assay » (Sigma) et en utilisant comme 

appareil de mesure le BMG FLUOstar OPTIMA. La tyrosine libérée par digestion de la caséine 

réagit avec le réactif de Folin-Ciocalteu pour produire un chromophore de couleur bleue, qui 

est quantifiable en mesurant l'absorbance au spectrophotomètre. Pour chaque échantillon, 

un dupliquât technique est réalisé. 

5.4 Précipitation des protéines extracellulaires 

Pour chaque prélèvement, 3 x 40 ml des fractions filtrées sont précipités en ajoutant 10 ml de 

TCA 50%. Les flacons de 50 ml sont inversés 5 fois puis conservés à 4°C. Pour les prélèvements 

de culture en anaérobiose, après centrifugation, ces étapes sont réalisées en chambre 

anaérobie. Une fois la précipitation achevée au TCA, une centrifugation à 7000 g pendant 10 

min à 4°C est réalisée. Le surnageant est éliminé puis une nouvelle centrifugation est réalisée 

à 2500 g pendant 2 min (2 à 3 fois) pour éliminer le maximum de liquide. Le culot est remis en 

suspension dans 40 µl de LDS ϭX + β-mercaptoéthanol (solution mère à 4X, Invitrogen). Les 

échantillons sont ensuite conservés à 4°C. 

5.5 Extraction des protéines intracellulaires 

Après décongélation totale au cours de la nuit à 4°C, 12 ml sont prélevés pour chaque 

échantillon issu de la phase exponentielle et 6 ml pour ceux issus de la phase de 

ralentissement et stationnaire. Les échantillons sont ensuite centrifugés à 1000 g pendant 10 

minutes à 4°C. Le surnageant est éliminé puis 1 ml de tampon final est ajouté dans chaque 

tube. Le taŵpoŶ de lǇse ϵX est ĐoŵposĠ d’uƌĠe à ϴ.ϳϱ M, de thio-urée à 2.5 M et de CHAPS 

5%. Le DTT (50 mM), spermine base (25 mM) et un comprimé de minicocktail antiprotéase 

(Roche, 1 comprimé pour 10 ml) sont ajoutés extemporanément. Le tampon est ensuite dilué 

au 1/9 dans du Tris/HCl ajusté à pH 7.5 pour obtenir le tampon de lyse final. 

L’eŶseŵďle est tƌansféré dans des tubes stériles de 2.5 ml contenant 400 mg de billes de 0.1 

mm de zirconium (VWR). Les tubes sont placés dans un Precelys24 (Bertin). Le programme 

est : 6500 tours pendant 20 secondes. Ce programme est réalisé trois fois avec 5 secondes de 
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latence entre chaque répétition. Après 30 minutes à température ambiante, 600 µl sont 

récupérés dans un tube stérile. 1 ml de tampon final est ajouté dans le tube contenant les 

billes. Le tube est ensuite centrifugé 4 minutes à 3500 g à une température de 4°C avant de 

récupérer 1 ŵl de l’eǆtƌaĐtioŶ. Cette étape est répétée deux fois. Le volume final de 

l’ĠĐhaŶtilloŶ est de ϯ,ϲ ŵl. Un dosage de Bradford est réalisé pour chaque échantillon. Selon 

la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt diluĠs daŶs du PBS ϭX ĐoŶteŶaŶt du β-mercaptoéthanol 

ou concentrés par précipitation au TCA pour obtenir 40 µg de protéines repris dans 30µl de 

LDS 1X. 

5.6 Préparation des échantillons protéiques  

5.6.1 Migration sur gel 

20 µl des échantillons extra- et intracellulaires sont chargés dans des gels pré-coulés 4-12% 

gradient 10-dents NuPAGE (Invitrogen). Le marqueur de poids moléculaire est le SeeBlue Plus 

2 (Invitrogen) dont 10 µl sont déposés dans un puit. Le tampon de migration est le NuPAGE 

MES SDS RuŶŶiŶg Buffeƌ pƌĠpaƌĠ à paƌtiƌ d’uŶe solutioŶ ŵğƌe ϮϬX. AǀaŶt ŵigƌatioŶ, 500 µl 

d’aŶtioǆǇdaŶt ;IŶǀitƌogeŶͿ soŶt ajoutĠs daŶs le ďaiŶ de ŵigƌatioŶ ĐoŶteŶaŶt uŶ ǀoluŵe 
d’environ 200 ml de tampon de migration. La ŵigƌatioŶ est de l’oƌdƌe de ϯ à ϱ ŵiŶutes à uŶ 
voltage constant de 200 V. 

Les gels sont ensuite rincés trois fois pendaŶt ϱ ŵiŶutes sous faiďle agitatioŶ aǀeĐ de l’eau 
Milli-Q. Ils sont ensuite colorés avec une dose de Simply Blue Safe Strain (Invitrogen) pendant 

uŶe heuƌe sous faiďle agitatioŶ. Apƌğs uŶ pƌeŵieƌ ƌiŶçage à l’eau Milli-Q puis un lavage, les 

gels sont conservés toute la nuit à 4°C. 

5.6.2 Digestion trypsique « in gel » 

Après la migration sur gel des échantillons et l’Ġtape de ĐoloƌatioŶ, les ďaŶdes pƌotĠiƋues soŶt 
découpées en éliminant le surplus de gel. Chaque bande correspondant à un échantillon est 

ensuite coupée en deux. Les morceaux de gel sont placés dans une plaque 96 puits pour subir 

une première étape de lavage/déshydratation successiǀe à l’eau Milli-Q, à l’aĐĠtoŶitƌile ϱϬ 

mM puis à l’aĐĠtoŶitƌile puƌ. Les ŵoƌĐeauǆ de gels dĠshǇdƌatĠs soŶt eŶsuite séchés au 

SpeedVac pendant deux minutes. Pouƌ la ƌĠduĐtioŶ et l’alkǇlatioŶ des poŶts disulfuƌes, les 

solutions de DTT à 25 ŵM et d’iodoaĐĠtaŵide à ϱϱ ŵM soŶt pƌĠpaƌĠs eǆteŵpoƌaŶĠŵeŶt daŶs 
du taŵpoŶ de ďiĐaƌďoŶate d’aŵŵoŶiuŵ à ϱϬ ŵM. Ces solutioŶs soŶt conservées dans de la 

glace et à l’aďƌi de la luŵiğƌe pouƌ l’iodoaĐĠtaŵide. Les fractions de gels sont réhydratées avec 

la solution de DTT à 25 mM puis incubées pendant 10 minutes à 56°C. Le surnageant est 

ensuite éliminé. La solution d’iodoaĐĠtaŵide à 55 mM est ajoutée dans chaque puit. La plaque 

est incubée 10 minutes à température ambiante et dans le noir sous une agitation de 500 

tours par minute. Après élimination du surnageant, les fractions de gels sont déshydratées à 

l’aĐĠtoŶitƌile comme précédemment puis séché au SpeedVac. Pour la digestion trypsique, 

deux solutions sont préparées : une solution enzymatique contenant 10 ng/µl de trypsine Gold 

(Promega) dans 0.1% ProteaseMAXTM surfactant : 50 mM NH4HCO3 et une solution de 0.01% 

ProteaseMAXTM surfactant : 50 mM NH4HCO3. Toute l’Ġtape de la pƌĠpaƌatioŶ de la digestioŶ 
trypsique se déroule sur de la glace. Les fractions de gels sont réhydratées avec 20 µl de la 
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solution enzymatique. Après pénétration de la solution (environ 15 minutes), le surnageant 

est retiré puis 50 µl de la deuxième solution sont ajoutés. La plaque est ensuite incubée 

pendant deux heures à 37°C.  

Pouƌ la deƌŶiğƌe Ġtape d’eǆtƌaction des peptides, on ajoute 10 µl de TFA 5% pour inactiver la 

trypsine dans chaque puit après avoir regroupé les échantillons (volume total : 100 µl). Les 

échantillons sont ensuite dilués au 1/20 dans du TFA 0,1% avant le passage dans le 

spectromètre de masse. 

5.7 Analyse par spectrométrie de masse en tandem  

5.7.1 Principe de la spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse physico-chimique permettant de 

dĠteĐteƌ, d'ideŶtifieƌ et de ƋuaŶtifieƌ des ŵolĠĐules d’iŶtĠƌġt paƌ ŵesuƌe de leuƌ ŵasse. SoŶ 
principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction 

de leur rapport masse/charge (m/z). De plus, la spectrométrie de masse permet de 

caractériser la structure chimique des composés par fragmentation. 

Le spectromètre de masse comporte toujours : 

- uŶe souƌĐe d’ioŶisatioŶ où se pƌoduit l’ioŶisation-désorption des analytes  

- un analyseur séparant les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z) 

- un détecteur convertissant le courant ionique en courant électrique 

- un système de traitement informatique pour analyser les spectres 

Pour améliorer les performances du spectromètre de masse, il est souvent couplé avec une 

ŵĠthode de sĠpaƌatioŶ d’uŶ ŵĠlaŶge Đoŵŵe la Đhƌoŵatogƌaphie eŶ phase gazeuse ;CPGͿ ou 
en phase liquide (CPL ou LC pour liquid chromatography). Les performances d’uŶ 
spectromètre de masse sont définies par : 

- sa résolution : ĐapaĐitĠ de l’iŶstƌuŵeŶt à sĠpaƌeƌ des ioŶs de ŵasses ǀoisiŶes. Plus la 
résolution est élevée, plus la différence entre deux signaux distincts est faible. 

- sa sensibilité : ĐapaĐitĠ à ŵesuƌeƌ des petites ƋuaŶtitĠs ;de l’oƌdƌe de l’attoŵoleͿ 
- son exactitude : capacité à mesurer la masse exacte des ioŶs. C’est le ƌatio du ƌappoƌt 

m/z mesuré sur la valeur réelle du m/z. Il est exprimé en ppm (parts-per-million, 10−6) 

- son domaine de masse : échelle dans laquelle le spectromètre de masse réalise les 

mesures, e.g. 50-2000 m/z. 

5.7.2 La spectrométrie de masse en tandem 

La spectrométrie de masse en tandem (mass spectrometry ou MS/MS en anglais) combine 

deux analyseurs peƌŵettaŶt d’oďteŶiƌ une meilleure résolution de masse et une 

caractérisation de la structure chimique des mélanges peptidiques complexes des 

échantillons. Au cours de mes travaux de thèses, nous avons utilisé un LTQ-Orbitrap XL 

(Thermo Scientific) couplé à un HPLC (high performance liquid chromatography) UltiMate® 

3000 Nano LC systems (DIonex-LC Packings). 
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5.7.3 Analyse des échantillons par nanoLC-MS/MS 

Après digestion trypsique, uŶ ǀoluŵe suffisaŶt de ĐhaƋue ĠĐhaŶtilloŶ est dĠposĠ daŶs l’iŶseƌt 
en verre contenu dans les flacons du passeuƌ d’ĠĐhaŶtilloŶs. ϱ µl soŶt ĐhaƌgĠs et dessalĠs daŶs 
une pré-ĐoloŶŶe eŶ phase ƌeǀeƌse ;AĐĐlaiŵ™ PepMap™ ϭϬϬ Cϭϴ, taille de ďilles : ϱ µŵ, taille 
de pores : 100 Å, 5 mm x 300 µm) à un débit de 0,3 µl par minute, puis séparés sur une colonne 

capilaire ;ŶaŶosĐale AĐĐlaiŵ PepMapϭϬϬ Cϭϴ ϯ ʅŵ, ϭϬϬ Å, ϳϱ ʅŵ i.d. × ϱϬ ĐŵͿ aǀaŶt l’iŶjeĐtioŶ 
dans la trappe ionique linéaire. Les peptides sont résolus en utilisant un gradient de 90 

minutes allant de 4 à 48 % d’uŶ solǀaŶt B ;Ϭ,ϭ% HCOOH dans CH3CN/ H2O 80/20) (solvant B / 

solvant A). Le solvant A est composé de 0,1% HCOOH dans H2O. La gamme de masse est de 

300-1800 m/z. Il y a exclusion dynamique des ions sélectionnés (ions parents) par la trappe 

ionique linéaire vers la cellule de collision. La fragmentation MS/MS des trois ions les plus 

abondants sont ensuite réalisés dans la trappe ionique linéaire(Clair, et al., 2010). 

5.7.4 Traitements des données 

En sortie du spectromètre de masse, les résultats sont enregistrés en format. RAW. Le logiciel 

utilisĠ pouƌ l’analyse des spectres est Mascot Daemon (version 2.3.2) (Perkins, et al., 1999). 

La ďase de doŶŶĠes utilisĠe pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des polǇpeptides a été construite à partir des 

doŶŶĠes d’aŶŶotatioŶs gĠŶoŵiƋues du Đhƌoŵosoŵe (NC_004722) et du plasmide pBClin15 

(NC_004721) de la souche ATCC 14579 (Ivanova, et al., 2003). Les paramètres utilisés sont : 

une tolérance de masse des ions parents de 5 ppm avec une tolérance sur les spectres MS/MS 

de 0,6 Da et l’aďseŶĐe ŵaǆiŵale de digestioŶ tƌǇpsiƋue au Ŷiǀeau des sites de Đoupuƌes 
(missed cleavages en anglais abrégé MC) de 2. La carboxyamidométhylation des résidus 

cystéines (+ϱϳ.ϬϮϭϱͿ est paƌaŵĠtƌĠe Đoŵŵe uŶe ŵodifiĐatioŶ fiǆe et l’oǆǇdatioŶ des 
méthionines (+15.9949) comme une modification post-traductionnelle variable. Le logiciel 

Mascot génère ensuite des fichiers en format .DAT. Les résultats sont ensuite filtrés par le 

logiciel IRMaBatch (version 1.28.0) (Dupierris, et al., 2009) qui génère des fichiers en format 

Excel directement exploitables.  

6. Les analyses statistiques 

6.1 Les analyses statistiques descriptives multidimensionnelles 

En statistique, les aŶalǇses ŵultiǀaƌiĠes oŶt pouƌ ďut de sǇŶthĠtiseƌ l’iŶfoƌŵatioŶ issue de 
plusieurs variables. Dans notre cas, les tableaux de données contiennent jusƋu’à ϵϮϮ pƌotĠiŶes 
(variables). Il eǆiste deuǆ ŵĠthodes d’aŶalǇses : les méthodes explicatives et les méthodes 

descriptives. Les méthodes explicatives visent à expliquer une variable en fonction de deux ou 

plusieurs variables. Les méthodes descriptives permettent de structurer et simplifier un 

tableau de données contenant plusieurs variables sans privilégier l’uŶe d’eŶtƌe elles eŶ 
particulier. Les valeurs de nos variables sont exprimées en nombre de spectres et sont donc 

des ǀaƌiaďles ƋuaŶtitatiǀes. La ŵĠthode adaptĠe pouƌ l’aŶalǇse de Ŷos doŶŶĠes est l’aŶalǇse 
en composantes principales (ACP). Ces analyses consistent en un regroupement des variables 

selon leur variance en plusieurs composantes principales. Avant les analyses, les données sont 

ĐeŶtƌĠes et ƌĠduites. Le pƌiŶĐipe de l’ACP est de ƌĠduiƌe le Ŷoŵďƌe d’aǆes ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ 
Ŷ pƌotĠiŶes pouƌ faĐiliteƌ l’aŶalǇse des doŶŶĠes. Ces nouveaux axes sont appelées 

composantes principales. Chaque composante principale correspond à une combinaison 
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linéaire de plusieurs anciens axes (anciennes variables). Les composantes principales sont 

classées selon leur inertie (valeur propre) du plus grand au plus petit. Ainsi, la 1ère composante 

principale regroupe un plus grand nombre de protéines que les composantes suivantes. 

Chaque variable regroupée dans une composante principale est caractérisée par un 

coefficient de corrélation variant entre -1 et 1 et une p-value. Cette transformation permet de 

ƌĠsuŵeƌ l’iŶfoƌŵatioŶ ƌedoŶdaŶte d’uŶ taďleau pouƌ pouǀoiƌ dĠĐƌiƌe/explorer un jeu de 

données (data mining) et interpréter les résultats en mettant en corrélation le regroupement 

des variables (protéines) en fonction de celui des individus (les échantillons). De plus, la 

représentation de la projection des individus sur le plan factoriel des composantes donne le 

moyen de s’assuƌeƌ du ďoŶ ƌegƌoupeŵeŶt des ϯ ƌĠpliĐats ďiologiƋues. Les ACP ont été 

réalisées avec le package FactoMineR (Lê, et al., 2008) sous R (version 3.2.0). Chaque variable 

a un poids affeĐtĠ ideŶtiƋue de ϭ gƌâĐe à l’aƌguŵeŶt sĐale.uŶit du paĐkage. 

6.2 Les classifications hiérarchiques 

Une classification hiérarchique a été réalisée dans certains cas à partir des composantes 

principales. Cette classification permet de classer les protéines selon k catégories 

ĐoƌƌespoŶdaŶt à tƌois ƌĠpliĐats ďiologiƋues d’uŶe phase de ĐƌoissaŶĐe. Elle ŵet eŶ aǀaŶt les 

protéines dont l’aďoŶdaŶĐe est phase dĠpeŶdaŶte. 

