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INTRODUCTION

Clostridium difficile est la principale bactérie responsable de diarrhées consécutives a une
antibiothérapic ; elle est également responsable de 95 % des cas de colites
pseudomembraneuses. C. difficile est ainsi devenue la bactérie entéropathogéne responsable
d’infections nosocomiales la plus répandue dans les pays développés. Les modifications
démographiques, telles que le vieillissement de la population, et 'extension de I'utilisation

des antibiotiques contribuent & I’augmentation des infections & C. difficile.

I ’altération de la flore intestinale normale, qui exerce naturellement sur C. difficile un effet de
barriére, entraine une diminution de la résistance & la colonisation et favorise ainsi son
implantation. C. difficile va alors adhérer aux cellules épithéliales et coloniser le tube digestif
grice 4 différents facteurs, puis se multiplier et produire ses facteurs majeurs de virulence, les
toxines A et B. Les mécanismes d’actions de ces toxines ont é¢ en partie élucidés ; en
revanche, les mécanismes de colonisation restent a ’heure actuelle encore mal connus. Cette
étape fait intervenir des adhésines et des facteurs protéolytiques, dont certains sont codés par

des génes présents au sein d’un cluster codant pour différentes protéines de surface de C.

difficile.

Nous avons donc entrepris ’analyse de ce cluster de protéines de surface et tenté de
caractériser son éventuelle implication dans la virulence de C. difficile, plus particuliérement

dans I’étape de colonisation.

Dans une premiére partie, nous présenterons une revue bibliographique consacrée a
Clostridium difficile, sa pathologie, ses facteurs de colonisation et de virulence, ainsi qu’a la
régulation de I’expression de ces facteurs chez C. difficile et chez d’autres bactéries a Gram
positif et & Gram négatif,

Nous développerons ensuite nos travaux expérimentaux qui ont consisté en i) une analyse
informatique du génome environnant le cluster, ii) une analyse du polymorphisme du cluster
au sein de Pespece de C. difficile et enfin iii) une analyse de la régulation de génes du cluster,
ainsi que celle des protéines correspondantes, en fonction de diverses conditions

environnementales mimant les conditions rencontrées par C. difficile au sein du tube digestif.



REVUE

BIBLIOGRAPHIQUE




A. Infections a Clostridium difficile

Clostridium difficile est un bacille 4 Gram positif, sporulé, anaérobie strict, non invasif,
actuellement considéré comme la principale étiologie des diarrhées infectieuses nosocomiales
chez Padulte. It peut étre responsable de manifestations allant de diarrhées post-antibiotiques

bénignes a des colites pseudomembraneuses parfois fatales.

1. Epidémiologie

C. difficile est 'agent le plus fréquent des diarrhées nosocomiales. D’aprés une &tude
canadienne, P’incidence des diarrhées nosocomiales a C. difficile est de 38 & 95 cas pour
100 000 patients-jour et de 3,8 4 8,4 cas pour 100 admissions [69]. Aucune donnée frangaise
n’est actuellement disponible.

C. difficile est présent dans la flore fécale normale de moins de 5 % des adultes sains [7]; ce
pourcentage est de I’ordre de 70 % chez les jeunes enfants puis diminue régulicrement avec
I’age pour atteindre le taux observé chez I'adulte vers 2 a 3 ans. Chez les personnes agées, le
taux de colonisation peut atteindre 10 4 20 % selon leur exposition aux antibiotiques ainsi que
la durée d’hospitalisation. En effet, C. difficile est largement présent dans I’environnement,
contaminant ainsi 20 4 70 % de I’environnement hospitalier [101}].

Le réservoir de C. difficile est représenté par les patients diarrhéiques mais aussi les porteurs
asymptomatiques qui contaminent ’environnement. La transmission passe par la voie oro-
fécale et la contamination peut avoir lieu par manuportage ou 4 partir de P’environnement
contaminé. La grande résistance des spores de C. difficile sur les surfaces (meubles, literie,
vétements, sols) et sur les mains des patients et du personnel soignant, la promiscuité des
patients hospitalisés et la pression de sélection due aux antibiotiques favorisent la

transmission du bacille [22].

2. Présentations cliniques

[infection & C. difficile est associée & une prise récente ou en cours d’antibiotiques. Elle peut
se manifester par une diarrhée modérée avec absence de signes généraux Ou par unc

pathologie plus sévére comme la colite pseudomembraneuse (CPM). La CPM, souvent
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accompagnée de figvre et de douleurs abdominales, est définie de maniére histopathologique :
elle se caractérise par la présence d’un intense infiltrat inflammatoire et de fausses membranes
fibrineuses adhérant 4 la muqueuse rectale et colique. Ces symptomes, d’apparition souvent
brutale, peuvent se compliquer d’un mégacdlon toxique, de déséquilibre électrolytique et de
perforation intestinale ; en cas de complications, le taux de mortalité atteint 35 a 50 % [3].

Le probléme des rechutes est important puisque 15 & 35 % des patients ayant subi un premier
épisode diarrhéique imputable & C. difficile rechutent dans les deux mois ; de plus, le risque
de rechutes ultéricures multiples augmente aprés une premicre rechute, posant des problemes
thérapeutiques. Les rechutes correspondent & deux phénomeénes distincts : pour environ la
moitié des cas, il s’agit d’une récidive, ¢’est-d-dire la persistance malgré le traitement de la
souche pathogéne, parfois sous forme sporulée, dans le tube digestif'; pour I'autre moiti¢, il
s’agit d’une réinfection avec une souche différente de la souche responsable de I’cpisode
initial [5].

3. Diagnostic

Le diagnostic des infections a Clostridium difficile devrait &re systématique en cas de
diarrhée nosocomiale et doit étre envisagé chez les patients présentant une diarrhée aigué et
des facteurs de risques d’infections liées au bacille. En raison de la gravit¢ des complications,
it doit étre posé rapidement. Ce diagnostic repose sur la mise en évidence de la bactérie ou des

toxines dans les selles, ainsi que sur le sérotypage.

3.1. Mise en évidence de C. difficile

La culture et isolement de C. difficile & partiv d’un échantillon de selles s’effectuent sur
gélose sélective CCFA (Cycloserine Cefoxitine Fructose Agar) pendant 36 heures minimum
en anaérobiose.

I.’identification macroscopique est assez aisée : les colonies de C. difficile sont circulaires a
bords irréguliers et présentent une fluorescence vert chartreuse en lumiére U.V. a 360 nm,
ainsi qu’une odeur caractéristique dite de « crottin de cheval » [59].

1’identification formelle peut &tre réalisée par "analyse qualitative et quantitative des acides
gras volatils en chromatographic en phase gazeuse ou par lanalyse de 1’équipement

enzymatique grace a des galeries d’identification [59].
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3.2. Détection des toxines

La mise en évidence des toxines dans les selles peut se faire par la recherche d’un effet
cytopathogéne ou par des méthodes immuno-enzymatiques.

La détection de la toxine B par la recherche de 1’effet cytopathogene a partir d’un filirat stérile
de selles reste une méthode de référence, en raison de la facilit¢ de réalisation et
d’interprétation ainsi que de sa sensibilité. L’inoculation d’un filtrat contenant la toxine B sur
une culture cellulaire (cellules fibroblastiques animales ou humaines, cellules rénales, cellules
Hela,...) provoque, au bout de 48 heures d’incubation, un arrondissement des cellules, puis
leur détachement et un effet de « globulisation ». La spécificité de cette réaction peut &tre
confirmée par sa neutralisation par un antisérum [59,29].

De nombreuses techniques de détection antigénique des toxines sont actuellement disponibles
et permettent la mise en évidence des toxines A et B grice a des anticorps monoclonaux pour
la plupart ou polyclonaux ; ces tests immuno-enzymatiques et immuno-chromatographiques
sont caractérisés par leur rapidité et leur spécificité.

Actuellement, le développement de la PCR en temps réel permet de réaliser la recherche des
génes des toxines A et B a partir d’échantillons de selles avec une grande sensibilité et une

spécificité excellente [8].
L’association de la culture de C. difficile 4 partir ¢’un échantillon de selles et de la détection

antigénique des toxines A et B a partir d’un filtrat stérile de selles semble étre désormais

recommandé pour le diagnostic d’une infection & C. difficile en routine [28].

3.3. Typage des souches de C. difficile

Le sérogroupage reste encore aujourd’hui la méthode de typage phénotypique de référence. 11
est basé sur lagglutination des différentes souches de C. difficile & Iaide d’antisérums
obtenus & partir d’immunisations de lapins avec des souches formolées [27] ; il permet ainsi
de définir onze sérogroupes désignés A B CDFGHITK X S, le sérogroupe A étant subdivisé
en une vingtaine de sous-groupes (Al 4 A20). Une corrélation entre ces sérogroupes et e type
toxinogénique ainsi que le confexte clinique de leur isolement a €té observée : les sérogroupes
A, C, G, H et K sont par exemple le plus souvent toxinogenes et pathogenes, alors que les
sérogroupes B, D, I et X sont le plus souvent non toxinogénes ; les sérogroupes B, F et X sont

exclusivement retrouvés chez ’enfant ou le nouveau-né asymptomatique [61,29].
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Yautres techniques de typage ont ¢té développées et sont basées sur des marqueurs
génomiques : restriction de ’ADN chromosomique (restriction enzymatique de 'ADN
chromosomique et électrophorése en champ pulsé, ribotypage), PCR (AP-PCR et RAPD,
PCR-ribotypage, AFLP ou rep-PCR), polymorphisme des génes de virulence (toxines,
flagelline, S-layer), et MLST [61].

4, Traitement

Le traitement des infections digestives Hées a C. difficile dépend de la sévérit¢ de la
pathologie. La recommandation thérapeutique est bien établic pour les premiers ¢pisodes ; en
revanche, le traitement des rechutes reste encore a ’heure actuelle problématique [26].

En premier lieu, ’antibiothérapic supposée a I’origine de I'infection doit étre stoppée ; cette
premiére mesure conduit généralement a une guérison rapide des diarrhées modérees et
posséde Pavantage de diminuer les risques de rechutes ultérieures, probablement grice a une
reconstitution plus rapide de la flore colique [26].

Dans le cas de pathologies plus sévéres ou de symptomes persistants, I’administration de
métronidazole (1 g/}), ou en deuxidme intention de vancomycine (0,5 a 2 g/j) per os est alors
recommandée [3,26].

En cas de complications, le recours 2 fa chirurgie est parfois nécessaire [26}].

Le traitement des rechutes multiples a pour but d’éliminer les formes végétatives et les spores
de C. difficile et de rétablir une flore colique de barriére. I consiste généralement en
Padministration de traitements antibiotiques plus ou moins associés & des composés non
antibiotiques : résines échangeuses d’anions telles que la cholestyramine [78], probiotiques,
en particulier Saccharomyces boulardii mais I’efficacité de ces mesures n’est pas toujours
démontrée [26,89].

Le traitement des porteurs sains n’est pas rccommandé car il n’est pas efficace pour

I’éradication du portage [52].
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5. Physiopathologie

La pathogenése de P'infection a C. difficile comprend deux étapes principales.

La flore intestinale normale exerce naturellement sur C. difficile un effet de barricre.
L altération de cette flore entraine donc une diminution de la résistance a la colonisation. La
colonisation du tube digestif par C. difficile fait alors intervenir différents facteurs, adhésines
et facteurs protéolytiques, dont certains n’ont ¢té identifiés que récemment [50].

L’effet pathogéne de C. difficile résulie ensuite de la sécrétion en quantité importante de deux
toxines, qui sont les facteurs majeurs de virulence : les toxines A ¢t B (Figure 1). Par ailleurs,
une autre toxine a été décrite, la toxine binaire, ou ADP-ribosyltransférase spécifique de
Pactine, dont le rdle dans la pathogenése n’est pas encore tres clair, mais dont la présence

semble corrélée a la sévérité de I’infection [2].

5.1. Colonisation et facteurs de virulence accessoires

La rupture de Peffet de barriére est le plus souvent lie 4 une antibiothérapie : la
clindamycine, les céphalosporines et 'amoxicilline associée a I'acide clavulanique sont
considérées comme les molécules les plus a risque {11] mais il est désormais admis que tous
les antibiotiques, exceptés les aminosides, sont susceptibles d’entrainer une infection a C.
difficile. Certaines chimiothérapics anticancéreuses ont aussi €€ incriminées [13], ainsi que
tous les facteurs entrainant des modifications de 1’écosysteme digestif ou la motilité
intestinale (laxatifs, lavements barytés, anti-acides, ralentisseurs du transit, chirurgie gastro-
intestinale) [3]. Un dge supérieur & 65 ans, des maladies sous-jacentes, une immunodépression
ou la durée d’hospitalisation font partie des facteurs de risques li€s a ’hdte [11].