6.3 Les analyses d’aďoŶdaŶĐes des pƌotĠiŶes 

Les aŶalǇses d’aďoŶdaŶĐes des pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ réalisées avec le package LIMMA (linear 

models for microarray data) (Ritchie, et al., 2015) en utilisant la méthode voom (acronyme de 

« variance modeling at the observational level ») (Law, et al., 2014). LIMMA est un test 

statistique linéaire populaire parmi le plus utilisé dans la littérature pour déterminer les 

diffĠƌeŶĐes d’expressions des gènes. Il est performant pour toutes les tailles de données et 

pour tous les types de distribution. Nos données sont des données quantitatives discrètes qui 

suivent une distribution binomiale négative (tests non paramétriques). La méthode voom 

peƌŵet d’appliquer ce test statistique aux données d’aďoŶdaŶĐes des pƌotĠiŶes en 

transformant les données quantitatives discrètes en données quantitatives continues. Les 

données de spectrométrie de masse consistent en une matrice de nombres de spectres rpi, 

pour chaque échantillon i=1 à n, et chaque protéine p=1 à P. Cette méthode permet de définir 

à partir du nombre de spectres de chaque protéine pour chaque échantillon une valeur de log-

cpm (log-counts per million) selon la formule suivante : 

 

L’additioŶ de Ϭ,ϱ suƌ le Ŷoŵďƌe de speĐtƌes peƌŵet d’Ġǀiteƌ d’aǀoiƌ uŶ log de Ϭ pouƌ les 
protéines non observées dans un échantillon et de réduire la variabilité du log-cpm pour les 

protéines peu oďseƌǀĠes. L’additioŶ de ϭ à la soŵŵe totale du Ŷoŵďƌe de speĐtƌes peƌŵet de 
s’assuƌeƌ Ƌue ;Rpi + 0,5) / (Ri + 1,0) est strictement inférieur à 1 et strictement supérieur à 0. 

De plus, la méthode voom peƌŵet d’estiŵeƌ la ƌelatioŶ ŵoǇeŶŶe-variance et de générer un 
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poids précis pour chaque échantillon afin de les normaliser. Le log-cpm de chaque observation 

et le facteur de normalisation pour chaque échantillon sont pris en compte dans le processus 

de modĠlisatioŶ liŶĠaiƌe pouƌ ajusteƌ l’hĠtĠƌosĐĠdastiĐitĠ. Le package EdgeR (Robinson, et al., 

2010) est utilisé pour pouvoir implémenter des tests non paramétriques dans LIMMA mais 

aussi ideŶtifieƌ les gƌoupes ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ ƌĠpliĐats ďiologiƋues aǀeĐ l’aƌguŵeŶt 
« DGEList ». A la sortie du test statistique, nous avons les valeurs de fold-change de chaque 

protéine pour chaque matrice de comparaison et la valeur de p-value associée. Il est 

ĠgaleŵeŶt possiďle d’aǀoiƌ la p-ǀalue ajustĠe à l’eŶseŵďle des ŵatƌiĐes de ĐoŵpaƌaisoŶ 
(comparaison multiples) et de calculer le seuil de significativité (B-value ou log-odds) en 

utilisant une méthode de correction (Holm, Hochberg, Hommel, Bonferroni, FDR, BH ou BY).  

7. QuaŶtifiĐatioŶ ƌelatiǀe de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes msr par RT-PCR 

7.1 Extraction des ARN totaux 

Pouƌ l’eǆtƌaĐtioŶ des ARN, ϲ ŵl de culots cellulaires sont utilisés pour les prélèvements de la 

phase exponentielle et 3 ml pour ceux de la phase de ralentissement et stationnaire. Le 

surnageant est éliminé après une centrifugation de 5 minutes à 9000 rpm à 4°C. Le culot est 

repris avec 1 ml de Tri reagent froid (Ambion) sous une hotte chimique. La suspension est 

ensuite transférée dans un tube stérile contenant des billes en verre du kit Precellys VK05 

(Bertin). Les échantillons sont passés 3 fois au Precellys pendant 45 secondes à une vitesse de 

6500 tours. A la fin du cycle, 200 µl de chloroforme sont ajoutés dans chaque tube. Après une 

incubation de 10 minutes à température ambiante, une centrifugation est réalisée à 13000 

rpm pendant 10 minutes à 4°C. La phase aqueuse est récupérée dans des tubes stériles garanti 

sans ARNase de 2 ml. 500 µl d’isopƌopaŶol soŶt ajoutĠs daŶs les tuďes et une deuxième 

centrifugation à 13000 rpm pendant 8 minutes à 4°C est réalisée. Le surnageant est éliminé 

puis le Đulot est laǀĠ aǀeĐ ϭ ŵl d’ĠthaŶol froid à 75%. Après une troisième centrifugation à 

13000 rpm pendant 5 minutes, le surnageant est éliminé puis le culot est séché pendant 5 

minutes sous une hotte chimique. Le culot est remis en suspension dans 50 µl d’eau 
« nuclease-free ». Des aliquotes des ARN totaux sont réalisés avant la conservation des 

échantillons à -80°C. 

7.2 EliŵiŶatioŶ de l’ADN ĐoŶtaŵiŶaŶt 
L’ĠliŵiŶatioŶ de l’ADN daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs est obtenue en utilisant le kit RNase-Free DNase 

Set (Qiagen) et en respectant les instructions du fabricant. A la fin de la purification, les ARN 

soŶt dosĠs au NaŶoDƌop™ ϮϬϬϬ ;Theƌŵo SĐieŶtifiĐͿ.  

7.3 Evaluation de la qualité des ARN 

La ƋuaŶtitĠ et l’iŶtĠgƌitĠ des ARN oŶt ĠtĠ ǀĠƌifiées avec le bioanalyseur 2100 Agilent en 

utilisant le kit Agilent RNA 6000 Nano Quick Start et en respectant les instructions du fabricant. 

7.4 Quantification relative des gènes msrAB et msrA par RT-qPCR 

La RT-PCR a été réalisée en utilisant le kit iTaƋ™ UŶiǀeƌsal SYBR® GƌeeŶ OŶe-Step (Bio-Rad) et 

un appareil MiniOpticon Real-Time PCR System (Bio-Rad). Les paiƌes d’aŵoƌĐes utilisĠes soŶt 
présentées dans le Tableau 6. 
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Tableau 6: Liste des amorces utilisées lors des RT-qPCR 

Amorces Séquences 

16S-F GGTAGTCCACGCGTAAACG 

16S-R GACAACCATGCACCACCTG 

msrAB-F TTCTGGTACACAGGTGGTC 

msrAB-R AAAGCGTCCACTCTGCTCAA 

msr2-F TCCAACTGATGGCGGAC 

msr2-R TCACGCCCAGATTCTTTTTGC 
F pour forward : amorces sens 
R pour reverse : amorces anti-sens 
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CHAPITRE I – Rôle des résidus méthionines des 

protéines extracellulaires de B. cereus dans le 

ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie ƌedoǆ  
I.1 Problématique 
B. cereus est une bactérie aéro-anaérobie facultative à Gram positif ubiquiste pouvant 

s’adapteƌ à de Ŷoŵďƌeuǆ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶts et s’Ǉ dĠǀeloppeƌ. C’est uŶ ageŶt pathogğŶe 
capable de produire tout un éventail de protéines extracellulaires dans son milieu environnant 

(Gilois, et al., 2007). Les composants majoritaires des protéines extracellulaires de B. cereus 

soŶt les toǆiŶes ;≈ϯϱ%, estiŵĠ paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasseͿ, les eŶzǇŵes de 
dégradatioŶ/adhĠsiŶes ;≈Ϯϭ%Ϳ et les pƌotĠiŶes flagellaiƌes ;ϭϳ%Ϳ. Ces faŵilles foŶĐtioŶŶelles 
de protéines sont reconnues comme étant impliquées dans la virulence.  

En fonction des ĐoŶditioŶs de POR et d’oǆǇgĠŶatioŶ, B. cereus adapte son métabolisme. En 

aérobiose, B. cereus utilise l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe ;O2) pour la respiration. Au cours de ces 

processus, des dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l’oǆǇgğŶe (ROS) peuvent être produits (Nieselt, et al., 2010). 

En anaérobiose, des ROS peuvent aussi être générées à la suite d’uŶ stƌess ƌĠduĐteuƌ à bas 

POR (Clair, et al., 2012). Dans toutes les conditions, l’eŶtƌĠe eŶ phase statioŶŶaiƌe eŶgeŶdƌe 
un passage du métabolisme primaire vers un métabolisme secondaire en réponse à un stress 

nutritionnelle ou à Đause de l’aĐĐuŵulatioŶ de ROS au Ŷiǀeau iŶtƌaĐellulaiƌe (Mols, et al., 

2007).  

Les Điďles des ROS soŶt les gluĐides, l’ADN, les protéines et les lipides. Au niveau intracellulaire, 

les protéines représentent entre 50 et 61% de la masse sèche des cellules chez E. coli 

(Stouthamer, 1973). De par leur abondance et en tant que constituant majeur des cellules, les 

protéines constituent des cibles privilégiées pour les ROS (cf. Chapitre 2 – étude 

bibliographique). Parmi les acides aminés constitutifs des protéines, le plus susĐeptiďle d’ġtƌe 
oxydé est la méthionine (cf. Chapitre 3 – étude bibliographique). Son oxydation conduit à la 

formation de méthionine sulfoxyde détectable en spectrométrie de masse (+15.9949).  

De plus eŶ plus d’Ġtudes ƌĠǀğleŶt le ƌôle de ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des protéines dans la lutte 

contre le stress oxydant. L’oǆǇdatioŶ pƌĠfĠƌeŶtielle des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes paƌ les ROS 
peƌŵettƌait d’Ġǀiteƌ l’oǆǇdatioŶ des pƌotĠiŶes iŶtƌaĐellulaiƌes au Ŷiǀeau de sites ĐƌitiƋues 
(Levine, et al., 1996, Moskovitz, et al., 1997, Levine, et al., 1999, Luo & Levine, 2009). Avant 

Đes tƌaǀauǆ, auĐuŶe Ġtude Ŷ’a été réalisée sur le rôle des méthionines de protéines 

eǆtƌaĐellulaiƌes daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie ƌedoǆ. 

I.2 Stratégie de détection des méthionines oxydées 
Il eǆiste plusieuƌs appƌoĐhes pouƌ dĠteĐteƌ l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes eŶ ŵĠthioŶiŶes 
sulfoxydes. Celles-Đi ƌeposeŶt suƌ des teĐhŶiƋues d’iŵŵuŶologies aǀeĐ l’utilisatioŶ d’aŶtiĐoƌps 
spécifiques des Met(O) (Le, et al., 2008, Liang, et al., 2012), des techniques de fluorescence 
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(Tarrago, et al., 2015), de dosage de la radioactivité (Brot, et al., 1982) et de détection par 

spectrométrie de masse (Rosen, et al., 2009) pouvant être couplée à la chromatographie en 

phase liquide (Minetti, et al., 1994, Ghesquiere, et al., 2011). 

I.Ϯ.ϭ TeĐhŶiƋues d’iŵŵuŶologies 

Le Western Blot est une méthode permettant de détecter et identifier des protéines 

spécifiques. Il peut être utilisé pour dĠteƌŵiŶeƌ le degƌĠ d’oǆǇdatioŶ des résidus méthionines 

dans des échantillons de protéines purifiées ou dans un mélange complexe. Néanmoins, 

l’eŵplaĐeŵeŶt eǆaĐt des résidus méthionines oxydés ne peut être identifié. Le et ses 

collaborateurs ont généré des anticorps spécifiques des résidus méthionines oxydés de 

protéines cibles ayant un pourcentage élevé de Met compris entre 21 et 33% (Le, et al., 2008). 

Cette technique de détection Ŷ’est pas fiaďle car les anticorps peuvent également se fixer sur 

les résidus méthionines de protéines non cibles à fort % de Met mais également sur les 

protéines cibles avec des résidus méthionines non oxydés (Liang, et al., 2012). 

Oien et ses collaborateurs ont mis au point des anticorps polyclonaux se fixant sur les résidus 

méthionines oxydés des protéines en général. En utilisant ces anticorps, ils ont pu révéler Ƌu’il 
y avait une accumulation de ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs daŶs l’alďuŵiŶe sĠƌiƋue et 
l’iŵŵuŶogloďuliŶe loƌs du pƌoĐessus de ǀieillisseŵeŶt Đhez la souƌis et Đhez les patieŶts 
atteiŶts de la ŵaladie d’Alzheiŵeƌ (Oien, et al., 2009). Cependant, Wehr et Levine ont remis 

en question la spécificité de ces anticorps après les avoir testés sur la glutamine synthétase 

puƌifiĠe et l’apƌotiŶiŶe. Les aŶtiĐoƌps se fiǆaieŶt aussi ďieŶ suƌ les ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs 
que réduits de la glutamine synthétase, et ne se fixaient pas sur les résidus méthionines 

oǆǇdĠes pƌĠseŶts à la suƌfaĐe de l’apƌotiŶiŶe (Wehr & Levine, 2012). Ainsi, ils suggèrent que 

les anticorps peuvent être spécifiques d’ un peptide contenant une méthionine sulfoxyde et 

non pas d’un résidu méthionine oxydé.  

I.2.2 UtilisatioŶ d’isotopes 

Il est possiďle d’aŶalǇseƌ l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes gƌâĐe à l’utilisatioŶ d’uŶ isotope de 
l’hǇdƌogğŶe, le tƌitiuŵ ;3H). Le dosage est réalisé grâce à la réduction des N-acétylméthionine 

sulfoxydes marqués paƌ l’isotope en N-acétylméthionine par une méthionine sulfoxyde 

réductase. Les mélanges sont séparés par chromatographie sur couche mince puis les spots 

sont extraits pour la quantification de la radioactivité (Brot, et al., 1982). Cette méthode est 

limitée à la quantification des méthionines oxydées libres. 

I.2.3 Utilisation de la fluorescence 

Face à la difficulté de mettre au point une technique de détection des méthionines oxydées 

basée sur les anticorps, Tarrago et ses collaborateurs ont développé une technique basée sur 

des analyses ratiométriques de la fluorescence de deux sondes. Ces sondes sont des protéines 

fluorescentes circulaires dont les séquences codantes sont insérées entre les méthionines 

sulfoxydes réductases et les thiorédoxines chez la levure (Tarrago, et al., 2015). Ces sondes 

nommées MetSOx et MetROx sont utilisées pour détecter les deux stéréoisomères des 

méthionines sulfoxydes -S et -R respectivement. Elles permettent de réaliser des analyses de 

l’oǆǇdatioŶ des pƌotĠiŶes et de dĠteĐteƌ les ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes Đhez les ďaĐtĠƌies et 
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Maŵŵifğƌes. L’iŶĐoŶǀĠŶieŶt de Đette teĐhŶiƋue est Ƌu’il faut appoƌteƌ uŶe ĐoƌƌeĐtioŶ de la 
mesure du ratio entre les deux sondes en divisant par le ratio des deux sondes inactives. De 

plus, il faut ĠgaleŵeŶt se plaĐeƌ daŶs des ĐoŶditioŶs où il Ŷ’Ǉ a pas uŶe satuƌatioŶ du signal. 

I.2.4 Détection par spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est la technique de choix pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes 
oǆǇdĠes et l’aŶalǇse de l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes à l’ĠĐhelle d’uŶ pƌotĠome. Au cours de la 

préparation des échantilloŶs et loƌs de l’aŶalǇse des échantillons, une oxydation artéfactuelle 

des résidus méthionines en méthionines sulfoxydes peut avoir lieu. L’uŶe des souƌĐes 
ŵajeuƌes de l’oǆǇdatioŶ spoŶtaŶĠe des ŵĠthioŶiŶes est l’ioŶisatioŶ des peptides (Morand, et 

al., 1993, Guan, et al., 2003, Chen & Cook, 2007). Ces oxydations ont été inhibées en ajoutant 

un agent réducteur dans les échantillons, le β-mercaptoéthanol. Par ailleurs, le gel utilisé pour 

l’ĠleĐtƌophoƌğse des ĠĐhaŶtilloŶs peut ĐoŶteŶiƌ du peƌĐhloƌate de potassiuŵ. Ce composé est 

un puissant oxydant et peut réagir avec de nombreuses substances chimiques et organiques 

dont les résidus méthionines. Pour éviter cette oxydation, les gels sont rincés et 500 µl d’uŶ 
tampon antioxydant sont ajoutés dans la cuve de migration (Hartmann & Armengaud, 2014). 

De plus, le temps de migration des échantillons est court, compris entre 3 et 5 minutes. 

Rosen et ses collaborateurs ont analysé par spectrométrie de masse des hydrolysats de 

pƌotĠiŶes issus de Đellules d’E. coli tƌaitĠes aǀeĐ du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, de l’aĐide 
hypochloreux et mises en présence avec des neutrophiles (Rosen, et al., 2009). Les protéines 

cytoplasmiques, périplasmiques et membranaires ont été extraites à partir des cellules d’E. 

coli. Après digestion des extraits, les peptides ont été analysés par chromatographie en phase 

liquide couplé à un électronébuliseur et un spectromètre de masse en tandem (LC–ESI-

MS/MS). L’oǆǇdatioŶ des ĐǇstĠiŶes est eǆĐlus des aŶalǇses Đaƌ les ƌĠsidus ĐǇstĠiŶes soŶt tous 
réduits et irréversiblement modifiés avaŶt l’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse. L’oǆǇdatioŶ 
des résidus méthionines des peptides en méthionine sulfoxyde génère un incrément de la 

masse de 16 Da. Le nombre de spectres obtenus pour les résidus méthionines réduits et 

oxydées sont dénombrés. Dans les conditions où la majorité des bactéries survivent (> 80% de 

viabilité), le pourcentage de méthionines oxydées est inférieur à 10% au niveau intracellulaire. 

Au niveau de la membrane plasmique, le pourcentage de méthionines sulfoxydes est de 40% 

alors que la viabilité est de 95%. Les auteurs ont réalisé des tests pour estimer la formation 

spoŶtaŶĠe de ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes au Đouƌs des aŶalǇses. Le pouƌĐeŶtage d’oǆǇdatioŶ 
spontanée est compris entre 2 et 6% (Rosen, et al., 2009). Aucune liste complète des protéines 

et des positions des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs Ŷ’a été fournie. Ainsi, cette étude chez E. coli 

ĐoƌƌespoŶd uŶiƋueŵeŶt à uŶe ĠǀaluatioŶ gloďale de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes. Le 
ƌôle de l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes à l’échelle du protéome reste encore indéterminé. 

I.ϯ StƌatĠgie d’aŶalǇse de la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe 
EŶ dehoƌs de Ŷotƌe laďoƌatoiƌe, les seuls à aǀoiƌ ŵeŶĠ des Ġtudes suƌ l’eǆopƌotĠoŵe de B. 

cereus sont M. Gohar et ses collaborateurs. Ils ont identifié 36 exoprotéines dans la plupart 

sont des facteurs de virulence (Gohar, et al., 2002, Gohar, et al., 2005, Gilois, et al., 2007). 