La colonisation par une souche virulente de C. difficile fait généralement suite a une
contamination d’origine exogéne, en particulier par les spores du bacille. La contamination
d’origine endogéne ne représente qu’une faible proportion des cas, le taux de portage chez
Padulte ne dépassant pas les 5% [7]. Les factcurs de colonisation, ou facteurs de virulence

accessoires, comprennent des adhésines et des enzymes hydrolytiques et protéolytiques.
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Figure 1. Pathogenese des infections liées & Clostridium difficile
[d’aprés Poutanen S.M. (78)]
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a, Facteurs d’adhésion

L’adhésion de C. difficile 4 la muqueuse intestinale est un phénoméne essenticl pour la
colonisation. Sa persistance dans le fractus gastro-intestinal continuellement lavé par les
fluides intestinaux nécessite des structures spécifiques qui permettent I’adhésion aux celiules
hétes. C. difficile est capable d’adhérer & différentes cellules en culture ainsi qu’a la muqueuse
intestinale humaine [30]. L’adhésion aux cellules Caco-2 comprend deux mécanismes
distincts : la liaison directe a un récepteur cellulaire encore inconnu situé 4 la surface
basolatérale des cellules et une interaction avec certaines protéines des fibres de la matrice
extracellulaire, tetles la fibronectine, le fibrinogéne, la vitronectine et les collagenes 1, IIi, IV
et V{21].

B Les protéines de ka couche S

C. difficile posséde a sa surface, comme de nombreuses bactéries, une couche cristalline en
deux dimensions appelée « couche S » (« S-layer »). Elle est composée de protéines ou de
glycoprotéines, dont les sous-unités forment un réseau recouvrant enticrement la cellule. Les
couches S possédent de nombreuses fonctions biologiques comme adhésion cellulaire, la
protection contre la phagocytose et des propri€tés antigéniques {10].

Toutes les souches de C. difficile présentent une couche S composée de deux couches
protéiques superposées, chacune constituée d’une protéine particuliére, de taille variable. La
fine couche externe est constituée par une protéine de poids moléculaire moyen 36 kDa
appelée P36, alors que la couche interne, épaisse, est constituée par une protéine glycosylée
de poids moléculaire moyen 47 kDa appelée P47 [20]. Ces deux protéines dérivent d'un
précurseur commun, codé par le géne sipd, aprés clivage en deux sites : en N-terminal pour
libérer le peptide signal, puis A Pintérieur du précurseur pour libérer les deux protéines
matures [18]. Ce sont les protéines de surface majoritaires de C. difficile.

La protéine P36 correspond A la partie N-terminale du précurseur. Elle présente une grande
variabilité, mais il existe une forte identité intersérogroupe (excepté pour fe sérogroupe A) ; la
protéine P36 pourrait donc étre 'antigéne dominant déterminant le sérogroupe [54]. La
protéine P47 correspond a la partie C-terminale du précurseur. Elle est relativement conservée
entre les différentes souches et posséde une homologie avec la partie d’ancrage de
Iautolysine CwIB de Bacillus subtilis [18]. La P47 adhére aux cellules Hep-2 en culture, a
I’épithétium de la muqueuse digestive humaine via des composants de la bordure en brosse
ainsi qu’aux composanis de la matrice extracellulaire de la lamina propria sous-jacente

(collagéne-1, thrombospondine et vitronectine) [17].
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B 1L’adhésine Cwpo66
La protéine Cwp66 (Clostridial Wall Protein de 66 kDa) est une protéine de surface de C.

difficile qui présente une structure en trois domaines : le peptide signal, le domaine N-
terminal présentant des homologies avec la partic d’ancrage de CwiB de B. subtilis, et le
domaine C-terminal, trés variable et exposé 2 la surface de la bactérie. L’inhibition partielle
de 1’adhésion de C. difficile & des cellules en culture par les protéines recombinantes et par
des anticorps dirigés conire les partics N-terminale et C-terminale démontre les proprictés

d’adhésines de cette protéine [99].

B La protéine de liaison 2 la fibronectine Fbp68

La protéine Fbp68, qui présente des homologies avec d’autres protéines de liaison 2 la
fibronectine présentes chez diverses especes bactériennes, est associée & la surface de C.
difficile. Elle est capable de se lier 4 la fibronectine en solution ou immobilisée ainsi qu’a
d’autres composants de la matrice extracellulaire, comme le fibrinogéne ou la vitronectine.
Des anticorps dirigés contre Fbp68 entrainent une inhibition partielle de I’attachement de la
bactérie a la fibronectine et 4 des cellules Vero en culture, ce qui indique que cette protéine

pourrait avoir un tdle dans ’adhésion de C. difficile aux tissus hotes [45].

B La protéine de choc thermique GroEL

La protéine GroEL appartient a la famille des protéines chaperonnes Hsp60. Apres un choc
thermique a 48 °C, cette protéine est exprimée 4 la surface de la bactérie ainsi que dans le
milieu extracellulaire ; parallélement, Padhésion de C. difficile a différentes cellules en
culture est augmentée. Par ailleurs, des anticorps dirigés contre GroEL inhibent partiellement

cette adhésion, suggérant un role de cette protéine dans I"adhésion de C. difficile [46].

#  Les flagelles

Les génes fliC et fliD, codant respectivement la flagelline et la protéine de coiffe du flagelle,
sont présents et exprimés chez toutes les souches de C. difficile, y compris les souches non
flagellées. Ces deux proiéines se lient au mucus caecal murin et FD adhere fortement aux
cellules Vero [93]. Les flagelles joueralent donc un role dans la colonisation en permettant
I’échappement aux lavages par les fluides digestifs grace & I’adhésion au mucus, la traversée
de ce mucus grice a4 la mobilité qu’ils conférent 4 la bactérie et enfin en participant a

I’adhésion aux entérocytes [94].
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b. Facteurs enzymatiques

® Eunzymes hydrolvtiques

Toutes les souches de C. difficile, toxinogénes ou non, produisent certaines enzymes telles
une hyalurodinase, une chondroitine-4-sulphatase et une collagénase ; Pactivité enzymatique

semble corrélée a la virulence des souches et 4 la quantité de toxines produites [88].

B Enzymes protéolytiques

C. difficile présente une activité protéolytique de surface [76], plus importante chez les
souches les plus virulentes [87].

La protéine Cwp84 (Clostridial Wall Protein de 84 kDa) codée par le géne cwpd4, tres
conservé, est une cystéine protéase qui présente aussi une structure en trois domaines :
peptide signal, domaine N-terminal catalytique, et domaine C-terminal homologue au
domaine d’ancrage de I'autolysine CwIB de B. subtilis [85]. Cette protcase pourrait étre
impliquée soit dans la dégradation des tissus de I’hote, soit dans la maturation de certaines

protéines de la surface bactérienne [50].

¢. Cluster de protéines de surface

Le géne codant pour cette protéase, cwp84, est situé au sein d’un cluster de génes portant 17
cadres de lecture ouverts (ORF) orientés dans le méme sens (Figure 2). Parmi eux, I
présentent une structure similaire en trois domaines : peptide signal, domaine homologue au
domaine d’ancrage pariétal N-terminal de Dautolysine CwIB de B. subtilis et domaine
variable « fonctionnel » [55]. Au sein de ce cluster, sont présents différents génes codant des
protéines de surface de C. difficile, dont les genes sipA et cwp60. Le géne sipA est cotranscrit
de maniére trés importante, tout au long de la phase de croissance, avec le géne orf6 situé en
amont ; cette observation est corrélée au fait que les protéines de la couche S sont les
protéines majoritaires de la surface bactérienne. Dans ce contexie, il est logique de penser que
le géne orf6 code aussi une protéine importante de la surface bactérienne, méme si sa fonction
est inconnue a ce jour [85]. Le géne cwp66 est co-transcrit avec deux autres genes dont les
fonctions sont inconnues : orf8, qui posséde une structure similaire en trois domaines, et orf9
[85]. Deux autres cadres de lectures appartenant a ce cluster possédent des homologies
importantes avec des protéines connues: Orf7, analogue de SecA, et Orfl2, amidase

potentielle.
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5.2. Facteurs majeurs de virulence : les toxines A et B

a. Structure

Les toxines A et B de C difficile sont des polypeptides de haut poids moléculaire,
respectivement 308 et 270 kDa. Elles partagent une structure similaire, constituée de trois
domaines : domaine catalytique, domaine de liaison aux récepteurs et domaine de
translocation (Figure 3) [53].

Le domaine enzymatique, situé en position N-terminale, se compose de 546 acides aminés
pour Ia toxine B et de 659 acides aminés pour la toxine A [34,48].

Le domaine C-terminal est constitué d’éléments répétitifs ou CROPs (combined repeated
oligopeptides) de 20 a 50 acides aminés ; ces ¢léments sont indispensables pour la liaison des
toxines A leurs récepteurs des cellules cibles ainsi qu’a leur endocytose [37]. La toxine A se
lie au disaccharide GalBl-4GlcNac présent sur de nombreuses cellules humaines [58]. La
toxine B se lic 2 un grand nombre de cellules, indiquant que son récepteur cellulaire, encore
inconnu, est ubiquitaire [97].

Le domaine intermédiaire transmembranaire pourrait étre responsable de la translocation de Ja
toxine dans le cytosol. Cette translocation s’opére par endocytose, puis se produit une
acidification de I’endosome ; une étude récente a démontré que seule la partie N-terminale

(domaine enzymatique) de la toxine B est libérée de I’endosome pour gagner le cytosol [74].

b. Effets physiologiques

La toxine A est une entérotoxine létale et cytotoxique. Elle induit une inflammation intense
avec infiltration massive de la muqueuse intestinale par des polynucléaires et des cellules
mononuclées, une nécrose de 1’épithélium intestinal et une accumulation de fluide dans le
tube digestif [51]. La toxine B est une cytotoxine 100 a 1000 fois plus puissante que fa toxine
A mais posséde aussi une activité entérotoxique inflammatoire {86]. Les deux toxines altérent

Iintégrité structurale des cellules en culture en désorganisant le cytosqueletie d’actine.
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¢. Mécanisme d’action

Une fois libérées dans le cytosol de Dentérocyte, les toxines vont interagir avec leur cible
moléculaire, les protéines de la famille Rho (Rho, Rac et Cdcd2) qui possédent un role
fondamental dans le maintien de Dintégrité du cytosquelette d’actine et des jonctions
interceliulaires.

Le domaine enzymatique de chaque toxine catalyse une réaction de glucosylation de ces
protéines par transfert d’une molécule de glucose d’un UDP-glucose sur la thréonine en
position 37 chez Rho ou en position 35 chez Rac et Cdc42 [77]. Cette inactivation entraine
alors unc désorganisation des filaments d’actine au niveau basal et apical, ainsi que la
dissociation de ’actine avec la protéine de la plaque cytoplasmique des jonctions serrées, 70-
1. L’altération des jonctions serrées des cellules épithéliales entraine I’augmentation de la
perméabilité para-cellulaire responsable de la diarrhée et favorise le passage des toxines vers
la lamina propria (Figure 4) [73].

Les foxines A et B possédent de plus une activité indirecte sur la lamina propria les rendant
responsables d’une inflammation intense, via la production de cytokines (TNFa, IL-6, [L-8) et
fe recrutement des polynucléaires,

Enfin, ces deux toxines induisent I’apoptose par des phénomenes dépendants ou non de

I’inactivation des protéines Rho [66,35].

Les différents effets des toxines A et B entrainent une inflammation intense avec destruction
des cryptes intestinales et d’importantes lésions de Iépithélium. Les pseudomembranes
observées dans les colites pseudo-membrancuses sont constituées de polynucléaires, de

fibrine et de débris cellulaires.

d. Organisation génétique de I’éi¢ment toxigénigue

Les toxines A et B sont codées par les génes fedd et fedB présents sur un locus
chromosomique de 19,6 kb. Cet élément toxinogénique, ou locus de pathogénicité (PaLoc),
est constitué, en plus des génes codant TedA et TedB, de trois cadres de lecture
ouverts supplémentaires : redD et tedE, orientés dans le méme sens que les génes des toxines,
et tcdC orienté en sens opposé (Figure 5). Les génes tedd, tedB, tedD et tedll peuvent Etre

transcrits sous forme d’un ARNm polycistronique de 17,5 kb ou sous forme d’ARNm
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Figure 5. Organisation génétique du locus de pathogénicité de C. difficile
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monocistroniques [43]. Chez les souches non toxinogénes, un fragment de 127 bp occupe la
place de cet élément toxigénique [42].

Le géne fedC serait un régulateur négatif de Pexpression de TedA et TedB [49], alors que
tedD agit comme un facteur sigma alternatif de RNA-Polymerase, exergant ainsi un controle
positif sur la régulation des toxines A et B [69,67]. TedE, qui présente des homologies avec
des protéines cytolytiques de bactériophages, les holines, agirait en lysant la membrane
bactérienne, permettant ainsi la libération des toxines A et B dans le milieux extra-celulaire
[92].

e. Polvmorphisme du locus Pal.oc

I étude du polymorphisme du locus PalLoc, ct particuliérement des génes fedd et ledB, a
permis de classer les variants en vingt groupes, ou toxinotypes [ a XX [80,81,82]. Parmi cux,
se trouvent des toxinotypes particuliers, dont le toxinotype VII, caractéristique des souches
du sérogroupe F selon Delmée, délétées en toxine A. Des souches pathogenes de C. difficile
ne produisant pas de toxine A ont été décrites a plusieurs reprises [14,64,95]. Ces souches
portent une délétion sur le gene fcdd et apparaissent toxine A-négative avec les tests
immunologiques commerciaux [64,80]. La pathogénicité de ces souches particuli¢res poutrait
s’expliquer par la présence d’une partie de la toxine A, par une modification de Pactivit¢ de la
toxine B, ou encore par la présence d’une toxine hybride entre la toxine B et la toxine LT de
C. sordellii [23].