Leurs Ġtudes ƌeposeŶt uŶiƋueŵeŶt suƌ des aŶalǇses de l’eǆopƌotĠoŵe de B. cereus en entrée 

de phase stationnaire et en aérobiose. La technique utilisée pour la séparation des protéines 
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de B. cereus est l’ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle. De plus, ils ont utilisé comme milieu de 

culture le milieu LB qui est un milieu riche en nutriments. Les conditions de culture en 

aérobiose et dans un milieu riche en nutriments ne correspondent pas à celles rencontrées 

daŶs l’iŶtestiŶ huŵaiŶ. En effet, les études menées au sein de notre laboratoire ont révélé que 

les ĐoŶditioŶs de POR et d’oǆǇgĠŶatioŶ impactent la production des facteurs de virulence 

(Zigha, et al., 2007, Esbelin, et al., 2008, Laouami, et al., 2011). La première étude exhaustive 

de l’eǆopƌotĠoŵe de B. cereus a été réalisée dans notre laboratoire en utilisant une stratégie 

shotgun (Clair, et al., 2010). Cette Ġtude a peƌŵis d’ideŶtifieƌ ϭϯϯ exoprotéines dont 57 sont 

des facteurs de virulence. Le Ŷoŵďƌe de pƌotĠiŶes ideŶtifiĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe aǀeĐ au 
moins deux peptides est passé à 181 lors d’uŶe Ġtude portant sur le régulateur OhrR (Clair, et 

al., 2013). Les cultures ont été réalisées en fermenteur dans du milieu MOD qui est un milieu 

minimum riche eŶ aĐides aŵiŶĠs. Les ĐoŶditioŶs d’oǆǇgĠŶatioŶ testĠes soŶt l’aĠƌoďiose ;fluǆ 
d’aiƌ atŵosphĠƌiƋueͿ, l’aŶaĠƌoďiose à haut POR sous fluǆ d’azote et à ďas POR sous fluǆ 
d’hǇdƌogğŶe correspondant aux conditions rencontrées dans le duodénum. Un seul 

prélèvement a été réalisé en début de phase exponentielle de croissance. En plus, aucune 

pƌĠĐautioŶ paƌtiĐuliğƌe Ŷ’a ĠtĠ prise pouƌ Ġǀiteƌ l’oǆǇdatioŶ aƌtĠfaĐtuelle des ƌĠsidus 
méthionines au cours des analyses en spectrométrie de masse. 

Pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe et l’ĠǀolutioŶ de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus 
méthionines des protéines, nous avons choisi la souche ATCC 14579 de B. cereus dont le 

génome est entièrement séquencé (Ivanova, et al., 2003). Les cultures cellulaires ont été 

réalisées en fermenteur dans du milieu MOD avec du glucose comme source de carbone (30 

mM) à un pH de 7,2 et une température de 37°C selon trois conditions de POR obtenus par 

ďullage d’aiƌ atŵosphĠƌiƋue ;POR iŶitial = ϭϵϱŵVͿ, d’azote ;POR iŶitial = ϭϯϬŵVͿ et 
d’hǇdƌogğŶe ;POR iŶitial = -370mV), une condition identique à celle rencontrée dans le colon. 

Pour chaque condition de POR, trois cultures ont été réalisées (réplicats biologiques). Les 

échantillons ont été prélevés au cours de la croissance en phase exponentielle (µmax), de 

ralentissement (µ = µmax/2) et stationnaire (µ = 0 pendant au moins 90 minutes). La méthode 

de prélèvements des surnageants cellulaires et la préparation des échantillons protéiques 

sont décrites dans le chapitre matériels et méthodes (cf. 4.3 et 5.4). Pour éviter une oxydation 

artéfactuelle des méthionines, les prélèvements ont été filtrés dans une chambre à 

atmosphère contrôlée anaérobie « Bactron » pouƌ les feƌŵeŶteuƌs sous fluǆ d’azote et 
d’hǇdƌogğŶe. JusƋu’à la pƌĠĐipitatioŶ des pƌotĠiŶes eǆtƌaĐellulaiƌes et la ƌepƌise des Đulots 

dans du LDS 1X + β-mercaptoéthanol, ces échantillons ne sont jaŵais ŵis eŶ pƌĠseŶĐe d’aiƌ 
atmosphérique. Les échantillons ne sont pas congelés avant leurs analyses pour éviter une 

oxydation des méthionines. Les échantillons ont été analysés suivant une stratégie shotgun. 

Cette stƌatĠgie ƌepose suƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes daŶs uŶ ŵĠlaŶge Đoŵpleǆe à paƌtiƌ de 
peptides obtenus par digestion trypsique (stratégie bottom-up). Elle combine la 

chromatographie en phase liquide à haute performance pour séparer les peptides et la 

spectrométrie de masse en tandem pour leur identification. La spectrométrie de masse en 

tandem est un système de configuration hybride combinant deux analyseurs. Le premier 

analyseur permet de fournir un spectre MS à partir duquel un ion-peptide peut être 

sélectionné pour une fragmentation. Les résultats de la fragmentation sont ensuite 
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enregistrés dans le deuxième analyseur fournissant un spectre MS/MS (Armengaud, 2013). Il 

est également possible de travailler sur des protéines entières (stratégie top-down). Dans ce 

Đas, la MS/MS peƌŵet de fƌaĐtioŶŶeƌ les pƌotĠiŶes eŶ peptides pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des 
protéines et des modifications post-traductionnelles (Halgand, et al., 2010). Le laboratoire 

Li2D du CEA de Marcoule dirigé par Jean Armengaud est un laboratoire de référence dans le 

domaine de la protéomique. Au début de ma thèse, le laboratoire ne disposait pas de 

l’ĠƋuipeŵeŶt ƌeƋuis pouƌ uŶe stƌatĠgie top-down. Cet équipement est désormais disponible 

depuis 2015. Pour nos études, nous avons utilisé un spectromètre de masse de type LTQ-

Orbitrap couplé à une HPLC (high performance liquid chromatography en anglais) UltiMate® 

3000 Nano LC systems (DIonex-LC Packings). Nous avons réalisé 27 analyses en spectrométrie 

de masse par souche: 3 réplicats biologiques x 3 conditions x 3 temps. Les spectres MS/MS 

des peptides obtenus oŶt peƌŵis d’ideŶtifieƌ les pƌotĠiŶes et les ŵodifiĐatioŶs post-

traductionnelles des méthionines mais aussi de les ƋuaŶtifieƌ. L’ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes 
est ƌĠalisĠe à l’aide du logiĐiel MasĐot DaeŵoŶ (cf. 5.7.4) (Perkins, et al., 1999). Les résultats 

sont ensuite filtrés par le logiciel IRMaBatch (version 1.28.0) afin de conserver uniquement les 

peptides identifiés aveĐ uŶe pƌoďaďilitĠ d’eƌƌeuƌ de 5% (Dupierris, et al., 2009). Seules les 

protéines identifiées avec au moins deux peptides protéotypiques différents ont été validées 

Đoŵŵe ĠtaŶt ƌĠelleŵeŶt oďseƌǀĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe. Le nombre de résidus méthionines 

oxydés dans un échantillon a été normalisé par le nombre total de spectres. Pour nos analyses 

statistiques, les pƌotĠiŶes oďseƌǀĠes Ƌu’uŶe fois dans un des trois réplicats biologiques et Ƌu’à 

une seule phase de croissance ont été retirées du jeu de données (étape de filtration). Les 

analyses statistiques ont été réalisés sous R (cf. 6.5). La démarche adoptée pour les analyses 

de la dǇŶaŵiƋue des pƌotĠiŶes eǆtƌaĐellulaiƌes et de l’oǆǇdatioŶ de leurs résidus méthionines 

est représentée dans la figure 31. 
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Figure 31: Stratégie expérimentale shotgun mise en place lors de nos analyses protéomiques 

de l’eǆopƌotĠoŵe 

Article 1: Time dynamics of the Bacillus cereus exoproteome are shaped by 

cellular oxidation 

Principaux résultats  

Lors de cette étude, nous avons obtenu 120 470 spectres MS/MS. Ils ont été attribués à 392 

protéines dont 76 sont des facteurs de virulence: 15 sont des composants de toxines ou 

toxines supposées, 50 sont des enzymes de dégradation et 11 des protéines flagellaires. A 

notre connaissance, c’est l’Ġtude pƌotĠoŵiƋue la plus eǆhaustiǀe de l’eǆopƌotĠoŵe de B. 

cereus souche ATCC 14579. Parmi les 392 protéines identifiées, 32 protéines ont été détectées 

pour la 1ère fois et ƌepƌĠseŶteŶt au total ϭϭ% de l’eǆopƌotĠoŵe eŶ teƌŵes d’aďoŶdaŶĐe. Parmi 

Đes ϯϮ pƌotĠiŶes, ϭϭ pƌotĠiŶes Ŷ’ĠtaieŶt pas aŶŶotĠes daŶs la ϭère annotation du génome de 

B. cereus (Ivanova, et al., 2003) et ϵ pƌotĠiŶes Ŷe s’aĐĐuŵulaieŶt pas daŶs l’eǆopƌotĠoŵe eŶ 
phase exponentielle de croissance dans toutes les conditions testées. La détection des 12 

protéines restantes jamais observées aupaƌaǀaŶt daŶs l’eǆopƌotĠoŵe a ĠtĠ pƌoďaďleŵeŶt 
favorisée par la stratégie expérimentale mise en place lors de cette étude. 

Les 392 protéines ideŶtifiĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe oŶt ĠtĠ Đlassées dans 16 groupes 

fonctionnels en accord avec leurs rôles biologiques. Le groupe des toxines (15 protéines sur 

ϯϵϮͿ ƌepƌĠseŶte appƌoǆiŵatiǀeŵeŶt uŶ tieƌs de l’eǆopƌotĠoŵe en teƌŵes d’aďoŶdaŶĐe 
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(nombre de spectres) dans toutes les conditions de culture. La dynamique des protéines 

ĐoŶstitutiǀes de Đe gƌoupe est ƌepƌĠseŶtatiǀe de la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe. 
L’aďoŶdaŶĐe des toǆiŶes est ĐepeŶdaŶt sigŶifiĐatiǀeŵeŶt plus ĠleǀĠe au dĠďut Ƌu’eŶ fiŶ de 
croissance. La diminution d’aďoŶdaŶĐe est plus importante en aérobiose (de 35% en phase 

eǆpoŶeŶtielle à ϭϴ% eŶ phase statioŶŶaiƌeͿ Ƌu’eŶ aŶaĠƌoďiose à haut POR ;de ϰϬ à Ϯϯ%Ϳ et 
bas POR (de 36 à 26%). 

L’aŶalǇse de l’aďoŶdaŶĐe des ƌĠsidus Met;OͿ des eǆopƌotĠiŶes a ƌĠǀĠlĠ leuƌ présence aussi 

ďieŶ eŶ aĠƌoďiose Ƌu’eŶ aŶaĠƌoďiose. Leur abondance diminue au cours de la croissance en 

aérobiose et en anaérobiose à bas POR mais pas en anaérobiose à haut POR. La diminution 

d’aďoŶdaŶĐe est plus iŵpoƌtaŶte eŶ aĠƌoďiose ;de ϭϯ% eŶ phase eǆpoŶeŶtielle de ĐƌoissaŶĐe 
à 6% en phase stationnaire) Ƌu’eŶ aŶaĠƌoďiose à haut POR (de 11 à 7%). En anaérobiose à 

haut POR, l’aďoŶdaŶĐe des Met;OͿ reste stable aux alentours de 10%. La dynamique des 

toxines en termes de Met;OͿ, est aussi ƌepƌĠseŶtatiǀe de Đelle de l’eǆopƌotĠoŵe. 

Nous avons pu établir que dans la toxine NheA, certains résidus méthionines ne sont pas sujets 

à l’oǆǇdatioŶ et Ƌue d’autƌes soŶt oǆǇdĠes daŶs ĐeƌtaiŶes ĐoŶditioŶs. Paƌ eǆeŵple, le résidu 

Met en position 53 est oxydé uniquement en anaérobiose. Quant aux résidus aux positions 

111 et 112, le résidu à la position 111 est oxydé en aérobiose uniquement si le résidu à la 

position 112 est oxydé. En anaérobiose, le résidu à la position 111 peut être oxydé 

indépendamment du résidu méthionine à la position 112. 
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CHAPITRE II – Rôle du plasmide pBClin15 dans 

la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe et du 
protéome cellulaire de B. cereus en aérobiose 

II.1 Problématique et objectifs 

Dans notre précédente étude, nous avons pu observer que les résidus méthionines des 

protéines extracellulaires étaient oxydés potentiellement par les ROS endogènes et que 

l’aďoŶdaŶĐe des Met;OͿ Ġtait dĠpeŶdaŶte de la phase de ĐƌoissaŶĐe eŶ aĠƌoďiose (Madeira, 

et al., 2015). SaĐhaŶt Ƌue l’aĐtiǀitĠ des Msƌ est dĠpeŶdaŶte de la phase de ĐƌoissaŶĐe, Ƌu’elle 
a une activité préférentielle sur les protéines dépliées (et donc sur les protéines sécrétées) et 

Ƌu’elle ƌĠgule le tauǆ d’oǆǇdatioŶ, Ŷous aǀoŶs fait l’hǇpothğse Ƌue MsƌAB pouǀait ƌĠguleƌ le 
tauǆ d’oǆǇdatioŶ des Met des pƌotĠiŶes eǆtƌaĐellulaiƌes. Pour tester cette hypothèse, nous 

avons construit une souche ne synthétisant plus MsrAB. La coŶstƌuĐtioŶ de Đette souĐhe s’est 
accompagnée de la perte du plasmide pBClin15. Pour pouvoir réaliser des analyses 

Đoŵpaƌatiǀes de l’eǆopƌotĠoŵe et du pƌotĠoŵe iŶtƌaĐellulaiƌe, Ŷous aǀoŶs ĐoŶstƌuit uŶ 
mutant à partir de la souche sauvage ne possédant plus le plasmide pBClin15. Nous avons 

ensuite cherché à déterminer le rôle de ce plasmide daŶs la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe et 
protéome intracellulaire. 

II.Ϯ StƌatĠgie d’aŶalǇse de la dǇŶaŵiƋue des pƌotĠiŶes iŶtƌaĐellulaiƌes 

Pour déterminer le rôle du plasmide pBClin15 dans la dynamique des protéomes, les cultures 

cellulaires ont été réalisées en fermenteur dans du milieu MOD contenant 30 mM de glucose 

Đoŵŵe souƌĐe de ĐaƌďoŶe. L’aĠƌoďiose est obtenue paƌ ďullage d’aiƌ atŵosphĠƌiƋue (pO2 = 

100%). Les prélèvements sont réalisés au cours de la croissance en phase exponentielle, de 

ralentissement et stationnaire. Pour chaque souche, trois cultures ont été réalisées. La 

méthode de prélèvements des surnageants et récolte des cellules sont décrites dans le 

chapitre Matériel et méthodes (cf. 4.3). Les cellules sont rincées et remises en suspension dans 

du PBS 1X avant leur conservation à -ϴϬ°C. La ŵĠthode d’eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes 
intracellulaires et la préparation des échantillons protéiques sont décrites dans le chapitre 

Matériel et méthodes (cf. 5.5 et 5.6). Chaque échantillon contient 40 µg de protéines 

cellulaires totales repris dans 30 µl de LDS 1X + β-mercaptoéthanol. La stƌatĠgie d’aŶalǇse des 
échantillons est une stratégie shotgun. Les mêmes précautions ont été prises que celles prises 

daŶs l’Ġtude pƌĠĐĠdeŶte. Pour pouvoir réaliser une comparaison des résultats obtenus pour 

le pƌotĠoŵe Đellulaiƌe et l’eǆopƌotĠoŵe, les ĐoŶditioŶs d’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse 
sont identiques (Figure 32).  
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Figure 32: Stratégie expérimentale shotgun mise en place lors de nos analyses du protéome 

cellulaire 

Article 2: Deciphering the interactions between the Bacillus cereus linear plasmid, 

pBClin15, and its host by high-throughput comparative proteomics 

Principaux résultats  

La souche dépourvue du plasmide pBCliŶϭϱ, ŶoŵŵĠe ΔpBClin15 a été construite à partir de 

la souche ATCC 14579 de B. cereus selon la méthode employée par Voros et ses collaborateurs 

(Voros, et al., 2013). L’aďseŶĐe du plasŵide Đhez le ŵutaŶt a ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠe paƌ PCR et 
ultérieurement par les résultats obtenus en spectrométrie de masse (absence de protéines 

plasŵidiƋues daŶs l’eǆopƌotĠoŵeͿ. Les cultures cellulaires des deux souches ont été réalisées 

en fermenteur dans du milieu MOD contenant 30 mM de glucose à une température de 37°C 

et un pH de 7,2. La croissance a été suivie en mesurant la DO toutes les 30 minutes à 600 nm 

à l’aide d’uŶ speĐtƌophotoŵğtƌe. La comparaison des courbes de croissance des deux souches 

a ƌĠǀĠlĠ Ƌue la phase de lateŶĐe est plus loŶgue Đhez ΔpBClin15 que chez la souche sauvage 

(1,9 ± 0,2 vs. 0,6 ± 0,6). En phase exponentielle de croissance, le taux de croissance des deux 

souches est identique : 1,7 ± 0,3 h-1. En revanche, la DO finale atteinte est plus élevée chez le 

mutant que chez la souche sauvage (3,8 ± 0,4 vs 2,9 ±0,0) tout comme la biomasse (1,46 ± 

0,07 g.l-1 vs 1,13± 0,01 g.l-1). Ces résultats semblent suggérer que le plasmide limite la 

multiplication cellulaire de son hôte.  

Pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ l’iŵpaĐt du plasŵide suƌ le pƌotĠoŵe iŶtƌaĐellulaiƌe et l’exoprotéome, des 

aŶalǇses eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes. Ces aŶalǇses oŶt peƌŵis d’ideŶtifieƌ et 
de valider la présence de 933 protéines cellulaires et 377 pƌotĠiŶes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe. 
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L’aŶalǇse dĠtaillĠe du pƌotĠoŵe Đellulaiƌe des deux souches a révélé une restructuration des 

groupes fonctionnels de protéines au cours de la croissance. Cette restructuration se 

caractérise par une forte interconnexion des voies métaboliques chez le mutant. Le plasmide 

pBClin15 module donc les pƌoĐessus ďiologiƋues de soŶ hôte à l’ĠĐhelle du protéome.  

Le dosage des protéines extracellulaires a révélé Ƌu’eŶ l’aďseŶĐe du plasmide pBClin15, B. 

cereus produit plus de protéines extracellulaires tout au long de la croissance. L’aŶalǇse de la 
ĐoŵpositioŶ de l’eǆopƌotĠoŵe a permis d’ideŶtifieƌ les pƌotĠiŶes doŶt l’aďoŶdaŶĐe est 
augmentée par le plasmide. Ces protéines sont majoritairement des protéines phagiques.  

Résultats complémentaires 

DǇŶaŵiƋue des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes de l’eǆopƌotĠoŵe et pƌotĠoŵe Đellulaiƌe 

L’aďoŶdaŶĐe des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe et le pƌotĠoŵe Đellulaiƌe 

a été estimée en rapportant le nombre de Met(O) au nombre total de spectres pour chaque 

réplicat biologique et chaque phase de croissance pour les deux souches (Figure 33). Le 

pourcentage de Met(O) dans le protéome cellulaire augmente au cours de la croissance pour 

la souche ATCC 14579 alors que ce taux diminue pour la souche ΔpBĐliŶϭϱ. Au niveau 

extracellulaire, le taux de Met(O) diminue au cours de la croissance pour la souche ATCC 

14579. Pour la souche ΔpBĐliŶϭϱ, le pouƌĐeŶtage de Met;OͿ diŵiŶue eŶtƌe la phase 

exponentielle de croissance et la phase de ralentissement. En phase exponentielle de 

croissance, il y a une différence significative de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵéthionines de 

l’eǆopƌotĠoŵe. Le pouƌĐeŶtage d’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶe est plus élevé chez la 

souche ATCC 14579.  
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Figure 33: Dynamique des résidus méthionines oxydées du protéome cellulaire et 

exoprotéome des souches ATCC 14579 et ΔpBClin15 de B. cereus en aérobiose 

   p-value < 0,05 avec test de Student 
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CHAPITRE III – Rôle de la méthionine sulfoxyde 

réductase msrAB et ses cibles dans le maintien 

de l’hoŵĠostasie ƌedoǆ de B. cereus en 

aérobiose 

III.1 Problématique et objectifs 

En aérobiose, les ROS sont générés au cours du métabolisme respiratoire et la respiration est 

considérée comme une source majeur de ROS endogènes chez les bactéries (Vinogradov & 

Grivennikova, 2015). Les ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes soŶt les ƌĠsidus les plus seŶsiďles à l’oǆǇdatioŶ 
par les ROS et génèrent un produit, la méthionine sulfoxyde. Il existe deux stéréoisomères de 

la ŵĠthioŶiŶe sulfoǆǇde de paƌ la positioŶ asǇŵĠtƌiƋue de l’atoŵe de soufƌe suƌ la chaîne 

latérale : la méthionine-S-sulfoxyde et la méthionine-R-sulfoxyde (Kim, et al., 2014). La 

réduction des méthionines oxydées sous la forme libre ou incorporée dans une protéine est 

possiďle gƌâĐe à l’aĐtioŶ d’uŶe faŵille d’eŶzǇŵe, les ŵĠthioŶiŶes sulfoǆǇdes ƌĠduĐtases 
(Boschi-Muller & Branlant, 2014). Il eǆiste plusieuƌs ŵĠthioŶiŶes ƌĠduĐtases doŶt l’aĐtiǀitĠ est 
stéréospécifique. MsrA réduit les formes libres et incorporées des méthionines –S-sulfoxydes 

et MsrB réduit principalement les formes libres et dans une moindre mesure les formes 

incorporées des méthionines-R-sulfoǆǇdes. L’aĐtiǀitĠ de MsƌB suƌ les foƌŵes iŶĐoƌpoƌĠes des 
méthionines oxydées est parfois complémentée par la méthionine sulfoxyde réductase fRMsr 

(Lee, et al., 2009). Les deux méthionines sulfoxydes réductases MsrA et MsrB en plus de leur 

activité stéréospécifique, réduisent préférentiellement les résidus méthionines des protéines 

dépliées (Tarrago, et al., 2012). Plusieuƌs Ġtudes oŶt ƌĠǀĠlĠ l’iŵportance des Msr et des résidus 

méthionines dans les mécanismes de résistance au stress oxydant et la modulation des 

facteurs de virulence. La plupart de ces études reposent sur la caractérisation de mutant ne 

possédant plus un ou plusieurs méthionines sulfoxydes réductases (cf. Introduction 

bibliographique-Chapitre III).  

Chez B. cereus souche ATCC 14579, msrA et msrB sont fusionnés et forment un seul gène (BC 

5436) codant pour une seule protéine nommée MsrAB (NP_835097) et possédant les deux 

domaines. MsrAB est une protéine de 36 938 Da constituée de 321 acides aminés dont 5 

ƌĠsidus ĐǇstĠiŶes. C’est uŶe pƌotĠiŶe tƌğs ĐoŶseƌǀĠe au seiŶ du gƌoupe B. cereus. Aucune étude 

Ŷ’a ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ Đette pƌotĠiŶe. Pour déterminer le rôle de MsrAB en aérobiose, nous avons 

comparé les phénotypes, les compositions et teneurs en Met(O) des protéomes et 

exoprotéomes du mutant et de la souche sauvage dépourvue du plasmide en aérobiose. 
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III.2 Résultats et discussions 

Dynamique de l’eǆpƌessioŶ de msrAB chez B. cereus en aérobiose 

Pour déterminer le rôle de MsrAB chez B. cereus, nous avons construit une souche mutante 
;ΔmsrAB) ne synthétisant plus MsrAB et réalisé la complémentation du mutant en 
introduisant le plasmide pHT304-msrAB apportant 3 ± 1 copies sauvages du gène msrAB 
(Arantes & Lereclus, 1991). L’eǆpƌessioŶ de msrAB chez la souche complémentée est sous le 
contrôle de son propre promoteur. Le but de la complémentation du mutant est de 
restaurer le phénotype sauvage et valider ainsi la construction du mutant. Nous avons vérifié 
le Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ du gğŶe msrAB par RT-qPCR quantitative pour les trois prélèvements 
réalisés au cours de la croissance pour la souche sauvage (WT), le ŵutaŶt ΔmsAB (NM) et le 
mutant complémenté ∆msrAB (pHT304-msrAB) (OP). Nous Ŷ’aǀoŶs pas dĠteĐtĠ d’ARNŵ de 
msrAB chez la souche NM. Le gène msrAB est surexprimé chez la souche OP en phase 
exponentielle de croissance et de ralentissement par rapport à la souche WT (Figure 34).  

 
Figuƌe ϯϰ: CoŵpaƌaisoŶ du Ŷiveau d’eǆpƌessioŶ du gğŶe msrAB des souches WT et OP en 

phase exponentielle (EE), de ralentissement (LE) et stationnaire (S) en aérobiose 

  p-value du test de Student < à 0,05 
 
L’expression de msrAB dans la souche WT est maximale en phase stationnaire. La 

ĐoŵplĠŵeŶtatioŶ du ŵutaŶt ΔmsAB ƌestauƌe l’eǆpƌessioŶ de msrAB en phase stationnaire 

ŵais la ĐiŶĠtiƋue d’eǆpƌessioŶ Ŷ’est pas la même que dans WT. 

Implication de MsrAB sur la croissance de B. cereus en aérobiose 

La comparaison des courbes de croissance des trois souches a révélé que la phase de latence 

;ʄͿ est 2,5 fois plus courte chez le mutant NM par rapport aux deux autres souches (figure 35, 

Tableau 7).  
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Figure 35: Courbe de croissance des souches WT, NM et OP en aérobiose 

 

Tableau 7: Caractéristiques de croissance des souches WT, NM et OP en aérobiose 

  ΔpBCliŶϭϱ ΔŵsƌAB ΔŵsƌAB/pHTŵsƌAB 

ΔPOR ;ŵVͿ ϭϭϭ ± ϭϬ ϴϴ ± ϵ ϭϯϲ ± ϭϲ 
λ ;hͿ ϭ.ϵ ± Ϭ.Ϯ Ϭ.ϳ ±Ϭ.ϭ ϭ.ϴ ±Ϭ.ϵ 

µ
ŵaǆ

 ;h
-ϭ

Ϳ ϭ.ϲ ± Ϭ.Ϯ ϭ.ϱ ± Ϭ.Ϯ ϭ.ϱ ± Ϭ.Ϯ 

DO fiŶal ϯ.ϴ ± Ϭ.ϰ ϯ.ϵ ± Ϭ.Ϯ ϱ.ϴ ± Ϭ.ϭ 

ďioŵasse ;g.l
-ϭ

Ϳ ϭ.ϴ±Ϭ.Ϯ ϭ.ϵ± Ϭ.ϭ Ϯ.ϲ±Ϭ.ϭ 

 

La cinétique en phase exponentielle de croissance est identique entre les trois souches. A 

partir de 6h de culture, les souches WT et NM entrent en phase stationnaire alors que la 

souche OP entre en phase de ralentissement. A la fin de la croissance, la biomasse finale est 

plus élevée pour la souche OP que pour les deux autres souches (Tableau 7). Le ΔPOR est plus 

faiďle Đhez la souĐhe NM Ƌue WT aloƌs Ƌue la ďioŵasse fiŶale est ideŶtiƋue. Il Ŷ’Ǉ a pas de 
diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe du ΔPOR eŶtƌe les souĐhes WT et OP. La diffĠƌeŶĐe de l’aĐtivité 

réductrice entre les trois souches de B. cereus peut être due à une implication de MsrAB dans 

l’aĐtiǀitĠ réductrice des thiols exofaciaux membranaires (Michelon, et al., 2010, Le Lay, et al., 

2015). La cinétique de consommation du glucose diffère entre les trois souches (Figure 36).  
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Figure 36: Consommation du glucose au cours de la croissance des souches WT, NM et OP 

en aérobiose 

 

En phase exponentielle de croissance, les souches NM et OP ont consommé plus de la moitié 

du glucose présent dans le milieu alors Ƌu’au ŵġŵe stade de ĐƌoissaŶĐe, la ĐoŶsoŵŵatioŶ du 
glucose par la souche WT est de 35±2%. La phase stationnaire est atteinte chez la souche OP 

une fois que tout le glucose est consommé. Pour les deux autres souches, 82±1% du glucose 

est consommé. La ƋuaŶtitĠ de gluĐose Ŷ’est doŶĐ pas uŶ faĐteuƌ liŵitaŶt ƌespoŶsaďle de 
l’eŶtƌĠe eŶ phase statioŶŶaiƌe chez la souche WT et NM. Au cours de la croissance, 

l’aĐĐuŵulatioŶ de ROS liĠe au ŵĠtaďolisŵe ƌespiƌatoiƌe pouƌƌait ġtƌe ƌespoŶsaďle de l’eŶtƌĠe 
en phase stationnaire des souches WT et NM alors que le glucose présent dans le milieu de 

Đultuƌe Ŷ’est pas totaleŵeŶt ĐoŶsoŵŵĠ (Saint-Ruf, et al., 2007, Rolfe, et al., 2012). La 

surexpression de msrAB chez OP au cours de la phase active de croissance permet 

probablement à la bactérie de lutter plus efficacement contre les ROS endogènes.  

Le dosage des ŵĠtaďolites sĠĐƌĠtĠs au Đouƌs de la ĐƌoissaŶĐe Ŷ’a pas révélé de différences 

significatives pour le lactate, formiate et succinate qui sont sécrétés en très faibles quantités. 

Paƌ ĐoŶtƌe, la sĠĐƌĠtioŶ d’aĐĠtate est deuǆ fois plus ĠleǀĠe eŶ phase de ƌaleŶtisseŵeŶt et 
stationnaire (Figure 37). La sécrétion plus ĠleǀĠe de l’aĐĠtate iŵpliƋue ŵoiŶs d’aĐĠtǇl-CoA 

entrant dans le cycle de Krebs, il y aura donc moins de NADH à réoxyder via la chaîne 

respiratoire (Figure 16). Sachant que la chaîne respiratoire est la source majeure de ROS 

(Gonzalez-Flecha & Demple, 1997, Seaver & Imlay, 2001), un moindre fonctionnement devrait 

engendrer une plus faible formation de ROS endogène. 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

EE LE S

co
n

so
m

m
at

io
n

 d
e 

gl
u

co
se

 (
en

 %
)

WT NM OP



 
151 

 

 
Figure 37: StœĐhioŵĠtƌie de l’aĐĠtate au Đouƌs de la ĐƌoissaŶĐe des souĐhes WT, NM et OP 
en aérobiose  

 

Implication de MsrAB dans la sécrétion des protéines extracellulaires 

La quantité de protéines extracellulaires a été déterminée par dosage de Bradford à partir des 
surnageants filtrés (Figure 38). 
 

 
Figure 38: Comparaison de la quantité de protéines extracellulaires au cours de la croissance 

des souches WT, NM et OP en aérobiose 

     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
 

La quantité de protéines extracellulaires augmente légèrement entre la phase exponentielle 

et de ralentissement chez la souche WT. Elle est deux fois plus élevée dans la souche sauvage 

que dans la souche OP tout au long de la croissance. Ce résultat suggère une implication du 

Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ de msrAB sur la sécrétion des protéines. Chez le mutant, la quantité de 

protéines extracellulaires est deux fois plus élevée que chez le sauvage en phase de 

ralentissement. Elle est très faible en phase stationnaire. Cette chute de la quantité de 

protéines extracellulaires en phase stationnaire pour le mutant peut être due à une activité 

pƌotĠasiƋue ĠleǀĠe du suƌŶageaŶt. Pouƌ testeƌ Đette hǇpothğse, l’aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue 
spécifique du surnageant a été mesurée (Figure 39). L’aĐtivité protéasique est 
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significativement plus élevée chez la souche NM que chez la souche WT tout au long de la 

croissance. La surexpression de msrAB chez la souche OP ne permet pas de rétablir le 

phĠŶotǇpe sauǀage au Ŷiǀeau de l’aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue. La faible quantité de protéines 

extracellulaires en phase stationnaire chez la souche NM est certainement due à l’aĐtiǀitĠ des 
protéases présents dans le surnageant à la fin de la phase active de croissance. La plus faible 

quantité de protéines extracellulaires chez la souche OP par rapport à WT pourrait être 

ĠgaleŵeŶt due à l’aĐtiǀitĠ pƌotĠasiƋue du suƌŶageaŶt. 

 
Figure 39: CoŵpaƌaisoŶ de l’aĐtivitĠ pƌotĠasique du surnageant au cours de la croissance 

des souches WT, NM et OP en aérobiose 

     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
 

Analyse du protéome cellulaire des souches WT, NM et OP 

L’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse des ĠĐhaŶtilloŶs issus de l’eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes 
iŶtƌaĐellulaiƌes oŶt peƌŵis d’oďteŶiƌ ϮϬϬϳϰϲ speĐtƌes MS/MS. Ils ont été attribués à 922 

protéines différentes et validées par au moins deux peptides protéotypiques. Les analyses 

d’aďoŶdaŶĐes des protéines ont été réalisées à partir des nombres de spectres MS/MS pour 

ĐhaƋue pƌotĠiŶe sous R à l’aide du paĐkage LIMMA (Law, et al., 2014, Ritchie, et al., 2015) 

implémenté avec le package edgeR (Robinson, et al., 2010). La significativité statistique a été 

dĠteƌŵiŶĠe pouƌ les diffĠƌeŶĐes d’aďoŶdaŶĐes des pƌotĠiŶes de la souĐhe NM ;aďseŶĐe du 
msrAB chromosomique) vs. la souche WT (présence de la copie sauvage de msrAB 

chromosomique), et de la souche OP (absence du msrAB chromosomique et présence de 3±1 

copies de msrAB plasmidique) vs. NM pour les trois phases de croissance. Les résultats pour 

les protéines avec uŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe d’abondance (|lfc| > 2 et p-value < 0,05) sont 

regroupés dans le Tableau 8.  
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Tableau 8: Tableau récapitulatif des 33 protéines intracellulaires significativement 

impactées par MsrAB en aérobiose 

     NM vs WT OP vs NM 
Phase de croissance  Numéro NP Numéro gène Identifiant annotation fonctionnelle logFC t P.Value logFC t P.Value 

EE 

NP_830777.1 BC0991 SlpA protéine SlpA 2.21 2.63 2.47E-02 -2.40 -3.04 1.20E-02 
NP_830015.1 BC0135 RpsS protéine ribosomale SSU 19P  2.06 3.17 9.51E-03 -1.88 -2.82 1.75E-02 
NP_834043.1 BC4331 AroE shikimate 5-déshydrogénase 2.06 3.89 2.80E-03 -1.77 -3.17 9.56E-03 
NP_831123.1 BC1342 - 6-pyruvoyl tétrahydrobioptérine synthase 2.16 3.55 4.98E-03 -1.71 -2.41 3.59E-02 
NP_834730.1 BC5062 TyrS tyrosyl-ARNt synthétase -2.13 -2.48 3.16E-02 2.08 2.43 3.46E-02 
NP_834134.1 BC4422 NadC nicotinate-nucléotide pyrophosphorylase -2.25 -2.54 2.88E-02 2.09 2.51 3.02E-02 
NP_831277.1 BC1498 RrpsA protéine ribosomale RrpsA -3.21 -3.56 4.85E-03 2.35 2.52 2.96E-02 
NP_834331.1 BC4625 - protéine de stress universelle -3.19 -5.24 3.38E-04 3.17 5.57 2.09E-04 