Ie modele de pathogénicité de C. difficile est résumé dans la figure 6.

B. Régulation de I’expression des facteurs de colonisation et des facteurs de

virulence

La régulation de Pexpression des génes bactériens en fonction des différents facteurs
environnementaux permet une adaptation rapide des bactéries au milieu dans lequel elles se
trouvent ; pour les bactéries pathogénes, ce phénomene est particulicrement important
lorsqu’elles passent du milieu environnemental & leur hote. Ainsi, Ja plupart du temps, les

bactéries pathogénes n’expriment leurs facteurs de virulence (adhésines, exoprotéines a
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propriétés toxiques) que chez leur hote. Elles répondent ainsi aux sighaux environnementaux
en mettant en jeu des systémes complexes de régulation. De mnombreux [facteurs
environnementaux peuvent exercet une régulation sur ces facteurs de virulence :

antibiotiques, fer, osmolarité, température et pll, entre autres.

1. Exemples de régulation chez différentes bactéries

Les concentrations subinhibitrices d’antibiotiques, bien qu’étant incapables de tuer les
bactéries mises en leur présence, peuvent interférer avee la colonisation et la virulence de
certaines bactéries, aussi bien & Gram positif que a Gram négatif.

Le fer est un élément essentiel 4 la croissance de quasiment toutes les cellules vivantes ; il est
nécessaire 4 de multiples fonctions cellulaires, en particulier aux systemes enzymatiques. En
raison de la quantité trés limitée de fer libre dans les cellules de mammiféres, les
microorganismes ont di développer des systémes de capture du fer 1i¢ chez Phote : ces
systémes sont nécessaires & leur survie chez leur hote et donc lics a leur virulence. Au méme
titre que d’autres facteurs comme Posmolarité, la température ou le pk, la transition d’un
milieu riche en fer a un milieu pauvre en fer est un marqueur important de ’environnement

hote qui entraine la régulation de ’expression de nombreux geénes bactériens [25}.

1.1. Résulation des facteurs de colonisation et d’adhésion

a. Répulation par des antibiotiques

Chez Staphylococcus aureus, des concentrations subinhibitrices de ciprofloxacine induisent
une augmentation de Pexpression de protéines liant la fibronectine, augmentant I’adhésion de
certaines souches résistantes aux quinolones [12]. Chez Listeria monocytogenes, la
penicilline, Pamoxicilline associée a 'acide clavulanique ainsi que la vancomycine stimulent
de maniére significative Padhésion & des cellules Hep-2 en culture [1].

Fn revanche, chez Vibrio cholerae et Aeromonas hydrophyla, ces mémes antibiotiques
entrainent une diminution de I’adhésion [1]. D autres études ont montré une diminution de
radhérence avec Pofloxacine chez des souches uropathogeénes d’Escherichia coli [6] et

I’association piperacilline — tazobactam chez Pseudomonas aeruginosa [36].
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b. Résulation par le fer

Des études récentes ont montré que le taux de fer libre dans Penvironnement pouvait jouer un
rdle dans la régulation des facteurs d’adhésion de certaines bactérics comme S. aureus. La
protéine IsdA, impliquée dans I'adhésion de S. aureus a de nombreux ligands, tels le
fibrinogéne et la fibronectine, n’est exprimée que dans des conditions de privation de fer [25].
La protéine de surface FrpA, qui interviendrait dans I'adhérence de S. qureus aux support
inertes, n’est exprimée que dans des conditions de déplétion en fer, et le géne correspondant

fait partie d’un opéron régulé par le senseur de fer Fur [71].

¢. Régulation par d’autres facteurs environnementaux

Chez les Streptocoques du groupe B, commensaux de la flore vaginale, I’adhésion est
maximale & pH 4, pH vaginal normal, par rapport 4 un pH neutre. Les protéines de surface
semblent jouer un role dans cette adhésion, puisque le traitement des bactéties a la trypsine
entraine une baisse de 75 % de ce phénomene {91].

Chez les Streptocoques du groupe A, I’hyperosmolarité, ainsi qu’une température basse ou
une déplétion en fer, entraine une diminution de la transcription du géne emm, qui code pour
la protéine M antiphagocytose [68]. En revanche, chez Salmonella typhi, Uhyperosmolarité
entralne une augmentation de Iexpression des génes d’invasion cpxd, invG et prgfd, alors
qu’un pH acide (pH 5) diminue leur expression [60].

Les taux d’oxygéne et de dioxyde de carbone permetient également de réguler certains
facteurs de colonisation. L’expression de la protéine F de S. pyogenes, responsable de

’adhésion & la fibronectine, est diminuée en présence de faibles concentrations d’O; [96].

1.2. Régulation des enzymes hydrolytigues et des toxines

a. Régulation par les antibiotiques

La synthése de certains facteurs de virulence est inhibée en présence de concentrations
subinhibitrices d’antibiotiques : ¢’est le cas chez S. aureus pour les a- et o-hémolysines, la
DNase, la lipase, la coagulase et la toxine du syndrome de choc toxique 1 (FSST-1) [38] ; des

effets similaires ont &té identifiés chez Streptococcus pyogenes, ou encore Bacteroides fragilis
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[39,40]. Une étude plus récente a rapporté une inhibition de la transcription des génes de
certaines exoprotéines de S. aureus, dont spa, hla et spr (codant respectivement pour la
protéine A, I’a-hémolysine et une sérine protéase) par des concentrations subinhibitrices de
clindamycine [47]. La diminution de ’expression de certaines de ces protéines, ainsi que celle
des entérotoxines A et B, de la p-hémolysine, enire autres, a aussi ¢t€ rapporiée avee le
linézolide [91.

. Régulation par le fer

De nombreuses toxines bactériennes sont régulées par le fer. Cest le cas de la toxine Shiga de
Shigella dysenteriae, des toxines Shiga-like de E. coli entérohémorragique et de I’exotoxine A
de Pseudomonas aeruginosa, chez qui I’expression est augmentée en condition de déplétion
en fer ; en revanche, ’expression de la toxine diphtérique de Corynebacterium diphteriae st

augmentée en présence d’un milieu riche en fer [63].

¢. Régulation par d’autres facteurs environnementaux

La composition en nutriments est aussi impliquée dans la régulation de certains facteurs de
virulence : I'expression de la cystéine protease SpeB de S. pyogenes est diminuée en présence
de glucose, bien que cette enzyme ne contribue pas 4 ’obtention des nutriments essentiels a la
bactérie 175]. De méme, expression de SpeB et celle d’autres exoprotéines des
Streptocoques du groupe A, est diminuée en présence de fortes concentrations 4’0z et de

faibles concentrations de CO; [72].
La diversité des facteurs environnementaux auxquels les bactéries répondent, soit par une

régulation transcriptionnelle, soit par des modifications post-traductionnelles, leur permet une

adaptation importante au milieu dans lequel elles se trouvent.

2. Régulation des facteurs de colonisation et de virulence de C. difficile

La régulation des différents facteurs impliqués dans fa pathogénicité de C. difficile est encore

assez peu connue, en particulier ce qui concerne les facteurs de colonisation.
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2.1. Régulation environnementale des toxines A et B

La transcription des génes fedd ct tcdB est soumise 4 une régulation par des facteurs
environnementaux. L’expression des deux toxines est régulée par la température, grice a
Paction du facteur sigma TedD sur leurs promoteurs @ leur expression, faible a 22 et 42°C,
devient maximale a 37°C, température de I’hdte, d’ot le grand intérét de ceite régulation
thermique [56]. La présence de glucose ou de sucres rapidement métabolisables dans le milieu
en début de phase stationnaire diminue Dexpression des deux toxines, ainsi que la
transcription de fedD, indiquant ainsi I'implication du facteur sigma dans la répression

catabolique de ces deux toxines [31].

2.2. Régulation environnementale des facteurs de colonisation

L’adhérence de C. difficile a des cellules Vero en culture est modifiée par différents facteurs
environnementaux ; il faut cependant noter que 1’adhésion, maximale en phase stationnaire,
est comparable chez les souches toxinogénes et non toxigénes et qu’elle ne semble pas €tre
augmentée par la production des toxines. L’adhésion de C. difficile aux cellules en culture est
multipliée par trois en condition d’hyperosmolarité¢ (NaCl 500 mM); ’hyperosmolarité
entrainerait des modifications morphologiques et physico-chimiques, en particulicr au niveau
de Phydrophobicité de la surface bactérienne, modifiant ainsi les propriétés adhésives. Un
milieu riche en calcium permet également d’augmenter de plus de dix fois I’adhérence de C.
difficile aux cellules, alors que le magnésium n’influence pas ce phénomene. La déplétion en
fer permet aussi d’accroitre I"adhésion ; cette augmentation des propriétés adhésives pourrait
permettre 4 la bactérie d’adhérer et de coloniser les tissus cibles afin de faciliter ’acquisition
de fer a partir de tissus encore sains. L’acidité du milieu entraine également une augmentation
de "adhérence de C. difficile |98].

La régulation par des facteurs environnementaux de I’adhérence cellulaire est maintenant
connue ; en revanche, la corrélation avec les différents facteurs d’adhésion de C. difficile n’a
été mise en évidence que pour la protéine de choc thermique GroEL. En effet, différentes
conditions de stress mimant les conditions physiologiques rencontrées par C. difficile au cours
de son transit dans le tube digestif (choc osmotique, choc acide, déplétion en fer et
concentration subinhibitrice d’antibiotique) augmentent la transcription du géne grofL ¢t la

production paralléie de la protéine GroEL [46].
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OBJECTIFS

L’ objectif général de ce travail est de continuer I'étude du cluster de protéines de surface
présenté dans la revue bibliographique (Figure 2, page 19), dans le but de caractériser plus
précisément son éventuelle implication dans la virulence bactérienne, et plus particuliérement

dans I’étape de colonisation. Pour cela, notre travail sest articulé autour de trois axes.

Le premier axe de recherche est analyse informatique (in silico) du génome environnant le
cluster afin de mettre en évidence de nouveaux cadres de lecture présentant des homologies
avec des protéines connues, et plus particulitrement avec des protéines de surface impliquées

dans les phénomeénes d’adhésion chez d’autres bactéries.

La deuxiéme partie du travail concerne la poursuite de I’étude du polymorphisme du cluster
au sein de Pespéce de C. difficile afin de metire en évidence une éventuelle corrélation entic

le polymorphisme du cluster et la virulence ou le sérogroupe des souches.

Enfin, la derniére partie de cette étude a porté sur I’étude de la régulation des genes sip4,
cwp66 et cwp84 en fonction des conditions environnementales. Le but de cette ¢tude est
double : il s’agit tout d’abord de mettre en évidence P’éventuelle appartenance de ces genes &
un régulon, puis de vérifier I'existence d’une corrélation enire Pexpression de ces genes
impliqués et la modulation de I’adhésion de la bactérie aux cellules en fonction des conditions

environnementales [98].

32



MATERIELS ET METHODES

A. Analyse du génome environnant le cluster de protéines de surface

La séquence de la souche 630 de Clostridium difficile est désormais disponible dans sa totalite

dans les banques de données (http://www.sanger.ac.uk). Le cluster de protéines de surface a
été localisé au sein du génome de maniére & identifier les séquences adjacentes situées en
amont et en aval de ce cluster. Les cadres de lecture ouverts ont été recherchés sur internet

(hitp://www.nebi.nlm.nih.gov/eorf/gorfhtmf), ainsi que les homologies avec des protéines

connues (http://www.cbi.ac.uk/clustaiw).

B. Souches bactériennes et conditions de culture

Les souches sont conservées congelées a -80°C en présence de 20 % de glycérol. Elles sont
cultivées sur gélose Colombia cystéine (Difco Laboratoires) additionnée de 5 % de sang de
cheval (BioMérieux) {Annexe 1).

Les 27 souches de C. difficile, toxinogénes ou non et d’origines clinique et géographique
variées, choisies pour ’étude du polymorphisme, sont décrites dans le tableau 1. Ces souches
sont cultivées en bouillon TGY (Tryptone Glucose Yeast, Difco Laboratoires, Annexe 1)
régénéré, en anaérobiose & 37°C. Les souches 79-685, ATCC 46603 (Référence X) et GAI

95601 ont été choisies pour I’étude de la régulation du cluster.