LE 
NP_835071.1 BC5410 azoR3 azoréductase 4.87 7.10 1.55E-05 -2.84 -2.87 1.47E-02 
NP_831124.1 BC1343 QueE 7-carboxy-7-déazaguanine synthase 2.11 2.21 4.79E-02 -2.39 -2.71 1.95E-02 
NP_834058.1 BC4346 - protéine transmembranaire hypothétique 2.19 2.70 1.99E-02 -2.19 -2.68 2.08E-02 
NP_831190.1 BC1410 HisF imidazole glycérol phosphate synthase  2.05 3.23 7.55E-03 -2.12 -3.33 6.26E-03 

S 

NP_835071.1 BC5410 azoR3 azoréductase 5.83 9.21 5.43E-05 -4.23 -3.87 6.96E-03 
NP_833827.1 BC4109 RibD riboflavine synthase RibD 4.42 4.89 2.14E-03 -1.68 -3.45 1.19E-02 
NP_832675.1 BC2927 - prolyl endopeptidase 4.18 7.30 2.22E-04 -3.23 -4.01 5.83E-03 
NP_831186.1 BC1406 HisD histidinol déshydrogénase 3.41 6.17 5.92E-04 -2.38 -3.12 1.84E-02 
NP_831124.1 BC1343 QueE 7-carboxy-7-déazaguanine synthase 2.63 8.49 8.92E-05 -2.07 -5.92 7.46E-04 
NP_833828.1 BC4110 RibE riboflavine synthase RibE 2.20 6.68 3.72E-04 -0.92 -3.79 7.67E-03 
NP_830401.1 BC0584 - acétyltransférase -2.04 -4.12 5.15E-03 1.34 2.58 3.88E-02 
NP_830063.1 BC0195 - 3-oxoacyl-ACP réductase -2.12 -3.19 1.67E-02 2.22 3.48 1.14E-02 

 

Sur les 922 protéines, seulement 33 sont impactées directement par MsrAB en aérobiose. Ces 

protéines sont impliquées dans les processus métaboliques et les mécanismes de lutte contre 

le stress. En phase exponentielle de croissance, la protéine la plus impactée est une protéine 

liée au stress (NP_834331.1). Elle est plus abondante chez la souche WT et OP que chez la 

souche NM avec un lfc de -3,19 et 3,17 respectivement. Cette protéine fait partie de la 

superfamille UspA (Universal stress protein A). Chez E. coli, la forte abondance des Usp est 

induite lors de la mise en place des mécanismes de défense contre le stress oxydant. Elles sont 

ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs la ŵoďilitĠ et l’adhĠsioŶ (Nachin, et al., 2005). Dans la souche NM, 

cette protéine est très peu représentée en phase exponentielle de croissance (un seul peptide 

observé sur les trois réplicats). L’iŶseƌtioŶ de Đopies plasŵidiƋues du gğŶe msrAB permet de 

ƌĠtaďliƌ soŶ Ŷiǀeau d’aďoŶdaŶĐe ideŶtiƋue à Đelui de la souche WT (21± 3 spectres au total 

pour les trois réplicats). La synthèse de la protéine Usp est donc dépendante de l’eǆpƌessioŶ 
de msrAB. En phase de ralentissement et en phase stationnaire, la concentration cellulaire de 

l’azoƌĠduĐtase AzoRϯ est plus élevée dans NM que WT. L’azoƌĠduĐtase est uŶe NADPH : 

quinone oxydoréductase jouant un rôle dans la protection contre le stress spécifique des 

groupements thiols (Liu, et al., 2009). EŶ phase statioŶŶaiƌe, l’aďseŶĐe de MsrAB entraine une 

diŵiŶutioŶ de l’aďoŶdaŶĐe d’uŶe oxydoréductase, la 3-oxoacyl-ACP réductase (NP_830063.1) 

qui catalyse la réaction :  

β-cétoacyl-ACP + NADPH + H+ = (3R)-3-hydroxyacyl-ACP + NADP+ 

C’est l’uŶe des eŶzǇŵes du Đoŵpleǆe aĐide gƌas sǇŶthase qui régule la biosynthèse des acides 

gras saturés et polyinsaturés (Diomandé, et al., 2015). L’aĐtiǀitĠ de la 3-oxoacyl-ACP réductase 

est NADPH dépendante tout comme MsrAB. L’aďseŶĐe de MsƌAB Đhez le ŵutaŶt iŵpaĐte 
directement l’aďoŶdaŶĐe de Đette pƌotĠiŶe ŵais pƌoďaďleŵeŶt aussi la constitution et les 
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propriétés de la membrane de B. cereus. L’aĐĠtǇltƌaŶsfĠƌase ;NP_830401.1) codé par le gène 

BC0584 est également moins abondante chez le mutant. Cette protéine participe à 

l’aĐĠtǇlation des protéines en N-teƌŵiŶal. L’aĐĠtǇlatioŶ fait paƌtie des ŵodifiĐatioŶs post-

tƌaduĐtioŶŶelles tout Đoŵŵe la ƌĠgulatioŶ de l’oǆǇdo-réduction des résidus méthionines par 

MsrAB. La modalité d’iŶteraction avec MsrAB de cet acétyltransférase reste à être 

déterminée. 

AŶalǇse de l’eǆopƌotĠoŵe des souĐhes ΔpBClin15, ΔŵsƌAB et ΔŵsƌAB-pHT304msrAB 

L’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse des ĠĐhaŶtilloŶs issus de l’eǆtƌaĐtioŶ des protéines 

extracellulaires a peƌŵis d’oďteŶiƌ ϳϭϲϳϲ speĐtƌes MS/MS attƌiďuĠs à ϯϳϭ pƌotéines validées 

par au moins deux peptides protéotypiques. La classification fonctionnelle des 371 protéines 

iŶtƌaĐellulaiƌes a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe uŶ iŵpaĐt de l’aďseŶĐe ou suƌeǆpƌessioŶ de msrAB sur 

l’aďoŶdaŶĐe des ϴ groupes fonctionnels de protéines (Figure 40).  

 
Figure 40 : Abondance des familles fonctionnelles des protéines extracellulaires au cours 

de la croissance des WT, NM et OP en aérobiose 

 

Tout le long de la croissance, il y a une plus faible quantité relative de protéines liées au 

métabolisme central et aux stress chez la souche NM que WT. Pour la souche OP, la quantité 

de ces deux familles fonctionnelles est également plus faible que chez la souche sauvage sauf 

en phase stationnaire où elle est équivalente. Il y a moins de protéines liées à la mobilité chez 

NM et OP que WT en phase de ralentissement et stationnaire. Les enzymes de dégradation et 

adhésines sont significativement plus abondantes en phase de ralentissement et stationnaire 

chez NM et OP par rapport à WT. Les toxines sont plus abondantes chez NM et OP en phase 
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exponentielle de croissance que chez la souche WT. Ces résultats révèlent une forte 

iŵpliĐatioŶ de MsƌAB suƌ la dǇŶaŵiƋue et la ĐoŵpositioŶ de l’eǆopƌotĠoŵe. 

Le Tableau 9 regroupe toutes les protéines ayant une p-value inférieure à 0,05 et de lfc 

supérieur à 2 en valeur absolue pour au moins un groupe de comparaison. En phase de 

ralentissement, il y a plus de bacillolysine chez la souche NM par rapport aux souches WT (2,70 

lfc) et OP (1,77 lfc). La bacillolysine (EC 3.4.24.28) est classée dans la famille des 

métalloprotéases. Cette protéase extracellulaire hydrolyse les liaisons peptidiques de la 

leucine et phénylalanine (Huang, et al., 2012). La forte activité protéasique du surnageant en 

phase de ƌaleŶtisseŵeŶt Đhez la souĐhe NM pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ la foƌte aďoŶdaŶĐe de 
cette protéine. Le bacillolysine est un facteur de virulence chez plusieurs bactéries 

pathogènes. Cette métalloprotéase spécifique est un puissant éliciteur de la réponse 

iŵŵuŶitaiƌe iŶŶĠe et joue uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l’issue fatale de l’iŶfeĐtioŶ Đhez les 
Lépidoptères (Altincicek, et al., 2007). D’autƌes faĐteurs de virulence sont impactés par 

l’aďseŶĐe de MsrAB chez le mutant. La protéine flagellaire FlgK est moins abondante chez la 

souche NM par rapport à la souche WT (-3,63 lfc) en phase de ralentissement. La protéine 

adhésive au collagène CnaA est plus abondante (3,19 lfc) en phase stationnaire chez NM que 

WT. Les protéines liées au stress (CspB, Dps et NifU) et au repliement des protéines (Tig et 

GroES) sont moins abondantes chez la souche NM Ƌu’OP. Le reŵodelage de l’eǆopƌotĠoŵe 
eŶ l’aďseŶĐe de MsƌAB se ŵet eŶ plaĐe dğs la fiŶ de la phase eǆpoŶeŶtielle de ĐƌoissaŶĐe et 
concerne principalement les protéines annotées comme cytosoliques.  

Tableau 9: Taďleau ƌĠĐapitulatif des ϮϬ pƌotĠiŶes de l’eǆopƌotĠoŵe significativement 

impactées par MsrAB en aérobiose 

     NM vs WT OP vs NM 
Phase de croissance  Numéro NP Numéro gène Identifiant annotation fonctionnelle logFC t P.Value logFC t P.Value 

EE 
5041359-5040562 BC5137 Tpi triosephosphate isomérase -1.83 -2.58 2.03E-02 -2.18 -3.24 5.25E-03 
NP_834255.1 BC4548 IsdA1 protéine de surface -1.88 -2.47 2.57E-02 2.00 2.60 1.97E-02 
NP_831022.1 BC1238 TrpA tryptophane synthase sous-unité alpha  -2.21 -3.00 8.75E-03 1.67 2.26 3.83E-02 

LE 

NP_830419.1 BC0602 Npr bacillolysine  2.70 3.99 3.44E-03 -1.77 -2.40 4.08E-02 
1603696-1604316 BC1596 - protéine hypothétique 2.54 3.86 4.19E-03 -1.62 -2.34 4.55E-02 
NP_832991.1 BC3251 - protéine hypothétique -2.71 -6.55 1.29E-04 2.21 4.33 2.12E-03 
3670539-3669162 BC3705 glnA1 glutamine synthétase type I -3.45 -5.54 4.26E-04 3.05 4.38 1.97E-03 
NP_834714.1 BC5044 Dps protéine de l'homéostasie du fer Dps -3.47 -10.47 3.49E-06 1.38 2.58 3.06E-02 
NP_831414.1 BC1636 FlgK protéine flagellaire -3.63 -6.87 9.10E-05 2.29 3.22 1.11E-02 
NP_833272.1 BC3539 CspB protéine de choc thermique -5.13 -10.13 4.52E-06 3.27 3.51 7.06E-03 

S 

NP_830673.1 BC0887 CnaA protéine adhésive au collagène 3.19 3.96 1.68E-03 -2.33 -2.77 1.62E-02 
NP_830674.1 BC0888 CwlA N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase  2.67 2.81 1.48E-02 -2.45 -2.66 1.99E-02 
NP_833426.1 BC3698 CwpC endopeptidase de la paroi  2.34 2.99 1.05E-02 -2.24 -3.07 8.98E-03 
NP_833521.1 BC3799 Asd aspartate-semialdéhyde déshydrogenase  2.30 3.02 9.91E-03 -2.04 -2.80 1.50E-02 
NP_834000.1 BC4228 cccA cytochrome c550  2.22 2.83 1.43E-02 -2.08 -2.80 1.52E-02 
NP_832874.1 BC3133 - hydrolase putative -1.86 -3.25 6.42E-03 2.52 4.49 6.24E-04 
NP_830145.2 BC0294 GroES co-chaperonine GroES  -1.96 -2.62 2.12E-02 2.41 3.22 6.79E-03 
5297186-5296971 BC5379 - transporteur ABC -2.08 -2.56 2.41E-02 2.26 2.68 1.90E-02 
NP_834192.1 BC4480 Tig protéine ribosomale Tig -2.14 -4.14 1.18E-03 3.06 6.34 2.73E-05 
NP_834623.1 BC4952 NifU protéine NifU -2.16 -2.58 2.28E-02 2.07 2.34 3.58E-02 
NP_833272.1 BC3539 CspB protéine de choc thermique -3.92 -7.82 3.08E-06 4.09 8.06 2.21E-06 
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Implication de msrAB dans la dynamique des résidus méthionines oxydées en aérobiose 

L’aďoŶdaŶĐe des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe et le pƌotĠoŵe Đellulaiƌe 
a été estimée en rapportant le nombre de Met(O) au nombre total de résidus méthionines 

pour chaque réplicat biologique et chaque phase de croissance pour les trois souches (Figure 

41).  

 

 
Figure 41: DǇŶaŵiƋue des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs daŶs l’eǆopƌotĠoŵe et le pƌotĠoŵe 
cellulaire des souches WT, NM et OP en aérobiose  
     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
 

Le pourcentage de résidus méthionines oxydés diminue entre la phase exponentielle et 
stationnaire pour la souche WT et OP au niveau intracellulaire (de 27-28% à 7-8%) et 
extracellulaire (de 25-30% à 13-16%). Cette diŵiŶutioŶ du Ŷiǀeau d’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus 
ŵĠthioŶiŶes peut s’eǆpliƋueƌ paƌ l’augŵeŶtatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de msrAB mais également 
paƌ la ƌĠduĐtioŶ de la gĠŶĠƌatioŶ de ROS liĠe à l’aĐtiǀitĠ de la ĐhaîŶe ƌespiƌatoiƌe. Pouƌ la 
souche NM, le taux de résidus méthionines oxydés diminue significativement au niveau 
intracellulaire entre la phase exponentielle et de ralentissement. Au niveau extracellulaire, le 
taux de Met(O) de la souche NM reste stable tout au long de la croissance (39±2%). La forte 
diŵiŶutioŶ de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes au Ŷiǀeau iŶtƌaĐellulaiƌe peut ġtƌe ĐoƌƌĠlĠe 
à la forte sécrétion des protéines extracellulaires. Si les résidus méthionines des protéines 
eǆtƌaĐellulaiƌes joueŶt uŶ ƌôle d’aŶtioǆǇdaŶt, uŶe sĠĐƌĠtioŶ plus élevée des protéines 
eǆtƌaĐellulaiƌes peƌŵettƌait de ŵaiŶteŶiƌ l’hoŵĠostasie ƌedoǆ au Ŷiǀeau iŶtƌaĐellulaiƌe eŶ 
l’aďseŶĐe de MsƌAB. Les toǆiŶes et eŶzǇŵes de dĠgƌadatioŶ ƌepƌĠseŶteŶt jusƋu’à ϴϳ% de 
l’eǆopƌotĠoŵe. EŶ phase eǆpoŶeŶtielle de ĐƌoissaŶĐe, 11-12% des peptides appartenant à des 
toxines sont oxydés pour les trois souches (Figure 42).  
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Figure 42: DǇŶaŵiƋue de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des peptides appaƌteŶaŶt auǆ 
toǆiŶes et eŶzǇŵes de dĠgƌadatioŶ daŶs l’eǆopƌotĠoŵe des souĐhes WT, NM et OP en 

aérobiose  

     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
 

Ce taux reste stable pour la souche NM tout le long de la croissance. Pour les souches WT et 
OP, il diminue de moitié entre la phase exponentielle et de ralentissement. Pour les enzymes 
de dĠgƌadatioŶ et adhĠsiŶes, il Ŷ’Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐes sigŶifiĐatiǀes de l’oǆǇdatioŶ de leuƌs 
peptides entre les trois souches sauf en phase de ralentissement. Il y a deux fois plus de 
peptides oxydés chez la souche NM par rapport à OP. Les résidus méthionines des facteurs de 
virulence et principalement des toxines sont des cibles privilégiées de MsrAB. 
Des Ġtudes d’aďoŶdaŶĐes de l’oǆǇdatioŶ d’uŶ ou plusieuƌs ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des peptides 
détectés et quantifiés en spectrométrie de masse ont été réalisées pour les comparaisons des 

souches NM vs. WT et OP vs. NM du protéome cellulaire et exoprotéome. Le Tableau 10 

regroupe les résultats pour le protéome cellulaire avec une p-value < 0,05.  

Tableau 10: Tableau récapitulatif des peptides oxydés du protéome cellulaire 

significativement impactées par MsrAB en aérobiose 

 

La dihydrolipoyl transacétylase PdhC est moins oxydée chez la souche NM par rapport à la 

souche WT (1,77 lfc) et OP (1,55 lfc) en phase exponentielle de croissance. Cet enzyme fait 

partie du complexe pyruvate déshydrogénase faisant le lien entre la glycolyse et le cycle de 
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Kƌeďs. EŶ l’aďseŶĐe de MsƌAB, le ƌĠsidu ŵĠthioŶiŶe eŶ positioŶ ϵ du peptide 
HTAPHVTLMDEVDVTELVAHR Ŷ’est pas oǆǇdĠ. Au cours de cette phase de croissance, la vitesse 

de glǇĐolǇse et la sĠĐƌĠtioŶ d’aĐĠtate soŶt plus ĠleǀĠes Đhez la souĐhe NM. La ƌĠgulatioŶ de 
l’aĐtiǀitĠ de PdhC paƌ l’oǆǇdatioŶ d’uŶ ƌĠsidu ŵĠthioŶiŶe spĠĐifiƋue pouƌƌait eǆpliƋueƌ les 
caractéristiques phénotypiques observées (Martin, et al., 2005, Miernyk, et al., 2009). En 

phase stationnaire, deux peptides appartenant à la protéine RibH sont plus oxydés chez la 

souche NM. La protéine RibH est une riboflavine synthase participant à la biosynthèse des 

riboflavines et par ce biais, à la biosynthèse des cofacteurs, notamment des coenzymes FMN 

et FAD (Abbas & Sibirny, 2011). RibH interagit avec RibE pour former un complexe (Ritsert, et 

al., 1995). En phase stationnaire, la protéine RibE est plus abondante chez la souche NM 

(Tableau 8Ϳ. MsƌAB ƌĠgule à la fois l’aďoŶdaŶĐe des flavodoxines mais aussi probablement 

leuƌs aĐtiǀitĠs paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe de l’oǆǇdatioŶ de leuƌs ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes. Le Tableau 11 

regroupe les ƌĠsultats pouƌ l’eǆopƌotĠoŵe aǀeĐ uŶe p-value < 0,05 et une valeur absolue de 

lfc > 2.  

Tableau ϭϭ: Taďleau ƌĠĐapitulatif des peptides oǆǇdĠs de l’eǆopƌotĠoŵe significativement 

impactées par MsrAB en aérobiose 

 

Les peptides les plus iŵpaĐtĠs paƌ MsƌAB au Ŷiǀeau de l’oǆǇdatioŶ de leuƌs ƌĠsidus 
méthionines sont des facteurs de virulence. Parmi les toxines, MsrAB a un impact important 

suƌ l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des ĐoŵposaŶts de Nhe et Hďl. Le ƌôle de l’oǆǇdatioŶ 
de ĐeƌtaiŶs ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes spĠĐifiƋues de Đes toǆiŶes Ŷ’a pas eŶĐoƌe ĠtĠ Ġtaďli. Le niveau 

d’oǆǇdatioŶ de ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes spécifiques de EntA et EntC est différent de ceux des 

toxines Hbl et Nhe au début et fin de la croissance de B. cereus en aérobiose. La régulation de 

l’oǆǇdatioŶ de leuƌs ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes Ŷe fait pƌoďaďleŵeŶt pas iŶteƌǀeŶiƌ les ŵġŵes 
facteurs. Le rôle biologique de ces protéines reste encore à être établi. 
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CHAPITRE IV – Rôle de la méthionine sulfoxyde 

réductase msrAB de B. cereus en anaérobiose 

à haut POR 

III.1 Problématique et objectifs 

EŶ aŶaĠƌoďiose et eŶ aďseŶĐe d’aĐĐepteuƌ fiŶal d’ĠleĐtƌoŶs tel Ƌue le Ŷitƌate, B. cereus met en 

place une fermentation de type acide ŵiǆte. Ce tǇpe de ŵĠtaďolisŵe Ŷ’est pas ĐoŶŶu pouƌ 
être une source de ROS. Cependant, des ROS peuvent être générés en anaérobiose à la suite 

d’uŶ stƌess ƌĠduĐteuƌ (Clair, et al., 2012) ou d’uŶ stƌess pƌiŵaiƌe ŶoŶ oǆǇdaŶt ĐoŶǀeƌti en un 

stress oxydant secondaire (Imlay, 2003). Pour certains stress primaires non oxydant, les 

bactéries du genre Bacillus disposeŶt d’eŶzǇŵes peƌŵettaŶt leuƌs ĐoŶǀeƌsioŶs eŶ stƌess 
oxydant ŶotaŵŵeŶt les oǆǇdases e.g. l’oǆǇde ŶitƌiƋue sǇŶthase (Mols & Abee, 2011). L’aĐtiǀitĠ 
de cet enzyme a été décrite chez plusieurs bactéries appartenant au genre Bacillus (Adak, et 

al., 2002, Gusarov, et al., 2008). Elle ĐatalǇse l’oǆǇdatioŶ de l’aƌgiŶiŶe eŶ oǆǇde ŶitƌiƋue, une 

espğĐe ƌĠaĐtiǀe de l’azote. L’aƌgiŶiŶe présent dans le milieu MOD a une concentration de 0,46 

g.L-1. Paƌŵi les ŵodifiĐatioŶs iŶduites paƌ l’oǆǇde ŶitƌiƋue, Đelui-ci peut entrainer une 

oxydation des thiols (les résidus cystéines et méthionines) et de la tyrosine (Gow, et al., 2004). 

La génération de radicaux libres oxygénés ou azotés engendre une oxydation des 

macromolécules dont les protéines. Différentes études suggèrent une implication de leur 

oxydation dans les processus cellulaires de signalisation redox et de régulation de la fonction 

des protéines par une modification de leur structure et activité (Kaya, et al., 2015). En plus de 

l’oǆǇdatioŶ des ŵĠthioŶiŶes paƌ les ƌadiĐauǆ liďƌes, Ƌuelques études ont mis en évidence une 

activité méthionine oxydase des Msr (Lim, et al., 2013). Chez E. coli, il a été démontré que la 

méthionine sulfoxyde réductase MsrA a une activité oxydase stéréospécifique en plus de son 

activité réductase sur les méthionines libres et incorporées (Lim, et al., 2011). L’aĐtiǀitĠ de 

MsrA chez E. coli est donc stéréospécifique et bidirectionnelle. 

Lors de notre première étude, nous avons pu déterminer le taux de méthionines oxydées dans 

trois conditions de croissance, à savoir en aérobiose, anaérobiose à haut POR et anaérobiose 

à bas POR (Madeira, et al., 2015). En anaérobiose, le premier résultat est la présence de 

ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe. Il Ǉ a doŶĐ uŶe oǆǇdatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe des 
résidus méthionines des protéines avant leur exportation. Cette oxydation peut être due à la 

génération de ROS au niveau intracellulaire ou la présence de méthionines oxydases. Les ACP 

réalisés à partir des données de spectrométrie de masse ont mis en évidence une dynamique 

équivalente des protéines liées aux stress en aérobiose et anaérobiose à bas POR dans 

l’eǆopƌotĠoŵe. Ce résultat suggère une réponse au stress réducteur équivalente à celle 

engendrée par le métabolisme respiratoire en aérobie. En anaérobiose à haut POR (sous 

azote), la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe est différente par rapport aux autres conditions et le 

Ŷiǀeau d’oǆǇdatioŶ des résidus méthionines est élevé tout au long de la croissance. La 

ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de msrAB par RT-qPCR a révélé une expression importante de 
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msrAB en anaérobiose à haut POR en phase exponentielle et de ralentissement (Figure 32). 

AuĐuŶe Ġtude Ŷ’a ĠtĠ ƌĠalisĠe sur le rôle de MsrAB en anaérobiose. Le rôle de MsrAB et de ses 

cibles à l’ĠĐhelle du pƌotĠoŵe ƌeste eŶĐoƌe iŶdĠteƌŵiŶĠ en anaérobiose.  

Résultats  

DǇŶaŵiƋue de l’eǆpƌession de msrAB chez B. cereus en anaérobiose 

Le Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ ƌelatif des gğŶes msrAB (BC5436) a été déterminé par RT-qPCR 

quantitative pour les trois prélèvements réalisés au cours de la croissance et pour les deux 

souches (Figure 43). Les ARN du gène msrAB Ŷ’oŶt pas Ġté détectés chez la souche NM. Chez 

la souche WT, l’eǆpƌessioŶ de msrAB est la plus élevée en phase exponentielle de croissance. 

Elle diminue significativement en phase de ralentissement puis augmente en phase 

stationnaire sans atteindre le niveau de départ.  

 

 

Figure 43: CoŵpaƌaisoŶ du Ŷiveau d’eǆpƌessioŶ du gğŶe msrAB en phase exponentielle (EE), 

de ralentissement (LE) et stationnaire (S) de WT en anaérobiose 

Implication de MsrAB sur la croissance et l’aĐtiǀitĠ ƌĠduĐtƌiĐe de B. cereus en anaérobiose 

Les cultures cellulaires de la souche sauvage (WT) et du ŵutaŶt ΔmsrAB (NM) ont été réalisées 

en fermenteur dans du milieu MOD contenant 30 mM de glucose à une température de 37°C 

et un pH de ϳ,Ϯ sous fluǆ ĐoŶstaŶt d’azote. La comparaison des courbes de croissance des deux 

souches a révélé une baisse significative du taux de croissance (µmax), de NM comparativement 

à WT (figure 44, Tableau 12).  
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Figure 44: Courbe de croissance des souches WT et NM en anaérobiose à haut POR 

Tableau 12: Caractéristiques de croissance des souches WT et NM en anaérobiose à haut 

POR 

  ΔpBCliŶϭϱ ΔŵsƌAB 

ΔPOR ;ŵVͿ ϭϮϱ ± ϭϯ ϯϬ ± ϭϭ 

l ;hͿ ϭ.Ϯ ± Ϭ.Ϯ ϭ.ϳ ±Ϭ.ϳ 

µ
ŵaǆ

 ;h
-ϭ

Ϳ ϭ.Ϭ ± Ϭ.ϭ Ϭ.ϴ ± Ϭ.ϭ 

DO fiŶal Ϯ.ϬϮ ± Ϭ.Ϭϯ Ϯ.ϬϮ ± Ϭ.Ϭϯ 

 

La DO finale atteinte est identique entre les deux souches. A partir de la phase exponentielle 

de croissance, le POR diminue pour les deux souches. Il diminue continuellement pour la 

souche WT aloƌs Ƌu’il y a un arrêt temporaire de la chute du POR en phase de ralentissement 

pour la souche NM. Le ΔPOR est eŶǀiƌoŶ Ƌuatƌe fois plus élevé chez la souche WT. La 

différeŶĐe de l’aĐtiǀitĠ ƌĠduĐtƌiĐe eŶtƌe les deuǆ souĐhes de B. cereus peut être due à une 

iŵpliĐatioŶ de MsƌAB daŶs l’aĐtiǀitĠ réductrice des thiols exofaciaux membranaires (Michelon, 

et al., 2010, Le Lay, et al., 2015).  
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La vitesse de consommation du glucose est significativement plus élevée en phase de 

ralentissement chez la souche WT (Figure 45). La phase stationnaire est atteinte pour les deux 

souches une fois que tout le glucose est consommé. Le glucose constitue le facteur limitant 

de la ĐƌoissaŶĐe daŶs Ŷos ĐoŶditioŶs d’Ġtudes eŶ aŶaĠƌoďiose aloƌs Ƌue Đe Ŷ’Ġtait pas le Đas 
en aérobiose (Figure 37).  

 

 
Figure 45: Consommation du glucose au cours de la croissance des souches WT et NM en 

anaérobiose 

     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
 
Le dosage des ŵĠtaďolites sĠĐƌĠtĠs au Đouƌs de la ĐƌoissaŶĐe Ŷ’a pas ƌĠǀĠlĠ de diffĠƌeŶĐes 
significatives pour le formiate, l’aĐĠtate, le laĐtate et l’ĠthaŶol. La sĠĐƌĠtioŶ du suĐĐiŶate est 
plus élevée chez la souche NM par rapport à OP tout au long de la croissance (Figure 46).  

 
Figure 46: StœĐhioŵĠtƌie du suĐĐiŶate au Đouƌs de la ĐƌoissaŶĐe des souĐhes WT et NM en 

anaérobiose 

     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
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Chez S. cerevisiae, la production du succinate est indispensable pour la réoxydation du 

cofacteur FADH2 en anaérobiose (Camarasa, et al., 2007). La forte production du succinate 

chez le mutant pourrait être due à une sollicitation plus importante du FAD pour la 

régénération des flavodoxines.  

Implication de MsrAB dans la sécrétion des protéines extracellulaires en anaérobiose 

La quantité de protéines extracellulaires a été déterminée à partir des surnageants filtrés. La 

figure 47 ŵoŶtƌe Ƌue l’aďseŶĐe de MsƌAB Ŷ’a pas d’iŵpaĐt suƌ la sĠĐƌĠtioŶ des protéines 

extracellulaires contrairement à ce qui a pu être observé en aérobiose en phase de 

ralentissement (Figure 39Ϳ. Le dosage de l’aĐtivité protéasique du suƌŶageaŶt Ŷ’a pas ƌĠǀĠlĠ 
de différences significatives entre les deux souches.  

 
Figure 47: Comparaison de la quantité de protéines extracellulaires des souches WT et NM 

en anaérobiose  

     p-value du test de Student < à 0,01 
    p-value du test de Student < à 0,05 
 

Analyse du protéome cellulaire des souches WT et NM en anaérobiose 

L’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse des ĠĐhaŶtilloŶs issus de l’eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes 
intracellulaires a peƌŵis d’oďteŶiƌ ϯϴϵϴϭϱ speĐtƌes MS/MS attribués à 902 protéines 

différentes et validées par au moins deux peptides protéotypiques. La classification 

fonctionnelle des 902 protéines intracellulaires a mis en évidence un impact de MsrAB sur 

l’aďoŶdaŶĐe des pƌotĠiŶes chaperonnes et des transporteurs (Figure 48). En phase 

exponentielle, il y a une plus grande quantité relative de protéines chaperonnes chez la souche 

NM. L’aďoŶdaŶĐe de Đes pƌotĠiŶes augmente au cours de la croissance pour les deux souches. 

L’aďoŶdaŶĐe des transporteurs est plus élevée en phase stationnaire chez la souche WT par 

rapport à NM.  
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Figure 48: Abondance des familles fonctionnelles des protéines intracellulaires au cours de 

la croissance des souches WT et NM en anaérobiose 

 

Les aŶalǇses d’aďoŶdaŶĐes des pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes à paƌtiƌ des Ŷoŵďƌes de speĐtƌes 
MS/MS pouƌ ĐhaƋue pƌotĠiŶe à l’aide du logiĐiel R. Le Tableau 13 regroupe toutes les 

protéines du protéome cellulaire ayant une valeur de p-value inférieure à 0,05 et de lfc 

supérieure à 2 en valeur absolue. Les protéines intracellulaires les plus impactées en phase 

exponentielle de croissance sont la protéine CapA (-2,52 lfc) impliquée dans la biosynthèse 

des polysaccharides de la paroi, le régulateur transcriptionnel membranaire LytR (-2,16 lfc) et 

l’octanoyltransférase LipM (-Ϯ,ϭϯͿ iŵpliƋuĠe daŶs la ďiosǇŶthğse d’aĐide lipoïƋue. L’aďseŶĐe 
de MsrAB chez la souche NM entraine probablement une modification de la composition et 

propriété de la membrane plasmique et paroi. Le flux carboné est potentiellement modifié 

aǀeĐ uŶe diffĠƌeŶĐe d’aďoŶdaŶĐe sigŶifiĐatiǀe du L-lactate déshydrogénase Ldh2 (2,01 lfc) et 

de la fumarate hydratase FumC (-2,22 lfc). FumC catalyse la synthèse du (S)-malate à partir du 

fumarate. La sécrétion plus élevée du succinate chez la souche NM en phase exponentielle de 

ĐƌoissaŶĐe pouƌƌait ġtƌe liĠe à l’aďoŶdaŶĐe diffĠƌeŶte de Đet eŶzǇŵe eŶtƌe les deuǆ souĐhes. 
En phase de ralentissement, les 6 enzymes impliquées dans la biosynthèse du tryptophane, à 

savoir TrpA, TrpB, TrpC, TrpD, TrpE et TrpF sont plus abondantes chez la souche NM que chez 

la souche WT avec un lfc compris entre 1,00 pour TrpB et 2,85 pour TrpF. Des études suggèrent 

un rôle de système antioxydant des métabolites issus de la voie de biosynthèse du 

tryptophane notamment au niveau des membranes lors de la peroxydation lipidique (Perez-

Gonzalez, et al., 2014). Leurs plus fortes abondances chez la souche NM en phase de 

ralentissement suggèrent uŶe iŵpliĐatioŶ de Đette ǀoie pouƌ pallieƌ l’aďseŶĐe de MsƌAB. UŶ 
régulateur de réponse du système à deux composants YycF est également plus abondant chez 

la souche NM que WT en phase de ralentissement (2,1 lfc). Le système à deux composants 

YycF-YycG est un système à deux composants très répandu chez les bactéries Gram positive. 
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Chez S. aureus, le régulateur de ce système est impliqué dans la régulation de la composition 

et synthèse membranaire. La délétion de ce gène entraine une hypersensibilité aux chaînes 

aliphatiques insaturés des acides gras (Martin, et al., 1999, Winkler & Hoch, 2008). En phase 

stationnaire, les protéines impliquées dans la biosynthèse du NADPH comme la transaldolase 

Tal1 et le NAD kinase NadK2 sont plus abondantes chez la souche NM avec un lfc de 2,51 et 

2,24 respectivement. La sécrétion est également impactée avec une plus faible abondance des 

protéines membranaires SecD/SecF (-2,10 lfc) impliquées dans le système Sec. 

Tableau 13: Tableau récapitulatif des 10 protéines cellulaires de chaque phase de 

croissance les plus significativement impactées (p-value) par MsrAB en anaérobiose  
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AŶalǇse de l’eǆopƌotĠoŵe des souĐhes WT et NM en anaérobiose 

L’aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse des ĠĐhaŶtilloŶs issus de l’eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes 

extracellulaires a peƌŵis d’oďteŶiƌ ϴϯϴϱϮ spectres MS/MS attribués à 215 protéines validées 

par au moins deux peptides protéotypiques. La classification fonctionnelle des 215 protéines 

ideŶtifiĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe uŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe de l’aďoŶdance 

des protéines liées à la membrane et des transporteurs en phase stationnaire (Figure 49). Il y 

a plus de protéines membranaires et de transporteurs chez la souche NM en phase 

stationnaire que chez la souche WT: 10,8 et 3,0% vs 8,2 et 1,8% respectivement.  

 
Figure 49: Abondance des familles fonctionnelles des protéines extracellulaires au cours de 

la croissance des souches WT et NM en anaérobiose 

 

La Table 14 regroupe les protéines extracellulaires ayant une p-value inférieure à 0,05. En 

phase exponentielle de croissance, il y a moins de phosphoglycérol transférases YvgJ1 et YvgJ2 

chez le mutant avec des lfc respectivement de -4,77 et -2,34. Ces protéines participent à la 

synthèse des acides lipotéichoïques membranaires, un composant majeur de la paroi et 

membrane des bactéries Gram positives (Percy & Grundling, 2014). Les acides téchoïques 

contribuent à la charge négative de la paroi. En retenant les protons extrudés à la surface 

membranaire, ils forment un gradient de pH et une zone tampon entre la cellule et 
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l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Ces diffĠƌeŶĐes sigŶifiĐatiǀes d’aďoŶdaŶĐes suggğƌeŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ de 

la composition et des propriétés de la paroi chez le mutant. Il y a également moins de D-alanyl-

D-alanine carboxypeptidase (-2,33 lfc), une protéine participant à la D-alanylation des acides 

lipotéichoïques. La D-alanylation des acides lipotéichoïques permet aux bactéries à Gram 

positif de moduler leur charge de surface, de réguler la fixation de ligands et de contrôler les 

propriétés électromécaniques de leur paroi (Percy & Grundling, 2014). En phase de 

ralentissement et stationnaire, il y a moins de CytK chez la souche NM avec un lfc de -2,23 et 

-1,91 respectivement. MsrAB est donc impliqué dans la pathogénicité de B. cereus en 

aérobiose mais également en anaérobiose. En phase stationnaire, il y a une abondance plus 

élevée de PgdA (1,65 lfc) chez la souche NM. Cette protéine est impliquée dans les 

mécanismes de résistance à la digestion par les lysozymes (Psylinakis, et al., 2005, Balomenou, 

et al., 2013). La surexpression de PdgA et du facteur de virulence ESAT-6 (Early Secreted 

Antigen 6 kDa) avec un lfc de 2,40 en phase stationnaire peut être due à un phénomène de 

compensation issue de la modification de la paroi et membrane des cellules de B. cereus ne 

possédant plus le gène msrAB. 