C. Analyse du polvmorphisme par PCR-RFLP

I. Extiraction d’ADN

I extraction d’ADN des 27 souches étudices est réalisée a I’aide du kit GFX Genomic Blood
DNA Purification Kit (Amersham Biosciences) selon le protocole détaillé par le fournisseur.
L extraction est faite 4 partir de 1,5 mL de culture en phase stationnaire ; I’ADN est €lué dans
50 uL d’eau millipore stérile puis conservé 4 + 4°C. Une migration électrophorétique en gel
d’agarose est réalisée sur le produit d’extraction de maniére a vérifier la qualité de PADN.
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Tableau I. Caractéristiques des souches de C. difficile étudiées

. . . . - Origine
Sérogroupe| Nom des souches | Toxinotype Origine clinigue eéoeraphique
Réf. A Y o by o
R (ATCC 43594) A+ BA CPM Belgique
Kohn A-B- Enfant porteur asymptomatique Angleterre
SE-810 ND *® France
Réf. B A-B- Nouveau-né porteur asymptomatique Belgique
B (ATCC 43593) P ympiomatiq giq
CO 109 A-B- ND France
Réf, C , .
. (ATCC 43596) At B CPM Belgique
C 253 A+ B+ DPA Italie
630 A+ B+ CPM Angleterre
Ref. D A-B- Adulte porteur asymptomatique Belgique
D (ATCC 43597) P yptomatiq L
93136 A-B- Enfant porteur asymptomatique France
Réf. F .
(ATCC 43598) A- B+ ND Belgique
F 5168 A- B+ ND Belgique
GAI 95600 A- B+ Enfant porteur asymptomatique Japon
GAI 95601 A- B+ Adulte porteur asymptomatique Japon
REf. G N o i . o
G (ATCC 43599) At B Nouveau-né porteur asymptomatique Belgique
95938 At B+ CPM (rechute) France
Réf H . .
o (ATCC 43600) At B CPM Belgique
93369 A+ B+ Adulte porteur Franve
53444 A~ B- ND
Réf T o . g
I (ATCC 43601) A-B- Nouveau-né porteur asympiomatique Belgigue
56026 A-B- Enfant porteur asymptomatique Belgique
RéfL K s . .
K (ATCC 43602) A- B- Nouveau-né porteur asymptomatique Belgique
94416 A+ B+ CPM (rechute) France
Reéf. X o . ¥
% (ATCC 43603) A~ B- Nouveau-né portenr asymptomatigue Belgique
36678 A- B+ ND Belgique
S3 79685 A+ B+ CPM France
GAI 97480 ND Japon

a o . .
) Ref: souches de référence du sérogroupe selon M. Delmée

) oPM ; colite pseudo-membraneuse

©) NI : non déterminée

D pPA : diarchée post-antibiotiques
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2. PCR-RELP

Les génes choisis pour I’étude du polymorphisme du cluster sont les génes orf6, orf7, orf8,
orfY et orfl2 (Figure 2, page 19).

Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau II'; ces amorces ont été choisies & partir
de la séquence de la souche 630 de C. difficile, dans les régions conservées, apres
comparaison avec des génes homologues de bactéries proches comme Bacillus subtilis,
lorsque cela était possible. L’amplification des 5 génes & partir des ADN extraits des
différentes souches a été réalisée avec le kit PuRE Taq Ready-To-Go beads PCR (Ametsham
Biosciences), dans un volume final de 25 pl.. Les amorces sont utilisées 4 une concentration
finale de 0,4 pM et la quantité de matrice ajoutée est de Pordre de 200 a 300 ng. Toutes les
PCR ont été réalisées sur le méme schéma : cingq minutes de dénaturation 4 94°C, puis 35
cycles d’amplification comprenant une minute de dénaturation & 94°C, une minute
d’hybridation a température TM - 2°C, une minute d’¢longation a 72°C, puis dix minutes
d’¢longation finale a 72°C. Les produits de PCR sont visualisés apr¢s migration en gel
d’agarose 1% contenant du BET.

Les enzymes de restriction choisies pour 1'étude par PCR-RFLP sont présentées dans le
tableau III. Chaque produit de PCR est digéré par trois ou quatre enzymes : la digestion est
effectuée sur 3 uL de produit de PCR avec | ul d’enzyme (Invitrogen, Biolabs) et | uL de
tampon 10X correspondant dans un volume final de 10 pL, & 37°C, pendant deux heures. Les
profils de digestion obtenus pour chaque souche sont comparés apres migration

électrophorétique en gel d’agarose 1,8 %.

D. Etude de la régulation du cluster d’intérét

1. Choix des conditions de culture

Les conditions de culture étudiées pour la régulation du cluster par les facteurs
environnementaux sont présentées dans le tableau IV.

Les concentrations de chlorure de sodium pour I’étude de I"influence de hyperosmolarité ont
6t¢ choisies aprés des essais de culture en TGY supplémenté en chlorure de sodium 50 mM,
200 mM, 300 mM et 500 mM.
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Tableau II. Amorces utilisées pour amplifier les génes choisis

pour I’étude de polymorphisme

Gene Amorces Séquenc(eS :[llisggfliu::”lf’;otidique Positiﬁn( Is)l[l); le géne
Orf6 Sl GAG TAT TAT CAA TAG GAT TGG 17/ 37
Orf6-S2 TCA TTA ATA ATG GCA GGA GC +43 / +62
ore Orf 6 - RI1 GAG TAGCATACACTTGTCC +1567 / +1549
Orf6—R2 AACCCA AAT CCAGTATAT GC 11532 / +1513
"""""""""""" Of7-S1 | AGATGA AAACTGGIGAAGG |  +296/:314
o7 Ort7 - R2 AGC ATCTAT ATG ATCTAICC +2196 /42177
""""""""""""""""" 08-St |CTGTAATTATGGCIGCTGC | +20/438
orf 8 Orf8 —R1 GTC AAT TCA ACT CCATTA CC +1835/+1816
Orf8 - R2 TTA CCAACCTAGTAT TTT AGC +1872/ +1852
""""""""""""" Orf9-S1 | GATACACATGTCATATTATGC |  37/457
of? Orf9 - RI1 AGA TTT TAC TGA ATG ATA TCC +603 / +583
""""""""""""" Of12-S2  |CAGGAATGTTGTCTGTAGC | 432/450
o1z Orf 12 —R1 CACATT CAA CAA GTATTG +1924 / +1906
Tableau 111, Enzymes de restriction utilisées pour I’étude
du polymorphisme des génes d’intérét
(ﬁ?;;g) Tnzymes I:(;l:llt):: Position des sites de coupure sur la souche 630
Dral 3 +O47, 1176, +1577
aspny | R LA e aan
Alul 7 +124, +190, +365, +887, +1174, +1205, +1502
Dral 7 +144, +347, +692, +1221, +1980, 112156, +2292
orfy AT ST S0 U e, 1085, 2150
(2346 pb) Hinfl 8 +13, +436, +628, 1805, 11039, +1141, +1558, +1625
""" Hinall | 4 | 48721889, 11657,12288
Afal 2 +298, 641
Wy [P |2 L
Alut 4 +194, 1349, +388, +619
Afal 5 +696, +995, 1005, +1116, +1323
comay | o3 nwmasam
Sspl 4 +662, +936, +974, +1582
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Tableau IV, Conditions de culture étudiées pour la régulation du cluster

Condition de culture

Souches étudiées

79685 Ref. X GAI95601
Témoin TGY TGY TGY
NaCl 50 mM NaCl 50 mM NaCl 50 mM
Hyperosmolarité
NaCl 200 mM NaCl 200 mM NaCl 200 mM
Concentration Ampicilline Ampicilline Ampicilline
subinhibitrice 1 pg/mL 1 pg/mL, 0,5 pg/mL
’antibiotique (V2 CMI) (Y2 CMI) (‘2 CMI)
Déféroxamine Déféroxamine Déféroxamine
Déplétion en fer 50 uM 50 uM 100 uM
(¥4 CMD) (V4 CMD) {Va CMI)
PBS PBS PBS """""""
Choc acide
pH 4 pH 4 pH 4
T e pBS . PBS
Témoin choc acide
pH 7,3 pH 7,3 pH 7,3
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Les concentrations subinhibitrices d’antibiotique ont été choisies aprés détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) d’ampicilline pour les trois souches, en milieu
liquide. Elles cotrespondent & la moiti€ de la CML

Les concentrations de chélateur de fer ont été choisies aprés détermination de la « CMI» de
déféroxamine pour chacune des trois souches et correspondent au quart de la CML

Les souches sont cultivées de jour (environ 7 heures) pour Iobtention des bactéries en phasc
exponentielle (DO = 0,6) et de nuit (environ 15 heures) pour I’obtention des bactéries en
phase stationnaire (DO = 1,4).

Chaque culture en conditions de stress a ¢t¢ divisée en trois aliquots, utilisés pour I’extraction
des protéines de la couche S, extraction des protéines de surface et I’extraction des ARN.
Ies bactéries sont centrifugées a 3000 g, 15 minutes & 4°C puis les culots sont soit utilisés
immédiatement soit congelés a -80°C. Les conditions de choc acide sont produites en
reprenant le culot bactérien dans S ml. de tampon PBS & pH 4 pendant 30 minutes, a 37°C ;
pour chaque culture, un témoin en PBS a pH 7,3 est effectué.

L’analyse de Pexpression des protéines et des ARN est réalisée deux fois, & partir

d’extractions distinctes réalisées aprés des cultures en phase stationnaire différentes.

2. Analvse de Pexpression des protéines P36, P47, Cwp66 et Cwp84

2.1. Extraction des protéines de Ia couche S

Le protocole choisi pour PPextraction des protéines de la Couche S est Pextraction par la
glycine [18]. Le culot bactérien est lavé deux fois, volume a volume, en tampon PBS, puis
repris dans 100 pL de glycine 0,2 M pH 2,2 et incubé 30 minutes & température ambiante.
[’échantilion est centrifugé 4 20000 g, 20 minutes a 4 °C, puis le surnageant est récupere et
neutralisé en tampon Tris 2 M. Les échantillons sont conservés a -20 °C, jusqu’a leur

utilisation.

2.2. Extraction ¢t dosage des protéines de surface

L extraction des protéines de surface est réalisée selon une technique d’abrasement de la paroi

bactérienne [100]. Le culot bactérien est lavé deux fois, volume & volume, en tampon PBS,

puis repris dans 150 ulL de Tris 0,062 M, pH 6,8, auxquels sont ajoutés 0,25 g de billes de
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verre de diamétre inféricur & 106 um (Sigma) ; I’échantillon est vortexé a vitesse 5 pendant 4
minutes puis refroidi immédiatement dans la glace, avant d’étre centrifugé a 20000 g, 20
minutes 4 4 °C. Le surnageant est récupéré et conservé a -20°C jusqu’a son utilisation.

Les extraits de protéines de surface sont dosés par la technique de Bradford, & I’aide du réactif
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), & 595 nm.

2.3.  Analyse de Pexpression des protéines

a. Expression des protéines de la conche S

Les extraits de protéines de la couche S sont analysés par migration électrophorétique en
SDS-PAGE 5-12 % aprés dépot d’un volume identique d’extraits pour toutes les conditions
testées (20 pL). La coloration s’effectue au bleu de Coumassie. Les gels sont séchés grice au
systéme Geldir Dryer (Bio-Rad).

b. Expression des protéines totales de surface

Le profil global de protéines de surface est analysé par migration électrophorétique en SDS-
PAGE 5-12 %, aprés dépot d’une quantité identique de protéines pour toutes les conditions

testées (15 pg). La coloration et le séchage sont réalisés comme indiqué ci-dessus.

¢. Expression de Cwp66 et Cwp84

L’analyse de I'expression de Cwp66 et de Cwp84 est réalisée par Western-Blot.

Aptés migration en SDS-PAGE, les extraits de protéines totales de surface sont transférés
électriquement  (systéme Lagon Hoefer) sur une membrane Hybond-P  (Amersham-
Biosciences) en tampon de transfert (Annexe 1), puis révélés avec des anticorps spécifiques.
Les anticorps utilisés sont des anticorps anti-Cwp84 précédemment obtenus au laboratoire
chez la souris et des anticorps anti-Cwp66-Cter obtenus précédemment chez le lapin (Agro-
Bio) [99]. L.a membrane est saturée en tampon de blocage (TNT + 5 % lait écrémé, Annexe
1), puis mise en contact avec le premier anticorps pendant 2 heures : les anticorps anti-Cwp66

(partic C-ter) et anti-Cwp84 sont dilués respectivement au 1/2000 ct au 1/1000 en tampon de
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blocage. La membrane subit ensuite trois lavages de 10 minutes respectivement TNT + 0,1 %
BSA - TNT + 0,1 % BSA + 0,1 % nonidet P40 - TNT + 0,1 % BSA. Les membranes sont
ensnife incubées deux heures & température ambiante avec le deuxieme anticorps conjugué a
la phosphatase alcaline dilué au 1/20000 en tampon de blocage : anti-immunoglobuline G de
lapin et anti-immunoglobulines polyvalentes de souris, pour les immuno-blots respectifs de
Cwp66 et de Cwp84. La membrane ¢st ensuite lavée comme précédemment. La révélation est
effectuce en ajoutant 10 mL d’une solution de substrat de la phosphatase alcaline, le nitro blue
tetrazolium, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) (Sigma), a Pabri de la
lumiére. Dés Papparition de bandes, les membranes sont rincées abondamment a I’eau pour

arréter la réaction et sont ensuite séchées a abri de la lumidre.

3. Analyse de expression des génes sipA, cwp66 et cwp84

3.1. Conditions de travail sur les ARN

Les manipulations se font dans une piece réservée aux ARN, 4 température ambiante, avec
des gants, des cones filtrés, des microtubes certifiés « RNase-free ». Les réactifs utilisés sont
réserveés au travail sur les ARN.

La verrerie et matériel métallique utilisés sont chauffés a 200°C pendant huit heures afin
d’éliminer toutes les RNases. Avant toute manipulation, la paillasse ainsi que le matériel ne
pouvant étre traité par la chaleur (boites de cdnes, portoirs, extrémités des pipettes) sont
nettoyés avec une solution de SDS 4 2 %, puis rincée a 'eau RNase-fice.

L’eau RNase-free est abtenue par traitement d’eau millipore stérile au di¢thylpyrocarbonate
(DEPC) 0,1 % (v/v) (Sigma) pendant une heure & 37°C, puis détoxifiée par autoclavage &
120°C pendant 20 minutes. I’eau DEPC est utilisée pour rincer le matériel décontaminé et

pour préparer les tampons.