Tableau 14: Tableau récapitulatif des exoprotéines les plus significativement impactées à 

chaque phase de croissance par MsrAB en anaérobiose 

 
 

Implication de msrAB dans la dynamique des résidus méthionines oxydées en anaérobiose 

L’aďoŶdaŶĐe des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe et le pƌotĠoŵe Đellulaiƌe 
a été estimée en rapportant le nombre de Met(O) au nombre total de résidus méthionines 

pour chaque réplicats biologiques et chaque phase de croissance pour les deux souches 

(Figure 50). Le pourcentage de résidus méthionines oxydés dans le protéome cellulaire et 

l’eǆopƌotĠoŵe Ŷe ǀaƌie pas sigŶifiĐatiǀeŵeŶt au Đouƌs de la ĐƌoissaŶĐe pouƌ les deuǆ souĐhes. 
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Figure 50: DǇŶaŵiƋue des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs daŶs l’eǆopƌotĠoŵe et le pƌotĠoŵe 
cellulaire des souches WT et NM en anaérobiose 

 

D’apƌğs Đes ƌĠsultats, l’aďseŶĐe de MsƌAB Ŷ’iŵpaĐte pas de ŵaŶiğƌe sigŶifiĐatiǀe le Ŷiǀeau 
d’oǆǇdatioŶ aussi ďieŶ des pƌotĠiŶes iŶtƌaĐellulaiƌes Ƌu’eǆtƌaĐellulaiƌes à l’ĠĐhelle du 
protéome.  

La classification fonctionnelle des peptides contenant des résidus méthionines oxydés du 

pƌotĠoŵe Đellulaiƌe et de l’eǆopƌotĠoŵe a ŵise eŶ ĠǀideŶĐe au Ŷiǀeau du pƌotĠoŵe cellulaire 

uŶe diffĠƌeŶĐe d’oǆǇdatioŶ des peptides de pƌotĠiŶes iŵpliƋuĠes daŶs le métabolisme central 

et liés aux stress (Figure 51). 
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Figure 51: Dynamique de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des peptides du protéome 

cellulaire classés dans 5 familles fonctionnelles des souches WT et NM en anaérobiose 

 

La famille fonctionnelle de protéines la plus impactée paƌ l’oǆǇdatioŶ de leuƌs ƌĠsidus 
méthionines est le métabolisme central chez les deux souches. En phase stationnaire, il y a 

significativement plus de peptides oxydés chez la souche sauvage (0,8%) que chez le mutant 

(0,6%). Cette différence est due à une oxydation du résidu méthionine en position 16 du 

peptide VNQIGTLTETFEAIEMAK de l’ĠŶolase Ƌui Ŷ’est jaŵais oǆǇdĠ Đhez le ŵutaŶt (Tableau 

15).  

Tableau 15: Tableau récapitulatif des peptides oxydés les plus impactés du protéome 

cellulaire des souches WT et NM en anaérobiose 

 

Ce peptide est localisé en position C-terminale et ne se situe pas suƌ uŶ doŵaiŶe d’iŶteƌaĐtioŶ 
protéine-protéine. Il Ŷ’Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe d’eǆpoƌtatioŶ de l’ĠŶolase eŶ phase 
stationnaire entre le mutant et la souche sauǀage. Le ƌôle de l’oǆǇdatioŶ de Đe ƌĠsidu 
méthionine reste à être déterminé. En phase exponentielle de croissance, il y a plus de 

peptides oxydés appartenant à des protéines liées aux stress chez le mutant (0,11%) que chez 

la souche sauvage (0,05%) alors qu’il Ŷ’Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe d’aďoŶdaŶĐe de Đes 
protéines. La protéine la plus oxydée est la protéine GroEL avec un lfc de 2,2 pour un peptide. 

L’aďseŶĐe de MsƌAB eŶgeŶdƌe doŶĐ uŶe oǆǇdatioŶ plus iŵpoƌtaŶte de GƌoEL eŶ dĠďut de 
croissance. 
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Au Ŷiǀeau de l’eǆopƌotĠoŵe, les faŵilles foŶĐtioŶŶelles de pƌotĠiŶes les plus iŵpaĐtĠes paƌ 
l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes soŶt les toǆiŶes, les eŶzǇŵes de dĠgƌadatioŶ et les 
protéines liées à la mobilité et chimiotaxie (Figure 52).  

 

Figure 52: Dynamique de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶines des peptides de 

l’eǆopƌotĠoŵe ĐlassĠs daŶs ϲ familles fonctionnelles des souches WT et NM en anaérobiose 

En phase exponentielle de croissance, Il y a deux fois plus de peptides oxydés appartenant à 

des protéines impliquées dans le métabolisme central chez le mutant (0,46%) que chez la 

souĐhe sauǀage ;Ϭ,Ϯϭ%Ϳ. Les pƌotĠiŶes pƌiŶĐipaleŵeŶt iŵpliƋuĠes soŶt l’ĠŶolase ;EŶoͿ, le 
phosphoglucose isomérase (Pgi), le phosphofructokinase (Pfk), le phosphoglycérate kinase 

(Pgk) et le glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Toutes ces protéines 

évoluent au niveau de la glycolyse. Il Ǉ a ĠgaleŵeŶt uŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe de l’oǆǇdatioŶ 
des peptides de la protéine flagellaire FlaB en phase exponentielle de croissance (Tableau 16). 

Les peptides sont moins oxydés chez la souche NM avec un lfc compris entre -2,1 et -2,8. En 

phase statioŶŶaiƌe, les peptides d’EŶtA soŶt ŵoiŶs oxydés chez la souche NM. Les enzymes 

SipA, TgC et InhA sont en revanche plus oxydés avec un lfc respectivement de 1,9, 1,7 et 1,5. 

En anaérobiose, le rôle de MsrAB sur la dynamique de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes de 
l’eǆopƌotĠoŵe est moins importante comparé en aérobiose. 

Tableau 16: Tableau récapitulatif des peptides oxydés les plus impactés de l’eǆopƌotĠoŵe 

des souches WT et NM en anaérobiose 
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Conclusions et perspectives 
 

Le protéome de B. cereus 
Le séquençage du génome de B. cereus souche ATCC ϭϰϱϳϵ eŶ ϮϬϬϯ a peƌŵis d’ideŶtifieƌ 5473 

gènes chromosomiques et 21 gènes plasmidiques (Ivanova, et al., 2003). Parmi ces 5494 

gğŶes, ϱϮϰϬ gğŶes ĐodeŶt pouƌ des pƌotĠiŶes. L’eŶseŵďle de Đes pƌotĠiŶes foƌŵeŶt le 
protéome de B. cereus. Le protéome est modulé tout au long de la croissance, faisant de celui-

Đi uŶe eŶtitĠ dǇŶaŵiƋue et Đoŵpleǆe. Tout l’iŶtĠƌġt de l’Ġtude du protéome repose sur le fait 

Ƌu’il ĐoƌƌespoŶd auǆ pƌoduits fiŶauǆ de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes à un instant donné. L’intérêt 

poƌtĠ à l’Ġtude du pƌotĠoŵe des oƌgaŶisŵes ǀiǀaŶts a connu un essor dans les années 90 avec 

l’aǀğŶeŵeŶt des speĐtromètres de masse. Les travaux de John B. Fenn, ĐolauƌĠat aǀeĐ KōiĐhi 
Tanaka du prix Nobel de chimie en 2002 oŶt peƌŵis l’eŵploi de la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse suƌ 
ces macromolécules, ce qui auparavant était impossible. Le développement de la 

protéomique reliée à la génomique a faĐilitĠ l’identification et la caractérisation du protéome 

des micro-organismes (Armengaud, 2013). Aujouƌd’hui, il est possiďle de dĠteƌŵiŶeƌ la 
structure primaire des pƌotĠiŶes et l’aďoŶdaŶĐe ƌelatiǀe de ĐhaĐuŶe d’eŶtƌe-elles au niveau 

du protéome cellulaire, exoprotéome et protéome membranaire. Pour explorer en 

profondeur le protéome de B. cereus, nous avons choisi une stratégie shotgun pouƌ l’aŶalǇse 
des échantilloŶs de pƌotĠiŶes issus du suƌŶageaŶt de Đultuƌe et de l’eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes 
intracellulaires. 

Les études menées au cours de cette thèse correspondent aux études les plus exhaustives du 

protéome de B. cereus souche ATCC 14579. Dans les surnageants des cultures, 479 protéines 

ǀalidĠes oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠes doŶt ϵϴ disposeŶt d’uŶ peptide sigŶal. La stratégie mise en place 

loƌs de l’aŶalǇse de l’eǆopƌotĠoŵe de B. cereus dans différentes conditions et tout au long de 

la croissance ainsi Ƌue l’appaƌeillage soŶt pƌoďaďleŵeŶt à l’oƌigiŶe de l’exhaustivité de ces 

études. D’apƌğs la ĐolleĐtioŶ de sĠƋueŶĐes pƌotĠiƋues et aŶŶotatioŶs UŶiPƌot (UniProt, 2015), 

320 protéines disposeŶt d’uŶ peptide sigŶal. Malgré le fait que le nombre de protéines 

observées daŶs l’eǆopƌotĠoŵe est 2,6 fois supérieur à celui obtenu lors des travaux antérieurs 

avec 181 protéines différentes secrétées dont 72 possédant un peptide signal (Clair, et al., 

2010, Clair, et al., 2012, Clair, et al., 2013), le nombre de protéines disposant d’uŶ peptide 
signal Ŷ’a pas ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt augŵeŶtĠ. Les 222 protéines non observées sont 

probablement sous-reprĠseŶtĠes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe ou exprimées puis secrétées dans des 

conditions particulières non rencontrées lors de nos études. A l’heuƌe aĐtuelle, le sǇstğŵe SeĐ 
est le seul système de sécrétion des facteurs de virulence connu chez les bactéries Gram 

positives (Fagerlund, et al., 2010, Schneewind & Missiakas, 2012). Parmi les 381 protéines ne 

disposant pas de peptides signaux, des protéines impliquées dans la pathogénicité ou 

associées à la virulence sont détectées en spectrométrie de masse avec une abondance 

élevée. C’est le cas de la protéase HhoA (NP_833332.1) et du facteur de virulence ESAT-6 ou 

EsxA (NP_831845.1). Leur abondance relative dans l’eǆopƌotĠoŵe suggğƌe l’iŵpliĐatioŶ d’uŶ 
système de sécrétion indépendant du système Sec.  
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La présence de protéines d’oƌigiŶe cytoplasmique dans le milieu extracellulaire dès le début 

de la croissance Ŷ’est pas dû à de la lyse cellulaire. D’autƌes Ġtudes oŶt ĠgaleŵeŶt ƌapporté la 

présence de protéines intracellulaires dans le milieu (Gohar, et al., 2005, Clair, et al., 2010, 

Laouami, et al., 2014, Omer, et al., 2015). Les analyses en composantes principales de 

l’eǆopƌotĠoŵe de B. cereus ont révélé des différences au niveau de l’abondance des protéines 

liées au métabolisme central et du stress en phase exponentielle de croissance en fonction 

des conditions de culture (Madeira, et al., 2015). Les protéines intracellulaires peuvent 

également avoir un rôle au niveau extracellulaire et participer à la virulence des agents 

pathogènes (Henderson & Martin, 2011, Henderson & Martin, 2013). En phase stationnaire, 

certaines protéines cytoplasmiques comme GroEL, DŶaK et l’ĠŶolase soŶt sĠĐƌĠtĠes gƌâĐe à 
uŶ sǇstğŵe de sĠĐƌĠtioŶ des pƌotĠiŶes ŶoŶ ĐlassiƋues. Paƌ eǆeŵple, l’ĠŶolase possğde uŶ 
domaine hélice alpha hydrophobe contribuant à sa sécrétion (Yang, et al., 2011). Hormis ces 

cas de figures, la pƌĠseŶĐe daŶs l’eǆopƌotĠoŵe des pƌotĠiŶes ĐǇtoplasŵiƋues Ŷe possĠdaŶt 
pas de peptides signaux peut être due à la formation de vésicules membranaires 

extracellulaires (Yanez-Mo, et al., 2015). Ces nano-vésicules ont été observés chez B. anthracis 

(Rivera, et al., 2010) et S. aureus (Lee, et al., 2013). 

1159 protéines ont été identifiées et validées dans le protéome cellulaire de B. cereus lors des 

travaux de thèse soit environ un quart du protéome théorique de B. cereus. Les conditions de 

culture dans un milieu minimum à pH optimal et température de 37°C en fermenteur ne sont 

pas ƌepƌĠseŶtatiǀes de l’eŶseŵďle des ĐoŶditioŶs pouǀaŶt ġtƌe ƌeŶĐoŶtƌĠes paƌ la ďaĐtĠƌie 
dans son milieu naturel, les lignes de production agroalimentaire et chez ses hôtes. De plus, 

Ŷous Ŷ’aǀoŶs pas ƌĠalisĠ l’aŶalǇse du pƌotĠoŵe ŵeŵďƌaŶaiƌe. Il est donc possible que 

l’eŶseŵďle de ses gğŶes Ŷ’oŶt pas ĠtĠ eǆpƌiŵĠs loƌs de Ŷos Đultuƌes ďaĐtĠƌieŶnes. Un grand 

Ŷoŵďƌe de pƌotĠiŶes dĠteĐtĠes eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷ’oŶt pas pu ġtƌe ǀalidĠes de paƌ 
leuƌ faiďle aďoŶdaŶĐe et l’aďseŶĐe d’au ŵoiŶs deuǆ peptides pƌotĠotǇpiƋues diffĠƌeŶts. Le 
développement de nouveaux appareillages en spectrométrie de masse et la mise au point de 

Ŷouǀelles stƌatĠgies d’aŶalǇse des ĠĐhaŶtilloŶs Đoŵŵe la stƌatĠgie « top-down » devraient 

peƌŵettƌe daŶs uŶ futuƌ pƌoĐhe d’alleƌ eŶĐoƌe plus loiŶ daŶs l’eǆploƌatioŶ du pƌotĠoŵe de B. 

cereus et aussi l’Ġtude du pƌotĠoŵe ŵeŵďƌaŶaiƌe (Gregorich & Ge, 2014). 

Le rôle du plasmide pBclin15 
Les résultats obtenus pour les souches construites en laboratoire ont révélé la perte du 

plasmide pBClin15. Ces résultats ont conduit à mener une étude sur le rôle du plasmide 

pBClin15 chez B. cereus en aérobiose à partir des données protéomiques et des 

caractéristiques phénotypiques. La conclusion de cette étude est que le plasmide confère un 

aǀaŶtage ĐoŵpĠtitif à soŶ hôte eŶ ƌĠpƌiŵaŶt l’eǆpƌessioŶ et la sĠĐƌĠtioŶ de pƌotĠiŶes 
phagiques. Le plasmide pBClin15 est proche du plasmide PGIL01 de B. thuringiensis, un 

plasmide/prophage appartenant à la famille des Tectiviridae. Une étude a révélé que la souche 

curée du plasmide ne pouvait être infectée à partir des particules virales présentes dans le 

surnageant (Verheust, et al., 2005). Les protéines phagiques présentes daŶs l’eǆopƌotĠoŵe 
de la souĐhe ĐuƌĠe soŶt doŶĐ des phages ĐƌǇptiƋues iŶĐapaďles de s’eŶĐapsuleƌ et iŶduiƌe la 
lǇse Đellulaiƌe de l’hôte. Le dĠtouƌŶeŵeŶt du ŵĠtaďolisŵe de l’hôte ǀeƌs les ǀoies de sǇŶthğse 
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des protéines phagiques se fait au détriment des protéines impliquées dans la détoxification 

et réponses aux stress. La perte du plasmide chez la souche NM est donc probablement due 

aux manipulations réalisées lors de sa coŶstƌuĐtioŶ ou à l’iŶĐoŵpatiďilitĠ ŵutatioŶ – plasmide.  

Le rôle antioxydant des résidus méthionines 
Paƌŵi les ƌĠsidus pƌotĠiƋues, la ŵĠthioŶiŶe est l’aĐide aŵiŶĠ le plus susĐeptiďle d’ġtƌe oǆǇdĠ 
par les ROS (Davies, 2004). La méthionine avec la cystéine sont les deux seuls acides aminés 

doŶt l’oǆǇdatioŶ est ƌĠǀeƌsiďle gƌâĐe à l’aĐtioŶ de ƌĠduĐtases. Au Ŷiǀeau de l’eǆopƌotĠoŵe, les 
toxines et toxines putatives possèdent dix fois plus de résidus méthionines que de résidus 

ĐǇstĠiŶes. Suƌ les ϭϰ toǆiŶes, ϵ toǆiŶes Ŷe possğdeŶt pas de ƌĠsidus ĐǇstĠiŶes. L’aďseŶce de 

résidus cystéines semble indiquer que ces 9 toxines doivent impérativement maintenir leur 

fonction même dans un milieu oxydant. Les résidus méthionines peuvent constituer un 

système antioxydant de par leur plus forte abondance relative au niveau des facteurs de 

virulence, ƌepƌĠseŶtaŶt uŶ tieƌs de l’exoprotéome et leur plus grande susceptibilité face aux 

ROS générés au cours de la croissance. Plusieurs études ont suggéré un rôle des résidus 

ŵĠthioŶiŶes daŶs l’ĠliŵiŶatioŶ des ROS (Levine, et al., 1996, Levine, et al., 1999, Luo & Levine, 

2009, Kim, et al., 2014). Les ƌĠsultats oďteŶus loƌs de la ĐoŵpaƌaisoŶ de l’eǆopƌotĠoŵe de B. 

cereus selon les trois conditions de POR ont révélé une interconnexion entre la dynamique 

des toxines et celle des résidus ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs daŶs l’exoprotéome. Il est donc possible 

que les résidus méthionines des toxines soient oxydés par des ROS endogènes avant leur 

sécrétion dans le milieu extracellulaire. La forte abondance des toxines dès le début de la 

croissance et le pouƌĐeŶtage ĠleǀĠ d’oǆǇdatioŶs de leuƌs ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes observées 

peuvent contribuer à la protection des cellules de B. cereus contre le stress oxydant en 

maintenant bas le taux de protéines intracellulaires oxydées. En phase stationnaire, le niveau 

d’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus Met est ŵoiŶs ĠleǀĠ Ƌu’eŶ phase eǆpoŶeŶtielle de ĐƌoissaŶĐe. Les 
ĐoŶsĠƋueŶĐes de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus méthionines peuvent varier depuis des changements 

stƌuĐtuƌels ĐoŶduisaŶt à uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’aĐtiǀitĠ pƌotĠiƋue jusƋu’à l’iŶaĐtiǀatioŶ totale 
et dégradation par des protéases (Levine, et al., 2000). Ce résultat soulève des questions sur 

le ƌôle de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des toǆines dans la virulence de B. cereus et 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt suƌ sa ĐǇtotoǆiĐitĠ. Il est possiďle Ƌu’eŶ plus d’uŶ ƌôle aŶtioǆǇdaŶt, 
l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes des toǆiŶes peƌŵet ĠgaleŵeŶt de ĐoŶtƌôleƌ la 
pathogénicité de la bactérie déclenchée en entrée de phase stationnaire. 

En anaérobiose, il y a également des résidus méthionines oxydés. Le métabolisme fermentaire 

Ŷ’est pas ĐoŶŶu pouƌ ġtƌe gĠŶĠƌateuƌ de ROS. L’uŶe des possiďilitĠs eǆpliƋuaŶt l’oƌigiŶe de 
l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus ŵĠthioŶiŶes est la ĐoŶǀeƌsioŶ d’uŶ stƌess pƌiŵaiƌe ŶoŶ oǆǇdaŶt eŶ uŶ 
stress secondaire oxydant (Mols & Abee, 2011). Ce stress primaire peut résulter dans nos 

Ġtudes d’uŶ stƌess ƌĠduĐteuƌ Đoŵŵe Đ’est le Đas eŶ aŶaĠƌoďiose à bas POR (Clair, et al., 2010) 

et/ou d’uŶ stƌess ŶutƌitioŶŶel eŶ eŶtƌĠe de la phase statioŶŶaiƌe. En anaérobiose à haut POR 

sous fluǆ d’azote, le Ŷiǀeau d’oǆǇdation des résidus méthionines est élevé dès le début de la 

croissance et reste constant contrairement en anaérobiose à bas POR où il diminue. Des 

espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l’azote peuǀeŶt ġtƌe pƌoduites tel Ƌue l’oǆǇde ŶitƌiƋue ;NOͿ paƌ 
l’iŶteƌŵĠdiaiƌe des NOS ;NO synthase). L’aĐtiǀitĠ de Đet eŶzǇŵe a été décrite chez plusieurs 
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bactéries dont B. anthracis et B. subtilis (Adak, et al., 2002, Gusarov, et al., 2008). Elle catalyse 

l’oǆǇdatioŶ de l’aƌgiŶiŶe eŶ oǆǇde ŶitƌiƋue. L’aƌgiŶiŶe est pƌĠseŶt daŶs le ŵilieu MOD à une 

concentration de 0,46 g.L-1. Parmi les modifications induites paƌ l’oǆǇde ŶitƌiƋue, Đelui-ci peut 

entrainer une oxydation des thiols (les résidus cystéines et méthionines) et de la tyrosine 

(Gow, et al., 2004). Il existe chez B. cereus une protéine impliquée dans la détoxification de 

l’oǆǇde ŶitƌiƋue. Il s’agit d’uŶe flaǀohĠŵopƌotĠiŶe ĐodĠe paƌ le gğŶe hmp (BC1448) qui utilise 

l’oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe et le cofacteur NADPH pouƌ ĐoŶǀeƌtiƌ l’oǆǇde ŶitƌiƋue eŶ Ŷitƌate. EŶ 
l’aďseŶĐe d’uŶ tel sǇstğŵe en anaérobiose, l’oǆǇdation des résidus méthionines des protéines 

eǆtƌaĐellulaiƌes peut ġtƌe due à la gĠŶĠƌatioŶ au Ŷiǀeau iŶtƌaĐellulaiƌe d’oǆǇde ŶitƌiƋue.  

Le rôle de MsrAB daŶs l’hoŵĠostasie ƌedoǆ 
Les méthionines sulfoxydes réductases sont des enzymes ubiquitaires stéréospécifiques 

catalysant la réduction des méthionines sulfoxydes en méthionine. Deux méthionines 

sulfoxydes réductases ont été annotées chez B. cereus: MsrAB (NP_835097.1) et MsrA 

(NP_831549.1). MsrA catalyse la réduction de méthionine (S)-sulfoxyde libre ou incorporée en 

méthionine et la sous-unité MsrB est spécifique à la méthionine (R)-sulfoxyde liée à une 

protéine (Boschi-Muller & Branlant, 2014). Pour ĐoŶfiƌŵeƌ le ƌôle d’aŶtioǆǇdaŶts des ƌĠsidus 
méthionines, nous avons entrepris de construire des mutants msrAB, msrA et le double 

ŵutaŶt Ŷ’eǆpƌiŵaŶt plus de Msƌ. Le ŵutaŶt msrA Ŷ’a pas pu ġtre obtenu au cours de la thèse. 

L’aŶalǇse des tƌaŶsĐƌits de MsƌA Đhez le mutant msrAB et la souĐhe sauǀage a ƌĠǀĠlĠ Ƌu’il Ǉ 
aǀait uŶe augŵeŶtatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de msrA chez le mutant en aérobiose. L’hǇpothğse 
pouǀaŶt eǆpliƋueƌ Đe ƌĠsultat est uŶe ĐoŵplĠŵeŶtatioŶ de l’aĐtiǀitĠ de la sous-unité MsrA de 

MsrAB par la deuxième méthionine sulfoxyde réductase MsrA. La complémentation de 

l’aĐtiǀitĠ d’uŶe Msƌ paƌ uŶe deuǆiğŵe Msƌ a dĠjà ĠtĠ dĠĐƌite ŶotaŵŵeŶt de MsƌB paƌ fRMsƌ 
sur les résidus méthionines (R)-sulfoxydes (Lin, et al., 2007). En anaérobiose, il y a une forte 

diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ de msrA Đhez le ŵutaŶt eŶ phase statioŶŶaiƌe. EŶ l’aďseŶĐe de 
msrAB et en anaérobiose, son expression est réprimée. Son rôle reste à être déterminé. 

L’eǆpƌessioŶ de msrAB chez la souche WT est induite au cours de la croissance en aérobiose 

aloƌs Ƌu’elle est ĐoŶstitutiǀe eŶ aŶaĠƌoďiose. D’apƌğs la ďase de doŶŶĠes STRING ǀeƌsioŶ ϭϬ 
(Szklarczyk, et al., 2015), il Ŷ’Ǉ a pas de paƌteŶaiƌes ĐoŶŶus aĐtiǀaŶt MsƌAB. Les seuls 
partenaires prédits de MsrAB sont la protéase ClpX (NP_834191.1) pouvant avoir une activité 

chaperonne eŶ l’aďseŶĐe de ClpP, la glutarédoxine Cmk9 (NP_834807.1), une thiorédoxine 

(NP_832025.1) et la thiol-disulfide oxydoréductase ResA (NP_831252.1) participant au 

Đoŵpleǆe d’asseŵďlage du ĐǇtoĐhƌoŵe Đ (Magrane & Consortium, 2011). Ces interactions ont 

été observées chez Saccharomyces cerevisiae et Helicobacter pylori (Rain, et al., 2001, Ma, et 

al., 2011). Hoƌŵis ClpX, Đes pƌotĠiŶes paƌtiĐipeŶt au ŵaiŶtieŶ de l’homéostasie rédox 

intracellulaire. Dans nos données protéomiques, ces protéines ainsi que les deux Msr de B. 

cereus Ŷ’oŶt pas ĠtĠ dĠteĐtĠes daŶs le pƌotĠoŵe Đellulaiƌe et l’eǆopƌotĠoŵe. La protéine ResA 

est uŶe pƌotĠiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe. L’iŶteƌaĐtioŶ possiďle eŶtƌe MsƌAB et ResA au Ŷiǀeau de 
la membrane est probablement à l’oƌigiŶe de la ŶoŶ-détection de la présence de MsrAB dans 

le protéome cellulaire. L’aŶalǇse du pƌotĠoŵe ŵeŵďƌaŶaiƌe pourrait apporter des données 
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ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes suƌ le ƌôle de MsƌAB daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie Đellulaiƌe ainsi que 

sur la dynamique des protéines membranaires. 

En plus de son rôle daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie ƌĠdoǆ, MsƌAB paƌtiĐipe à la 
réorganisation du protéome en fonction du potentiel rédox. Au niveau extracellulaire, MsrAB 

intervient pƌiŶĐipaleŵeŶt daŶs l’aďoŶdaŶĐe des faĐteuƌs de ǀiƌuleŶĐe eŶ agissant sur la 

sécrétion/exportation des protéines. L’augŵeŶtatioŶ de la sĠĐƌĠtioŶ des toǆiŶes et eŶzǇŵes 
de dégradation pourrait (i) permettre à la bactérie de lutter plus efficacement contre les 

sǇstğŵes de dĠfeŶse de l’hôte et liďĠƌeƌ des ŶutƌiŵeŶts loƌs de la ĐoloŶisatioŶ de soŶ tractus 

digestif (ii) conférer un avantage compétitif en éliminant les autres micro-organismes pour 

coloniser une niche écologique (iii) augmenter la biodisponibilité des nutriments. Au niveau 

intracellulaire, MsrAB module les voies métaboliques en fonction de la génération de ROS 

endogènes. La ƌĠgulatioŶ fiŶe du ŵĠtaďolisŵe est pƌoďaďleŵeŶt ƌĠalisĠe paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe 
des flavodoxines. Ils permettent de contrôler le couplage entre la glycolyse, le cycle de Krebs 

et la chaîne respiratoire. En condition de stress, la déviation du flux carboné vers des voies 

métaboliques fouƌŶissaŶt de l’ĠŶeƌgie et ŶoŶ gĠŶératrices de ROS est favorisée.  
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Résumé 
Bacillus cereus est une bactérie aéro-aŶaĠƌoďie faĐultatiǀe à Gƌaŵ positif uďiƋuiste pouǀaŶt s’adapteƌ à de Ŷoŵďƌeuǆ 
eŶǀiƌoŶŶeŵeŶts et s’Ǉ dĠǀeloppeƌ. C’est uŶ ageŶt pathogğŶe de l’hoŵŵe Đapaďle de pƌoduiƌe tout uŶ ĠǀeŶtail de pƌotĠiŶes 
extracellulaires et de toxines jouant un rôle majeur dans la pathogénicité de ce micro-organisme. B. cereus croit suivant un 

ŵĠtaďolisŵe de tǇpe ƌespiƌatoiƌe eŶ aĠƌoďiose et feƌŵeŶtaiƌe eŶ aŶaĠƌoďiose eŶ l’aďseŶĐe d’aĐĐepteuƌ fiŶal d’ĠleĐtƌoŶs. EŶ 
aérobiose, la chaîne respiratoire est une source majeure des dérivés réactifs de l'oxygène endogènes. En anaérobiose, ceux-

ci sont générés en réponse au stress oxydant secondaire au stress nutritionnel et au stress réducteur, lorsque les cultures 

soŶt ƌĠalisĠes à ďas poteŶtiel d’oǆǇdo-réduction (POR). Les résidus méthionines (Met) sont particulièrement sensibles à 

l’oǆǇdatioŶ paƌ les ROS. L’oǆǇdatioŶ des Met ĐoŶduit à la foƌŵatioŶ de ŵĠthioŶiŶe sulfoǆǇde, uŶ dĠƌiǀĠ oǆǇdĠ staďle 
détectable par spectrométrie de masse (MS). L'oxydation des résidus Met est réversible : leur réduction est catalysée par des 

ŵĠthioŶiŶes sulfoǆǇde ƌĠduĐtases ;MsƌͿ. Pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ le ƌôle de l’oǆǇdatioŶ des ƌĠsidus Met, Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ uŶe Ġtude 
dĠtaillĠe de la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠoŵe de la souĐhe ATCC ϭϰϱϳϵ ;pBCliŶ ϭ5) de B. cereus en aérobiose (pO2 =100%) et 

en anaérobiose (pO2 =Ϭ%Ϳ à haut et ďas poteŶtiel ƌedoǆ. L’aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue Đoŵpaƌatiǀe et ďiostatistiƋue a ŵoŶtƌĠ Ƌue 
la dǇŶaŵiƋue des toǆiŶes ;ϭϱ pƌotĠiŶesͿ Ġtait ƌepƌĠseŶtatiǀe de la dǇŶaŵiƋue de l’eǆopƌotĠome (392 protéines) à la fois en 

teƌŵes d’aďoŶdaŶĐe ƌelatiǀe de pƌotĠiŶes et d’oǆǇdatioŶ des Met daŶs les tƌois ĐoŶditioŶs testĠes. Les ƌĠsultats suggğƌeŶt 
Ƌue ;iͿ l’aďoŶdaŶĐe des toǆiŶes et leuƌ tauǆ de ŵĠthioŶiŶes oǆǇdĠs ƌeflğteŶt le Ŷiǀeau d’oǆǇdatioŶ Đellulaire et (ii) la sécrétion 

de toxines au cours de la croissance cellulaire contribue au maintien de l'homéostasie redox intracellulaire en piégeant les 

ROS endogènes, en particulier en phase active de croissance en aérobiose et en fin de croissance en anaérobiose. Pour étayer 

l’hǇpothğse seloŶ laƋuelle, les Met des pƌotĠiŶes eǆtƌaĐellulaiƌes, et des toǆiŶes eŶ paƌtiĐulieƌs soŶt des ĐoŵposaŶts de la 
machinerie cellulaire antioxydante, nous avons construit une souche mutante ne synthétisant plus MsrAB et comparé le 

pƌotĠoŵe ;ϵϬϮ pƌotĠiŶesͿ et l’eǆopƌotĠoŵe ;Ϯϭϱ pƌotĠiŶesͿ de Đette souĐhe ŵutaŶte aǀeĐ Đelle de la souĐhe paƌeŶtale eŶ 
aĠƌoďiose et aŶaĠƌoďiose à haut POR. Cette Ġtude a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l’iŵpliĐatioŶ de MsƌAB ŵais ĠgaleŵeŶt Đelle du plasŵide 
cryptique pBClin15 dans la sécrétion des toxines et le maintien de l'homéostasie redox intracellulaire. 

Mots clés : Bacillus cereus, protéomique comparative, homéostasie rédox, méthionine sulfoxyde réductase, oxydation des 

méthionines, spectrométrie de masse. 

Abstract 
Bacillus cereus is a Gram-positive aerobic or facultative anaerobic worldwide-distributed bacterium. In addition, B. cereus is 

a human pathogen able to produce a range of extracellular enzymes and toxins playing a major role in the virulence of the 

bacteria. In presence of oxygen, B. cereus performs respiration. Without oxygen or other electron acceptors, it performs 

mixed-acid fermentation. Under aerobiosis, the respiratory electron transport chain is a major source of endogenous reactive 

oxygen species (ROS). Under anaerobiosis, endogenous ROS are generated in response to reductive stress (mainly under high-

reductive anaerobiosis) and to starvation (nutrient stress), i.e. in response to secondary oxidative stresses. Methionine 

residues (Met) of proteins are vulnerable to oxidation by free radicals. Oxidation of Met leads to the formation of methionine 

sulfoxide (Met (O)), a stable by-product detectable by mass spectrometry (MS). Met(O) can be reduced back to Met by the 

action of methionine sulfoxide reductase (Msr). To determine the role of oxidation of Met residues, B. cereus exoproteome 

time courses were monitored by MS under low oxidation-reduction potential (ORP) anaerobiosis (initial ORP = +140 mV and 

pO2 = 0%), high-ORP anaerobiosis (iORP = -350 mV and pO2 = 0%), and aerobiosis (pO2 = 100%). The results indicated that 

toxin-related proteins were the most representative of the exoproteome changes, both in terms of protein abundance and 

their Met(O) content in the presence and in the absence of oxygen. The analysis results suggest that (i) the abundance of 

toxins and their oxidized methionines rates reflect the cellular oxidation level and (ii) the secretion of toxins during growth 

helps to maintain redox homeostasis by keeping endogenous ROS at bay, during the exponential growth phase under aerobic 

conditions and at the end of growth under anaerobiosis. To support our hypothesis that Met residues of extracellular 

proteins, particulars of toxins are components of the cellular machinery antioxidant, we constructed a mutant strain by 

deleting the gene of MsrAB and compare the cellular proteome and exoproteome of this mutant strain with the wild-type 

strain under aerobiosis and high-ORP anaerobiosis. This study highlighted the involvement of MsrAB but also pBClin15 

plasmid in the secretion of toxins and maintain of the intracellular redox homeostasis. 

Key words: Bacillus cereus, comparative proteomics, redox homeostasis, methionine sulfoxide reductase, oxidation of 

methionines 