3.2,  Extraction ¢’ARN

L’extraction des ARN totaux dans les différentes conditions de stress étudiées est effectuée
par la méthode dite « au Trizol » [85], avec quelques modifications. L.’ extraction est faite sur

5 mL de culture en phase stationnaire (DO = 1,4).
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La culture est centrifugée a 4000 g, 10 minutes & 4 °C. Les culots bactériens sont soit traités
immédiatement soit congelés dans P'azote liquide puis conservés & -80°C avant un traitement
ultérieur. Les ARN totaux sont repris en eau DEPC et conservés & -80°C jusqu’a leur

utilisation.

3.3. Dosage des ARN totaux extraits

Les ARN extraits sont dosés dans un premier temps pat la méthode spectrophotoméirique par
mesure de leur absorbance a 260 et 280 nm, aprés dilution au 1/200 en eau DEPC ; une unité
d’absorbance & 260 nm correspondant & 40 ng/uL d’ARN ; un rapport D.O.2600m / D-O.23800m
supérieur a 1,65 traduit une extraction correcte.

Pour chaque extrait, une solution d’ARN diluée en eau DEPC & environ 200 ng/pl. est alors
analysée par le systtme Agilent 2100 Bioanalyser (Roche), a I’aide du kit RNA 6000 Nano
Reagents & Supplies (Roche). Cette analyse comprend un dosage précis de I'extrait I’ARN,
ainsi qu’une mesure des ARN 238 et 16S, dont le rapport refléte la qualité des ARN.

3.4. Analyse de I’expression des génes par Northern-Blot

a. Migration électrophorétique des ARN fotanx

La cuve d’électrophorése utilisée est exclusivement réservée a la migration des ARN et
soigneusement nettoyée avant chaque utilisation [83]. La migration des ARN s’effectue sur
un gel d’agarose 4 1,8 % en TBE 1X contenant 20 mM de thiocyanate de guanidine, afin de
conserver les ARN sous forme dénaturée. Les dépdts sont constitués de 15 pg d’ARN, la

migration se déroule a 70V pendant 6 heures.

b. Transfert et fixation des ARN :

Le transfert des ARN sur membrane Hybond™-N+ (Amersham-Biosciences) s’effectue par
capillarité de nuit en tampon SSC 20X (Figure 7). Apreés le transfert, la membrane est
réeupérée et rincée délicatement en SSC 2X pour enlever les traces d’agarose, puis clle est

séchée & Iair libre sur papier Whatmann. Les ARN sont fixés par chauffage 2 heures 4 80°C
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en four a hybridation, Aprés la fixation, la membrane est conservée enveloppée dans du

papier Saran a 4°C jusqu’a utilisation.

¢. Préparation et marquage des sondes

Les sondes utilisées sont des produits de PCR amplifiés & I'aide d’oligonucléotides
spécifiques des génes cwp84 et sipA [85] et purifiés avec le kit High Pure PCR Product
Purification (Roche), selon le protocole détaillé par le fournisseur. Les produits de
purification sont dosés par spectrophotométrie a 260 nm.

Le systéme de marquage utilisé est le kit CDP Star (Amersham Biosciences) permettant un
marquage 4 la phosphatase alcaline. Le marquage du produit de PCR purifi¢ et du marqueur
de poids moléculaire se fait selon le protocole détaillé par le fournisseur.

La sonde marquée est utilisée extemporanément.

d. Préhybridation et hybridation

Le tampon d’hybridation ¢st préparé extemporanément selon les indications du fournisseur
(tampon d’hybridation + 0,5 M NaCl + 4 % « blocking reagent»).

La membrane est transférée dans un tube & hybridation contenant le tampon d’hybridation
préchauffé a 55°C. La pré-hybridation est effectuée dans le four & hybridation 4 55°C pendant
30 minutes. La sonde marquée spécifique et la sonde de poids moléculaire marquée sont

ajoutées dans le tube et I’hybridation est effectuée a 55°C pendant toute une nuit sous

agitation.
e. Lavages
La membrane est transférée dans un nouveau tube & hybridation et subit deux lavages

successifs en tampon de lavage I (300 ml., Annexe 1), & 55°C pendant 15 minutes sous
agitation. La membrane est ensuite transférée dans un troisiéme tube a hybridation et subit
deux lavages successifs 4 température ambiante pendant 5 minutes en tampon de lavage II
(300 mL, Annexe 1).
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f. Détection — CDP-Star

La membrane est égouttée et placée sur un papier non absorbant. Un volume adéquat de
réactif de détection est déposé sur la membrane, incubée & température ambiante pendant 2 a
3 minutes. La membrane égoutiée est ensuite enveloppée dans du papier Saran, puis placée
dans une cassette au contact d’un film autoradiographique. L’exposition dure environ une

heure, puis le film est développé.

3.5. Analyse de Pexpression des génes par PCR en temps réel

a. Synthése de PADN complémentaire

La synthése de ’ADNc est effectuée a partir de 5 pg I’ ARN totaux par transcription inverse
avec 1’enzyme SuperScript™ IIf RNase-H (Invitrogen) dans un volume final de 20 pL.
L efficacité de la réaction étant estimée a 100%, on considére que I’on obtient 5 pg d’ADNg,
soit une concentration de 250 ng/uL. Les désoxynucléotides et les hexaméres aléatoires sont
ajoutés 3 'ARN a la concentration finale de 0,5 mM et 12 ng/ul. respectivement.
L’échantillon est alors dénaturé cinq minutes a 65°C, puis refroidi quelques minutes dans la
glace ; sont ajoutés 4 pl. de tampon 5X, 40 U d’inhibiteur de RNase (RNase-out, Invitrogen),
5 mM de DTT et 200 U d’enzyme, puis le mélange est incubé 5 minutes & 25°C. La réaction
est alors effectuée & 50°C pendant une heure, puis les enzymes sont inactivées par une
incubation de 15 minutes a 70°C.

Les échantillons sont conservés a -20°C avant d’étre amplifiés par PCR.

b. PCR en temps réel

Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau V. Ces amorces ont été choisies a I’aide

du logiciel en ligne Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primetr3_www.cgi). Les

amorces permettant d’amplifier les génes sipA, cwp66 et cwp84 ont €€ choisies dans les
régions des génes conservées entre les souches 79685 et RéL.X. Les amorces permettant
d’amplifier les génes de normalisation /6Srrua d’une part, glul et gyr4 d’autre part, codant
respectivement I’ARNr 168, la glutamate-deshydrogénase et la gyrase, ont €€ choisies sur la

séquence de la souche 79685 pour PARN 168 et de la souche 630 pour gluD et gyrd.
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La PCR est réalisée avec le kit Light Cycler Fast Start DNA Master”™ " SYBR Green [ sur le
thermocycleur LighCyeler (Roche Diagnostics). Le systéme de détection des produits formes

est ici I’agent intercalant SYBRY Green.

Les PCR sont réalisées dans un volume final de 10 pl, comprenant 5 pL d’une solution
diluge de matrice d’ADNe et 5 ul. de mélange constitué du réactif de PCR et des amorces
spéeifiques de chaque géne a la concentration finale de 0,5 uM. Le programme thermique
inclut, pour tous les génes étudiés, une dénaturation de 8 minutes a 95°C, puis 45 cycles
comprenant chacun une dénaturation de 5 secondes & 95°C, une hybridation de 5 secondes a
60°C et une élongation de 6 secondes a 72°C. L’amplification est suivie d’une étape de fusion
constituée d’une dénaturation de 10 secondes a 95°C, d’une réassociation des brins pendant
30 secondes & 70 °C, puis d’une fusion lente par chauffage 4 95°C, a la vitesse de 0,1°C par
seconde, au lieu de 20°C/s & toutes les autres €tapes.

1 intensité de fluorescence due a I’incorporation de Vintercalant (SYBR Green I) dans PADN
doubte-brin, qui est proportionnelle a la quantité d’ADN formé, est mesurée par I'appareil a
chaque cycle en fin d’élongation, ainsi que tout au long de I’étape de fusion. Les résultats de
la PCR sont exprimés en valeur de Ct (« cycle threshold », ou cycle seuil), qui correspond au
nombre de cycles d’amplification nécessaires pour que Ja fluorescence dépasse le seuil de
détection du fluorimétre. Le Ct est inversement proportionnel au logarithme du nombre de
copies Ny du transerit présent dans 1’échantillon d’ARN de départ, d’aprés la loi de la PCR:
N =Ny (1+E)", avec n le nombre de cycles et N le nombre de copies présent au cycle n.
L’efficacité E de la PCR pour chaque couple d’amorces est déterminée a ’aide d’une gamme
de dilutions de la matrice d’ADNc : elle est calculée a partir de la pente k de la droite
Ct = f (logfADNc]), & Taide de léquation E = 10" - 1. Une PCR de bonne qualité est
caractérisée par une efficacité comprise entre 90 et 100 %.

Les génes de normalisation sont choisis pour leur stabilité d’expression chez les bactéries

dans les différentes conditions de stress étudiées.

Les résultats que nous avons obtenus sont exprimés en expression relative. Le calcul de
ce rapport (R) est effectué par la différence des Ct (« méthode du AACK »), avec normalisation
sur chaque géne de référence (ARN16S, gyrase et glutamate-deshydrogénase), a I'aide de
I’équation suivante :

Cleible (calibreur) ™ Cleiple (échantitlon) Clrcf(calibrmnr) ~Ctyep (Eehantiflon)

R = (1+Ecpie) X (FEer)
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La cible représente le géne étudié et la référence le géne de normalisation ; le calibreur
représente la condition témoin (culture témoin en bouillon TGY) et I’échantillon chacune des

conditions de stress étudiées.
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RESULTATS

A. Analyse du génome environpnant le cluster de protéines de surface

Apres localisation du cluster de protéines de surface au sein du génome de la souche 630 de
C. difficile, 12 nouveaux cadres de lecture ouverts (Orf), de taille supéricure & 500 pb, ont ét¢
identifiés dans les séquences adjacentes (12000 pb situdes en amont et en aval du cluster)

déterminant ainsi un cluster élargi (Figure 8).

Les homologies retrouvées avee des protéines connues sont présentées dans le tableau VI

La protéine Orf-1 présente une quasi-identité de séquence dans la région comprise entre les
acides aminés 141 et 379 avec des ribosyltransférases agissant sur le transfert de la queuosine
sur PARN de transfert (ARNt). La queuosine est un nucléotide hypermodifié présent a la
premiére position des anticodons des ARNt de 'asparagine, I’aspartate, I'histidine et la
tyrosine [32].

La protéine Orf-3 montre une forte homologie avec une queuosine-synthétase sur les 217
premiers acides aminés.

La protéine Orf-4 montre une homologie presque totale avec ’hélicase RuvB, impliquée dans
la réparation de U ADN {19].

La protéine Orf-7 est identique & une protéine non caractérisée mais conservée chez
différentes bactéries et dont la fonction est inconnuc.

La protéine Orf-8 est un homologue de la perméase GntP impliquée dans le transport et le
métabolisme des acides aminés.

La protéine Orfl5 montre une forte homologie avec la protéine MviN, qui serait un facteur de
virulence potentiel présent a la surface de certaines bactéries comme Clostridium tetani ou
Salmonella enterica serovar Typhimurium [15].

La protéine Orfl6 montte des homologies importantes avec différents domaines de
phosphoglucomutase/phosphomannomutase présente chez différentes bactéries (Clostridium
et Bacillus). Cette enzyme catalyse la conversion du glucosamine-6-phosphate en
glucosamine-1-phosphate, étape nécessaire & la formation de I'UDP-N-acetylglucosamine,
constituant essentiel du peptidoglycane.

Les protéines Orfl7, Orf20, Orf22 et Orf25 présentent des homologies avec différentes

protéines impliquées dans la biosynthése des membranes bactériennes.

48



(oumgoo] op saIpeo : €- ‘Z- “I- ‘E+ T+ T+)

20BINS 9p sauIoid op I9ISN[O NP JUSWSUUOIIAUL, | ap anbrjewgyos uonesiuesI g 9ImMsiy

ST vI

§C £CTC 0C

pdis 9

J2)SN[d

<+

T+

49



Tableau VI, Homologies retrouvées avec des protéines connues pour les cadres de lecture

ouverts identifiés en amont et en aval du cluster de protéines de surface

Nom du cadre de | Taille | Taille Homologie
fecture ouvert (pb) (AA) &
queuosine ribosyltransférase (98-99%)
Orf-1 1140 379 (Clostridium thermocellum, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus)
queuosine synthétase (87%)
Orf-3 942 313 (Clostridium perfringens)
" RuvB (hélicase) (99,7%)
O1f-4 1020 339 (Bacillus cereus)
Protéine conservée chez las bactéries mais non
orf-7 1437 478 caractérisée, fonction inconnue (99,8%)
(Haemophilus)
Orf-8 1383 460 GntP perméase (95,9%)
MviN (facteur de virulence potentiel) (95%)
Orf1s 1557 318 (Clostridium tetant)
Phosphomannomutase/Phosphoglucomutase
Orf16 1707 568 (80-95%)
(Clostridium sp, Bacillus sp)
Oorfl7 1074 357 Mannose-1-phosphateguanyltransférase (100%)
Orf20 840 279 Glycosyltransférase (94%)
orf21 1191 396 Glycosyltransférase (90-95%)
Orf22 750 249 Glycosyltransférase (94%)
Orf25 1368 455 Glycosyltransférase (98-100%)
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B. Analyse du polymorphisme des senes 0rf0, orf7. orf8, orfd et orfl2

1. Ampliﬁcation des genes

Les essais d’amplification pour les 5 génes étudiés sont présentes dans le tableau VL

Le gene orf6 apu étre amplifié & partir des ADN exiraits des 27 souches testées e combinant

différentes temperatures d’hybridation et différents couples d’ oligonucléotides.

Le géne orf/ a &té amplifie pour toutes les souches avee le couple d’oligonucléotides S1/R2 a

la température d’hybridation de 52°C.

1, amplification du géne orf8 a &té oblenue pour 26 souches avee le couple & oligonucléotides
$1/R1 mais des pandes aspécifiques ont été retrouvées pout 73 souches avec une température
& hybridation de 54°C ou 57°C. Trois autres couples (S1/RZ, S2/R1 et §2/R2) ont ¢té testés
sur la souche 630 3 la température de 54°C ¢ seul le couple SU/RZ a permis d*éliminer la
ﬁrésence de bandes aspécifiques, mais les souches testées par la suite n ont pas €té amplifices.

Ce géne n’a done pas pu faire Pobjet d'unc étude du polymorphisme.

1’ amplification du géne orfd 2 &té obtenue 8 partir des exiraits &’ ADN des 27 souches avee le
couple d’oligonucléotides GI/R1 & la température &’ hybridation de 54°C, de méme Que
1 amplification du gene orfl2 avee le couple d’oligonucléotides g2/R1 & la temperature
d’hybridation de 52°C.

2. Polymorghisme du gene orf6

{a digestion du produit d’amplification du géne orf6 avee les enzymes Dral, Rsad et Alul a
permis d’obtenit respectivement 5, 9 et 8 empreintes différentes pour la totalité des 27
souches (Annexe 2). Pour chaque souche, la combinaison des 3 empreintes aboutit 2 un profil

global : 16 profils différents ont ainsi 6té identifiés parmi les 17 souches (Tableau Vilia).
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Tableau VIL. Amplification des génes d’intérét pour 'étude du polymorphisme

Couple d’amoyces Tempé.r atu.re I*Mé;mc.h?s
d’hybridation amplifices |
Orf 6 - S1/R1 54°C 24
Orf 6 —S1/R1 48°C 1
Orf 6 — S1/R2 56°C i
Orf 6 - S2/R2 56°C 1
"""" ot s | e Ty
"""" oms_sma | sec T
Orf 8 —S1/R1 57°C 267
Orf 8 - S1/R2 56°C 0/5
""""" oo sim | sec TTTm
T e

" présence de bandes aspécifiques pour 23 souches
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3. Polvmorphisme du géne orf7

La digestion du produit d’amplification du géne orf7 avec les enzymes Dral, 4fal, Hinfl et
Hindlll a permis d’obtenir respectivement 9, 8, 6 et 4 empreintes différentes pour la totalité
des 27 souches (Annexe 2). La combinaison des 4 empreintes de chaque souche aboutit a4 un

profil global : 14 profils différents ont été identifiés pour les 27 souches (Tableau VIIib).

4. Polymorphisme du géne orf9

La digestion du produit d’amplification du gene orf9 avec les enzymes Afal, Dral et Alul a
permis d’obtenir respectivement 4, 3 et 6 empreintes différentes pour la totalité des 27
souches (Annexe 2). La combinaison des 3 empreintes de chaque souche aboutit & un profil

global : 6 profils différents ont été identifiés pour les 27 souches (Tableau VIIIc).

5. Polymorphisme du géne orfi2

La digestion du produit d’amplification du géne orf/2 avec les enzymes 4fal, Dral et Sspl a
permis d’obtenir respectivement 3, 2 et 3 empreintes différentes pour la totalité des 27
souches (Annexe 2). La combinaison des 3 empreintes de chague souche aboutit 4 un profil

global : 5 profils différents ont été identifiés pour les 27 souches (Tableau VIIid).

C. Etude de la régulation du cluster d’intérét

1. Analyse de Pexpression des protéines P36, P47, Cwp66 et Cwp84

1.1. Analyse de Pexpression des protéines de Ia couche S (P36 et P47)

I.a migration des extraits de protéines de la couche S sur gel SDS-PAGE permet d’obtenir un
profil particulier avec deux bandes principales correspondant a la P47 (bande d’environ 50
kDa) et a la P36 (bande d’environ 40 kDa).
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I’expression des deux protéines de la couche S, P36 et P47, parait diminuée en présence de
concentration subinhibitrice d’ampicilline et augmentée en présence de déféroxamine en
phase stationnaire, et ce pour les trois souches étudiées 79685, REf.X et GAL 95601. En
revanche, les conditions d’hyperosmolarité (NaCl 50 et 200 mM), aussi bien en phase
stationnaire qu’en phase exponentielle, ne semblent pas modifier expression de ces
protéines. De la méme maniére, un choe acide en phase exponentielle de croissance ne parait
pas modifier 'expression de la P36 ct de la P47 (Figure 9). En ce qui concerne la souche GAI
95601, de manidre surprenante, on observe un dédoublement des bandes de chacune des
protéines, en phase stationnaire, excepté en présence de déféroxamine (Figure 9C), mais ce

résultat n’a pas été retrouvé lors de la deuxiéme extraction de protéines de la couche S.

1.2.  Analyse du profil global des protéines de¢ surface

La migration d’une quantité identique d’extrait de protéines totales sur gel SDS-PAGE permet
d’obtenir un profil global (Figure 10) : parmi les bandes représentatives des différentes
protéines de surface, les deux bandes les plus importantes correspondent aux deux protéines

de Ia couche S, confirmant ainsi leur caractére majoritaire en surface de la bactérie.

I’augmentation de I’expression de ces deux protéines en présence de déféroxamine semble
&tre confirmée pour les souches REFX et GAI95601 ; pour la souche 79685, Iexpression ne
semble pas étre modifiée par cette condition. En revanche, la concentration subinhibitrice
¢’ ampicilline semble augmenter P’expression des protéines P36 et P47 chez les trois souches,
alors que I’hyperosmolarité (NaCl 200 mM) semble diminuer leur expression. Concernant les
autres protéines de surface, on observe une modification nette du profil global en fonction des
différentes conditions étudiées, qui semblent donc influencer 'expression des différentes

protéines présentes en surface de la bactérie.

1.3.  Analyse de Pexpression de Cwpo66

Les anticorps anti-Cwp66 révélent plusicurs bandes parmi les protéines de surface d’environ
90, 50 et 30 kDa, comme cela a déja ét¢ déerit, et une bande d’environ 60 kDa correspondant

vraisemblablement & Cwp66 [99].
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Figure 9. Migration des extraits de protéines de couche S des souches 79685 (A), Ré£.X (B)
et GAI95601 (C)

Un volume équivalent (20 pL) d’extrait est déposée dans chaque puit.

1- Culture témoin ; 2-NaCl 50 mM ; 3-NaCl 200 mM ; 4-Ampicilline %2 CMI ; 5.Déféroxamine ¥ CMI ; 6-Témoin ;
7-NaCl 200 mM ; 8-Témoin choc acide ; 9-Choc acide.

Pistes 14 5 : extraits de phase stationnaire. Pistes 6 4 9 : extraits de phase exponentielle

RéEX GAI95601

Figure 10. Migration des extraits de protéines totales des souches 79685, Réf.X (A) et
GAI95601 (B)

Une quantité équivalente de 15 pg d’extrait est déposé dans chaque puit.
A : extraits de phase stationnaire : 1-Culture témoin ; 2-NaCl 200 mM ; 3-Ampicilline ¥ CMI ; 4-Déféroxamine ¥ CMI
B : © extraits de phase stationnaire : 1-Culture témoin ; 2-NaCl 50 mM ; 3-NaCl 200 mM ; 4-Ampicilline Y2 CMI ;
5-Déféroxamine ¥ CMI
« extraits de phase exponentielle : 6-Culture témoin ; 7-NaCl 200 mM ; 8-Témoin choc acide ; 9-Choe acide
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En présence de concentration subinhibiitice d’ampicilline et de déféroxamine en phase
stationnaire de croissance, on observe une diminution de toutes les bandes révélées par les
anticorps, pourt les souches 79685 et Réf.X. En revanche, en condition d”hyperosmolarité en
phase stationnaire (NaCl 50 et 200 mM) et en phase exponenticlie (NaCl 200 mM), les bandes
correspondant aux produits de dégradation sont plus intenses (Figures 11).

Pour la troisiéme souche, I’analyse a éié réalisée deux fois mais n’a pas permis d’obtenir de

résultats interprétables.

1.4.  Analyse de 'expression de Cwp84

Les anticorps anti-Cwp84 révelent une bande d’environ 70 kDa au sein des protéines de
surface de C. difficile.

L’expression de la protéase Cwp84 semble augmentée dans les différentes conditions de
stress étudides, en phase stationnaire (NaCl 50 et 200 mM, concentration subinhibitrice
d’ampicilline et déféroxamine) et en phase exponentielie (NaCl 200 mM et choc acide). Ce
résultat est observé pour les trois souches (Figure 12) ; cependant, I’augmentation semble plus

modérée chez la souche RéfX en présence de déféroxamine (piste 5).

2. Analvse de I’expression des génes sipA, ewp66 et cwp84

En fonction des résultats obtenus pour I’analyse de ’expression des prot¢ines P36, P47,
Cwp66 et Cwp84, nous ne nous sommes intéressés a "analyse de ’expression des geénes que
dans les conditions environnementales qui nous ont paru les plus intéressantes. Ainsi, seules
I’hyperosmolarité (NaCl 200 mM), la concentration subinhibitrice d’ampicilline et la

déplétion en fer (déféroxamine) en phase stationnaire de croissance ont été étudides.

2.1.  Extraction et analvse des ARN

Les ARN totaux des trois souches ont ¢ extraits en phase stationnaire de croissance, dans les
conditions d’hyperosmolarité (NaCl 200 mM), de concentration subinhibitrice d’antibiotique

(ampicilline 1pg/mL) et de déplétion en fer (déféroxamine 50 pM).
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Figure 11. Immunoblot des protéines de surface des souches 79685 (A) et REf.X (B) révélés
par ’anticorps anti-Cwp66 C-ter

Une quantité équivalente (15 pg) d’extrait de protéines totales est déposée dans chaque puit.

1-Culture témoin ; 2-NaCl 50 mM ; 3-NaCl 200 mM ; 4-Ampicilline ¥ CMI ; 5-Déféroxamine % CMI ; 6-Témoin ;
7-NaCl 200 mM ; 8-Témoin choc acide ; 9-Choc acide.

Pistes 1 45 ; extraits de phase stationnaire. Pistes 6 4 9 : extraits de phase exponentielle

Figure 12. Immunoblot des protéines de surface des souches 79685 (A), Réf.X (B) et

GAI95601 (C) révélés par I’anticorps anti-Cwp84

Une quantité équivalente (15 pg) d’extrait de protéines totales est déposée dans chaque puit.

1-Culture témoin ; 2-NaCl 50 mM ; 3-NaCl 200 mM ; 4-Ampicilline ¥» CMI ; 5-Déféroxamine % CMI ; 6-Témoin ;
7-NaCl 200 mM ; 8-Témoin choc acide ; 9-Choc acide.

Pistes 1 4 5 : extraits de phase stationnaire. Pistes 6 4 9 : extraits de phase exponentielle
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D’une maniére générale, les concentrations en ARN calculées aprés dosage
spectrophotométrique et celles déterminées par 1’analyse avec le systéme Agilent varient
assez nettement ; nous avons décidé de ne tenir compte que de celles issues des mesures
Agilent, plus précises. Les concentrations varient de 1,0 2 6,5 pg/ul. en fonction des souches

et des conditions de culture.

Les analyses par le systéme Agilent ont permis également de vérifier la qualité des extraits
d’ARN totaux. Cette qualité s’est avérée différente selon les souches et les conditions
environnementales utilisées lors des cultures (Annexe 3). La plupart des ARN totaux extraits
étaient de bonne qualité, avec un rapport ARNr 238/168 > 1,6, alors que certains étaient assez
dégradés, avec un rapport < 1,5, comme les ARN issus de la souche 79685 cultivée en

condition de déplétion en fer, lors de la premiére extraction (Annexe 3).

2.2. Analvse de Pexpression des génes par Northern-Blot

L’hybridation des différents extraits I’ARN totaux de la souche Réf.X avec la sonde sipA
révéle une augmentation nette de la transcription de ce géne en présence d’une concentration
subinhibitrice d’ampicilline; en revanche, I’hyperosmolarit¢ ne semble pas modifier
I’expression de ce géne et la déféroxamine semble méme la diminuer (Figure 13). On peut
remarquer sur ce Northern-Blot un marguage aspécifique des ARNr 16S et 238, Par la suite,
ce probléme s’est accentué, rendant impossible la poursuite de I'analyse par Northern-Blot

pour les autres souches et les différents génes.

2.3.  Analvse de Pexpression des génes par PCR en temps réel

En raison de la variabilité de la souche GAI 95601 ne permettant pas I’ utilisation des memes
amorces que pour les deux autres souches, nous avons limité notre étude par PCR en temps
réel aux souches 79685 et RéL.X.
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Transcrit
orft + sipA

gure 13, Northern-Blot sur fes ARN totaux extraits de la souche REf.X, aprés culture dans
différentes conditions environnementales, sonde sip4
Pistes : 1 : Témoin - 2:NaClI200mM - 3:Ampicilline - 4 :Déféroxamine
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a. Mise au point de I’étude par PCR en temps réel

B FEssais d’amplification des génes

Ies matrices d’ADNc ont été obtenues au cours d’une seule manipulation de transcription
inverse, puis ’ADNCc issu de la culture témoin (TGY) a été utilisé pour la mise au point de la
PCR en temps réel.

Chaque couple d’amorces a 6té utilisé une premicre fois pour amplifier les génes
correspondants chez chacune des deux souches. La matrice d’ADNc « témoin » a été utilisée
aux concentrations de 0,5 et § ng/uL, correspondant & des dilutions au 1/500 ¢t au 1/50 du
produit de transcription inverse. La migration sur gel d’agarose permet de vérifier la présence
d’un produit de PCR unique, ¢’est-a-dire I’absence d’amplification non spécifique (Figure
14). Cette vérification peut &tre également faite grace aux courbes de fusion, la présence d’un
pic unique reflétant la pureté du produit de PCR (Annexe 4). Les Ct obtenus lors de ces
premiers essais étaient compris généralement entre 20 et 30, quelle que soit la souche, sauf
pour la courbe de I’ ARNr 16S dont le Ct pour les deux souches était voisin de 4, ce qui traduit

[’abondance de cette espéce d’ ARNr par rapport aux ARNm.

B  Détermination de efficacité des PCR pour chaque couple d’amorces

La détermination de efficacité des PCR & partir d’'une gamme de dilution de la matrice
#*ADNec a éé réalisée chez la souche 79685. La figure 15 présente un exemple de courbe
d’efficacité.

Les gammes ont été réalisées en fonction des Ct obtenus lors des essais d’amplification et

figurent dans le tableau suivant

e | g [P |t | o e
16Srrma 5-15 0150—2{1501'01 i150'3 3449 | 950% 5.10° ng/uL

gyrd 5.10™ " ?0193 p 5107 3439 | 953% S ng/ulL.

gluD 5.107 ; ?61-9j : 5.107 3431 | 95.6% 5.107 ng/pl.

cwp8d dilutif/r; 0 1/ 11(/)50 1—/21?66 1730 -3,904 80,4 % 8,33 ng/uL (dilution 1/30)
wpb6 5.10" p i}l_ ?35 5.10” 3346 | 990% S ng/uL.

5(1,‘;16")“ 5.107 . g.?j pa 10 4049 | 742%

3(})2%4 5.107 -5-.%1_9:31 . 5.107 3,505 | 923% 5.10" ng/pl
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P47 ARN16s GyrA GluD

a b a b a b

Figure 14. Migration électrophorétique des produits de PCR en temps réel (souche Réf. X)

a : matrice d’ADNCc a la concentration de 5 ng/pL.

b : matrice d’ADNc 4 la concentration de 0,5 ng/pL
La taille attendue des amplicons était la suivante (pb) : cwp84 : 143 ; cwp66 : 123 ; 5°-sipA (P36) : 120 ;
3’-slpA (P47) : 125 ; 16Srrna: 120 ; gyrd : 146 ; gluD : 135.

P... Name Standard | Calculate.. | C
—=— 14 79685 - Cwpb6 1/50 5.000E+00 B.444E+00 2359
—&a— 15 79685 - Cwp66 1/500 5000E-01 B.23E01 2638
—e— 16 79665-Cwp661/5000  5.000E-02 2847E-02 3146
—s— 17 79685-Cwpb61/50000 5.000E03 2886E03 3479
—w— 18 79685 -Cwp661/500000 5000E-04 947004 35.41

Sten 1: Baveline  Slep 2 Andlysis |

-
A 4
-
b=
B
s
g4
£,
2%
2=
1=
0 s
14 1 1
0 5 10
B
—— Lineat Regression 36—
= Crossing Points % 1
=30~
Pente (k) —sbe-33 3
Intercept = 26.29 & 7
Etror = 0.310 25+
=093 4
|
-35

Figure 15. PCR en temps réel : courbe d’efficacité, géne cwp66, souche 79685
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Les PCR permettant d’amplifier les trois génes de normalisation ainsi que le géne cwp66 ct la
partie 5 du géne sipd présentent des efficacités trés correctes (= 95%) ; en revanche, les PCR
permettant d’amplifier les deux derniers génes (cwp84 et 3’-sipA, codant la protéine P36)
présentent des efficacités inférieures a 90 % (tableau ci-dessus). L’amplification de cwp84 a
ét¢ réalisée, tout en tenant compte de la faible efficacité de la PCR (= 80 %), mais, disposant
déja d’un couple d’amorces permettant d’amplifier sip4 avec une trés bonne efficacite, le
couple permettant d’amplifier la partie correspondant a fa protéine P36 n’a pas ét€ utilis¢ dans
la suite de ce travail.

Ces gammes de dilutions ont aussi permis de choisir les concentrations de matrice d”’ADNc
utilisées pour les amplifications ultérieures : cette concentration est choisic de manitre &

obtenir un Ct compris entre 20 et 30.

@ Choix du oéne de normalisation

L’expression de chacun des trois génes de normalisation a ¢té étudiée dans les différentes
conditions environnementales. Le géne codant ’ARNr 165 présente une grande stabilité
d’expression : en effet, son Ct ne varie que de 1,5 % chez la souche 79685 et 5,0 % chez la
souche Réf.X en fonction des conditions environnementales étudiées. En revanche,
Pexpression des deux autres génes, gyrd et gluD, est beaucoup plus variable : leurs Ct varient
de 23 et 22 % chez la souche 79685 et 13 et 21 % chez la souche Ré£.X respectivement. La
figure 16 présente un exemple de courbe de quantification pour les génes [6Srrna (Figure
16a) et gyrAd (Figure 16b) de la souche 79685.

Nous avons donc choisi de n’utiliser que le géne codant PARNr 168 pour normaliser les

résultats obtenus pour les genes d’intérét.

b. Détermination du rapport d’expression relative

Les trois conditions de stress augmentent toutes, dans des proportions variables, I’expression
des trois génes d’intérét étudiés chez les deux souches (Tableau IX). Pour la majorité des

échantillons, les résultats obtenus ont été confirmés par I’analyse des seconds échantilions.

B Hyperosmolarité :

L’hyperosmolarité augmente neitement la transcription du géne cwp84 chez les deux
souches : elle est en effet multipliée par un facteur 44 chez la souche 79685 et 27 chez la

souche Réf.X. La transcription du géne cwpG6 est multipliée par un facteur 24 et 10
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respectivement chez ces deux mémes souches. L’augmentation de la transctiption du géne
sipA est beaucoup plus modérée, puisque multipliée par un facteur 4 chez la souche 79685 et
2 chez la souche Réf.X.

B  Concentration subinhibitrice d’ampicilline

Cet antibiotique semble avoir un effet plus important chez la souche R¢f.X que chez la souche
79685. En effet, chez la premiére souche (R¢f.X), la concentration subinhibitrice
d’ampicilline testée (1 ng/ml) augmente la transcription du géne cwp84 d’un facteur
supérieur a 100 et celle des genes sipA et cwp66 d’un facteur similaire (= 46). Chez la souche
79685, la concentration subinhibitrice testée (1 pg/mL) augmente la transcription de cwp66

d’un facteur 8. La transcription de cwp84 est augmentée d’un facteur 7 et celle de slp4 de 4.

B  Déplétion en fer

Cette derniére condition montre une influence moindre sur Pexpression des trois génes
étudiés. L’augmentation la plus marquée est celle du géne cwp84 de la souche RELX, avee
une augmentation d’un facteur 15, alors que son expression n’est quasiment pas modifice
chez la souche 79685.

Chez la souche RéF.X, 1a transcription de cwp66 et sip4 est augmentée d’un facteur 4 et 2
respectivement lors de la premiére analyse. Lors de la deuxiéme analyse, des résultats
équivalents ont ¢t¢ obtenus, mais avec une augmentation encore plus modérée.

Chez la souche 79685, la transcription de cwp66 est augmentée d’un facteur 1,3 alors que
celle de slpd est nettement diminuée (R = 0,35) lors de la premiére analyse. En revanche, lors
de la deuxidme analyse, réalisée & partir &’ ARN totaux de moins bonne qualité, les résultats
obtenus sont discordants : Iexpression de Cwp66 est diminuée (R = 0,28), alors que celle de

sipA est augmentée d’un facteur 1,5,

La figure 17 présente un exemple de courbe de quantification pour le géne cwp84.
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Tableau IX. PCR en temps réel : rapports d’expression relative aprés normalisation

.-25
.- 26
% - 52T
28
23
30

32

Condition Géne 79685 Réf. X
cwp66 24,28 10,00
NaCl200 mM cwp84 44,36 26,85
slpA 4,20 2,06

"""""""""""""""""""""" oup6s | 84T | asear
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Figure 17. PCR en temps réel : souche Réf.X, geéne cwp84
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La colonisation du tube digestif par C. difficile est un prérequis indispensable au
développement de I’infection. Plusieurs facteurs ont ¢1¢ impliqués dans cette étape, dont
certains codés par des génes situés sur un cluster particulier de 37 kb caractérisé au laboratoire
[55] : ainsi, les génes codant les protéines de la couche S, I’adhésine Cwp66 et la protéase
Cwp84. Ces trois protéines ont la particularité de présenter un domaine d’ancrage pariétal
homologue au domaine d’ancrage de CwIB de B. subtilis. D autres protéines du cluster
possédent aussi ce domaine, suggérant une localisation en surface pour toutes ces protéines.

Notre objectif était de poursuivre 'analyse de ce cluster initi¢ précédemment [5 5,85] afin de

caractériser plus précisément son implication dans la virulence de C. difficile.

Nous avons localisé sur les séquences adjacentes du cluster différents génes codant des
protéines présentant des homologies importantes avec des protéines bactériennes, dont
certaines pourraient avoit un rble dans la virulence. Cest le cas des protéines Orf-1 et Orf-3,
situées en amont du cluster (Figure 8, page 49), homologues respectivement de queuosine-
ribosyltransférases (Tgt) et de queuosine-synthétases, présentes chez diftérentes bactéries,
dont Clostridium sp, B. cereus et S. aureus. Chez Shigella flexneri, le gine igt savere
nécessaire 4 I’expression totale des génes de virulence, en modifiant la concentration
intracellulaire du régulateur transcriptionnel de la virulence VirF {32]. La protéine Orf-8,
située en amont du cluster, pourrait appartenir 4 la famille des GntP permeases, impliquées
dans le transport et le métabolisme des acides aminés. Chez E. coli, la présence du géne gntP
permettrait 4 la bactérie de s’implanter & un endroit nutritionnel préférentiel de I’intestin de
souris traitées par la streptomycine [90]. La protéine Orfl5, située en aval du cluster, est un
homologue de Ia protéine de surface MviN, facteur de virulence potentiel, présent entre autres
chez d’autres espéces de Clostridium [15]. La protéine Orfl6 est un homologue de
phosphoglucomutase, enzyme intetvenant dans la biosynthése du peptidoglycane ct retrouvee
chez différentes espéees bactériennes. Cette protéine pourrait étre impliquée dans la virulence
chez Vibrio furnissii [57] et Pseudomonas aeruginosa [79]. Situées plus en aval du cluster,
cing protéines présentent des homologies avec des protéines impliquées dans la biosynthése
des membranes bactériennes.

Cependant, P’analyse de ce cluster n’a pas permis de metire en évidence de nouvelles

protéines & structure d’adhésine évidente, ni d’enzymes hydrolytiques. De plus, aucune
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protéine identifi¢e ne semble posséder de partie homologue au domaine d’ancrage,

caractéristique des protéines de surface étudiées précédemment.

Par Ia suite, nous avons évalué I’implication des protéines de ce cluster dans la virulence des
souches et dans la détermination du sérogroupe. En effet, le sérogroupe est défini en partie par
le caractére antigénique de la protéine de la couche S P36 [54], une des protéines majoritaires
de la surface bactérienne, mais d’autres antigénes interviennent vraisemblablement. Des
tudes antérieures ont montré que la protéase Cwp84, trés conservée, et ’adhésine Cwp66, au
contraire trés variable, n’interviennent pas dans la détermination du sérogroupe [85].

Nous nous sommes donc intéressés au polymorphisme des génes cotranserits avec sipA (o7f6)
et cwp66, (orf8 et orf9), ainsi qu’a deux génes orf7 et orf12 codant pour des homologues de
SecA et d’une amidase. Les résultats de PCR-RFLP montrent que les génes orf6 et orf7 sont
trés variables, alors que les génes orf9 et orfl2 semblent plutdt conservés ; le géne orf8 n’a
pas pu étre amplifié chez toutes les souches, ce qui témoigne vraisemblablement d’une grande
variabilité.

L’analyse du polymorphisme de ces génes indique qu’il semble exister une corrélation entre
les profils observés et le sérogroupe des souches. De maniére générale, cette corr¢lation est
retrouvée chez la majorité des souches, sauf celles appartenant aux sérogroupes A et B qui,
pour tous les génes étudiés, montrent systématiquement des profils différents (Tableaux X).
Plus précisément, pour les génes trés variables, la corrélation entre le profil et le sérogroupe
des souches n’est observée que chez les sérogroupes C, D et F pour le géne orf6, et pour les
sérogroupes D, K et X pour le géne orf7. Chez les génes peu variables, cette corrélation est
plus importante, puisqu’elle est retrouvée pour huit des 11 sérogroupes étudiés : C, D, F, G,
H, I, K et X pour le géne orf9, et pour six d’entre eux : C, D, F, G, I et K pour le géne orfl2.
En revanche, il ne semble pas exister de corrélation entre les différents profils observés et la
virulence des souches. En effet, pour chaque géne étudié, cettains profils sont retrouvés a la
fois chez des souches toxinogeénes isolées de patients atteints de diarrhée ou de colite ou
isolées de porteurs sains, et chez des souches non toxinogénes. Ces résultats sont en accord
avec les résultats de Lémée et coll. qui ont étudié¢ par MLST les génes slpd, cwp66, cwpd4,
Jop68, fliC, fliD et grokiL [62].
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Enfin, nous avons débuté I’analyse de la régulation des génes codés par ce cluster, en nous
focalisant sur des génes bien caractérisés : sipd, ewp66 et ewp84. Nous avons choisi d’étudier
cette régulation dans des conditions environnementales mimant les conditions rencontrées par
la bactérie lors de son arrivée dans le tube digestif de son hote : hyperosmolarité (NaCl 50 et
200 mM), concentration subinhibitrice d’antibiotique (ampicilline a la moitié de la CMI),
déplétion en fer (déféroxamine SO pM) et choc acide ; ces conditions favorisent 'adhésion de
C. difficile 4 des cellules en culture [98]. Dans un premier temps, nous avons étudié
Pexpression des protéines. Puis nous avons mis au point I’étude transcriptionnelle des ARN.
Celle-ci a été effectuée par Northern-Blot puis par PCR en temps réel, méthode ayant
nécessité une mise au point importante, en particulier concernant le choix du géne de
normalisation. Nous avons étudié ’expression de trois génes, [6Srrna, gyrd et gluD,
fiéquemment choisis par différents auteurs [16,33], dans les conditions environnementales
préalablement choisies. Le géne présentant la plus grande stabilité, /6Srrna, a donc été utilisé

dans la suite de I’étude comme géne de normalisation [33].

L’analyse de la transcription des génes ainsi que celle de Pexpression des protéines a permis
d’obtenir des résultats parfois contradictoires.

D’une maniére générale, Pexpression des protéines de la couche S semble augmentée en
présence de déféroxamine, diminuée en présence de concentration subinhibitrice
d’ampicilline et peu modifiée par les autres conditions. En revanche, I'expression du géne
semble assez stable, excepté en présence de concentration subinhibitrice d’ampicilline o1 la
transcription apparait augmentée d’un facteur proche de 50. Ce résultat est par ailleurs
confirmé par P’analyse en Northern-Blot. Cette discordance pourrait s’expliquer par I’action
des molécules testées sur la paroi des bactéries. Il est connu que les concentrations
subinhibitrices de B-lactamines modifient la morphologie et la paroi des bactéries, ce qui
pourrait interférer avec les techniques d’extraction de protéines. Par ailleurs, il faut noter
qu’une augmentation de transcription d’un ARNm ne se traduit pas toujours irn vitro par une
augmentation de la synthese protéique [46].

L’analyse de la transcription des génes codant ’adhésine Cwp66 ct la protéase Cwp84
indique une influence importante de "hyperosmolarité (NaCl 200 mM) et de la concentration
subinhibitrice d’ampicilline, leur expression étant multipliée par un facteur allant de 7 a plus
de 100. Il est intéressant de noter que l’augmentation de la transcription est plus importante
chez la souche Ré£.X, non toxinogéne, que chez la souche 79685, toxinogeéne et isolée d’un
patient atteint de CPM. La déplétion en fer semble avoir une influence moins importante sur

la transcription de ces deux genes.
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Les différentes observations indiquent dans un premier temps que les deux souches sembient
réagir différemment aux conditions environnementales étudiées : la souche 79685 parait plus
sensible aux conditions d’hyperosmolarité (NaCl 200 mM), alors que la souche REL.X parait
plus sensible a la concentration subinhibitrice d’ampicilline.

D’autre part, les trois génes du cluster étudiés dans le cadre de ce travail ne semblent pas
appartenir 3 un régulon ; il faut cependant noter que la transcription de cwp66 et cwp84 parait
influencée de la méme manidre par I’hyperosmolarité et la concentration subinhibitrice
d’antibiotique, méme si les augmentations observées présentent des proportions variables.
Enfin, la faible régulation du géne sipA nous fait réfléchir au réle des protéines de la couche S
dans I’adhésion et la virulence de C. difficile : en effet, ces deux protéines, qui sont les
protéines majoritaires de la surface de la bactérie, pourraient alors n’avoir qu’un rdle
structural indispensable a la survie de la bactérie, quetles que soient les conditions.

En revanche, ’influence des conditions environnementales sur les génes cwp66 et cwp84
renforce 'idée que 1’adhésine et la protéase font partie des facteurs de colonisation et/ou de
vitulence de C. difficile. En effet, leur transcription semble étre régulée positivement par
I’apparition de conditions mimant Parrivée de la bactérie dans le tube digestif, lui permettant
ainsi d’augmenter ses propriétés d’adhésion et de colonisation [24]. En particulier, U'cffet de
la présence d’ampicilline & une concentration subinhibitrice est particulierement intéressante :
la concentration testée (1 pg/mL), lorsqu’elle est atteinte dans le tube digestif, entrainerait non
seulement une altération de la flore de barriére, mais aussi une augmentation de 1’expression
des adhésines P47 et Cwpb66 et de la protéase Cwp84, contribuant ainsi a faciliter T'étape de

colonisation par la bactérie.

Les perspectives de cette étude découlent essentiellement de fa derniére partie de ce travail.
Dans un premier temps, ces analyses seront renouvelées de maniére & confirmer ces résultats.
Pour cela, I’étude de Pexpression des protéines de surface devra vraisemblablement faire
Iobjet d’une mise au point, en raison de I’interférence probable des molécules testces avec les
techniques d’extraction utilisées. Par ailleurs, I’étude de la transcription sera poursuivie pat
PCR en temps réel, en incluant I’analyse de nouvelles conditions environnementales comme

le choc acide, ainsi que Panalyse de différentes phases de croissance bactérienne.

Dans un deuxiéme temps, ’étude de la transcription des génes de virulence de C. difficile,
parmi lesquels les génes de colonisation précédemment étudiés, ainsi que les geénes des
toxines A et B, sera réalisée en PCR en temps réel in vivo dans un modele animal de souris

axénique disponible au laboratoire. En effet, les observations effectuées in vitro, ne semblent
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pas toujours refléter ce qui se passe effectivement in vivo [65]. Ce projet, qui a déja fait 1’objet
d’une étude préliminaire [41], a pour but de mettre en évidence les genes transcrits dans les
premicres étapes de la pathogenése des infections & C. difficile. 1.’analyse des ARN des
bactérics, adhérentes et intra-luminales, isolées in vivo nécessitera une mise au point poussée

de maniére a obtenir ces ARN en qualité et quantité suffisantes a I’étude transcriptionnelle.
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Annexe 1

Milieux de culture :

Gélose Columbia + sang de cheval ;

—  Meélange spécial de peptones 23 g
-~ Amidon Ig
- NaCl 5g
- Apar 10 &
- Sang de cheval 5%
TGY liguide :

-~ Trypticase 30g
—  Extrait de levure 20p

- Chlorhydrate de cystéine 1g

- Glucose Sg

—  Eau millipore gsp 1 L

- pH 7.4 {avant autoclavage)

Tampons pour Western-Blot

Tampon de transfert :

—  Tris base 25 mM

—  Glycine 192 mM
-~ Meéthanol 20 %

- pHS83

Tampon TNT :

- Na(l 150 mM
~  Tris-HCl pH 8,0 10 mM
—  Tween 20 0,05%
—~  Eau millipore qspl L

Tampons pour Northern-Blot

Tampon de lavage 1 :

- Urée 2M

- SDS 0.1%
—  Phosphate de sodium 0,5 M pH 7,0 50 mM
~  NaCi 150 mM
~  MgChL 1,0 M I mM
- Blocking reagent 0,2 %
—  Ean DEPC qsp 1 L
Tampon de lavage I - solution 20X :

—  Tris base 1M

—  NaCl 2M

—  Eau DEPC gsp 1 L

~  pH 100

Tampon de lavage 11 — solution de travail :
—  solution 20X diluée au 1/280 en cau DEPC
— MgCly, 2 mM
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Annexe 2

Empreintes RFLP des différents génes étudiés

Souches de C. difficile ; 1-630 ; 2-Réf.A ; 3-Réf.B ; 4-Réf.C ; 5-REED ; 6-ReELT ; 7-ReL.G ; 8-RéF.H ; 9-Réf.]
10-RELK ; 11-Re£.X ; 12-79685 ; 13-GAT95600 ; 14-GAT95601 ; 15-GAIFT480
16-Kohn ; 17-C253 ; 18-93136 ; 19-93369 ; 20-95938 ; 21-94416 ; 22-56026
23-53444 ; 24-5168 ; 25-C0109 ; 26-SE810 ; 27-36678

BT P RS B ERR A U Fa RN I A R T S PR LI

orft —enzyme Dral orf6 — enzyme Rsal

N TR, 1203 <587 f AN TN HBRETRE AN XNREBER

orfl — enzyme Alul orf7 — enzyme Dral

Pz o3 44 4 7 300 0N 12135 W W0 B NN MB BY
&

TOLOD I 32 TS M NITWM M A MW M

- W .

W A e N0 OWRE - RK IR gen O RE e BB WM

orf7 —enzyme Afal orf7 — enzyme Hinfl
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orfY — enzyme Alul
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orfl2 —enzyme Afal orfl 2 — enzyme Dral

T i i o 0 o O 0 e
500 N g o e M N S0 S O D O S G 0 R T e

oy

o 45

orfl2 — enzvme Sspl
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Annexe 3

Analyse d’ARN par le systéme Agilent

[FUl4 Ref¥ - Déféroxamine St1 [FU] 4 79695 - Déféroxamine St1
140+ sl
1204 70+
4=m ARN 23S
B0
100+
== ARN 235
- iy ARN 16S we=p
o G 5o+
£ 80 2
g ARN 165 == =
= Eed
e 2 40+
3 ot .
(73]
- & 304
* s
40-.
20+
20+ 10+ A/JU\)
0 l_f“L.,_,—._m-f-“\ U_—_J\/(\L-' L_,..—._,- ~ "
i i ; ; i . s

H 2 » % @ & s 5 e e R
ARN de trés bonne qualité ARN dégradé
Rassies = 1,8 Rassnes = 1,2
-R>1,6 -R < 1,5 (pic d’ARN 238 faible)
- absence de pic parasite - Présence de pics parasites
= ARN utilisé pour la PCR en temps réel => ARN non utilisé pour la PCR en temps réel
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Annexe 4

PCR en temps réel : courbes de fusion
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ABREVIATIONS

n AP-PCR : arbitrary primed PCR

= RAPD : random amplified polymorphic DNA

» AFLP : amplified fragment lenght polymorphism
» MLST : multilocus sequence typing

s PCR-RFLP : polymerase chain reaction rectriction fragment lenght polymorphism
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CLOSTRIDIUM DIFFICILE :
ANALYSE D’UN CLUSTER DE GENES CODANT POUR DES PROTEINES DE SURFACE

RESUME

Le cluster de génes étudié au cours de ce travail code des protéines de surface de Clostridium difficile,
dont certaines semblent impliquées dans la colonisation du tube digestif par la bactérie, en particulier
les protéines de couche S, I’adhésine Cwp66 et la protéase Cwp84. Les protéines codées partagent
pour la plupart un domaine homologue d’ancrage a la paroi. L’analyse du polymorphisme des génes
orf6 et orfY, cotranscrits respectivement avec le géne sipA, codant pour les protéines de la couche S, et
le géne cwp66, d’une part, et des génes orf7 et orfl2, codant pour des homologues de SecA et d’une
amidase, d’autre part, n’a pas permis de mettre en évidence une corrélation entre les profils observés et
’origine géographique ou la virulence des souches. En revanche, il semble exister une corrélation
entre le polymorphisme de ces quatre génes et le sérogroupe des souches. L’étude de I’expression des
genes sipA, cwp66, cwp84, couplée a I’étude des protéines correspondantes, a été effectuée en
présence de conditions environnementales mimant le milieu digestif (hyperosmolarité, concentration
subinhibitrice d’ampicilline, présence d’un chélateur de fer, la déféroxamine). Les résultats concernant
I’expression des ARN montre que les génes cwp66 et cwp84 semblent régulés de la méme maniére,
leur expression augmentant nettement dans les conditions testées, ce qui corrobore leur réle potentiel
dans la virulence de C. difficile. En revanche, I’expression du géne sipA est peu modifiée par les
signaux environnementaux, sauf par la présence d’ampicilline. Ce résultat suggére que les protéines de
la couche S pourraient n’avoir qu’un réle structural indispensable a la survie de la bactérie quelles que

soient les conditions environnementales.
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