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RÉSUMÉ

S trep tococcu s p n eu m o n ia e  est une bactérie patho­
gène extracellulaire, transformable par l’ADN en 
solution. Il a été montré que le transport du calcium 
joue un rôle clé dans sa croissance végétative, la 
compétence pour la transformabilité génétique et la 
virulence expérimentale. Afin de préciser la locali­
sation du calcium dans la bactérie, nous avons cloné 
l’ADN complémentaire de l’apoaequorine dans le 
chromosome de Streptococcus pneumoniae. Ceci a 
permis la reconstitution du système aequorine in

vivo  et les mesures par chimioluminescence de la 
concentration cytoplasmique en calcium libre. La 
concentration cytoplasmique en calcium est de 2 pM 
à l’équilibre et peut atteindre 14 pM après addition 
de calcium dans la suspension bactérienne. Cette 
augmentation de la concentration intracytoplas­
mique en calcium libre en réponse à un gradient 
extérieur de calcium implique un transport actif sen­
sible au DMB et dépend de la vitesse initiale du 
transport de calcium.

SUMMARY Cytoplasmic free calcium measurements by chemoluminescence in Streptococcus pneum oniae

In the extracellular pathogen S trep tococcu s p n e u ­
m o n ia e , transformable by soluble DNA, calcium 
transport is shown to play a key role for vegetative 
growth, developement of competence for genetic 
transformation and experimental virulence. To get a 
more precise localisation of Ca2+ in the cell, we clo­
ned the cDNA of apoaequorine in the chromosome 
of Streptococcus pneumoniae. This allowed the 
reconstitution of the aequorine system and chemo­

luminescence measurements of the cytoplasmic free 
calcium concentration in the bacteria. Intracellular 
free Ca2+ is 2 pM at the steady state and can reach 
14 pM when calcium is added to the bacterial sus­
pension. Increase in free Ca2+ in response to an impo­
sed Ca2+ gradient depends on the initial velocity (Vi) 
of the DMB-sensitive Ca2+ transport, showing that 
changes in cytoplasmic Ca2+ involve active transport.

INTRODUCTION

Les données concernant le rôle du calcium chez les 
procaryotes sont encore rares. Elles concernent tant 
l’implication de Ca2+ dans les structures des parois et 
des membranes que la signalisation permettant l’adapta­
tion des bactéries à leur environnement (pour revues 
Smith, 1995 ; Kakinuma, 1998). Les problèmes majeurs 
posés par ces études sont d’ordre technique, dus notam­
ment à la taille des microorganismes qui limite la préci­
sion des approches fondées sur l’utilisation des sondes 
fluorescentes classiquement utilisées en biologie cellu­
laire. Des données récentes mettant en jeu l’utilisation de

fura-2 suggèrent une diminution du calcium cytoplas­
mique, liée à une phosphorylation des kinases stimulées 
par l’acétylhomosérine lactone, chez Serratia liquefaciens 
et chez Vibrio fischeri. Elles permettent de proposer que 
le calcium cytoplasmique puisse être un médiateur de 
quorum sensing (Werthén et Lundgren, 2001). L’un des 
facteurs prérequis pour la signalisation calcique est le 
contrôle strict de la concentration du cation libre dans le 
cytoplasme et le déplacement transitoire de l’équilibre en 
réponse à un stimulus. Son analyse impose la mesure de 
la concentration en cation libre dans les cellules en 
conditions contrôlées. Chez Streptococcus pneumoniae, 
l’utilisation de l’isotope 45 du calcium a permis de pro-
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poser que la cinétique de transport du cation est impli­
quée dans la régulation de la compétence pour la trans­
formation génétique (Trombe et al., 1992, 1994 ; 
Trombe, 1993). Streptococcus pneumoniae requiert l’ion 
Ca2+ pour sa croissance et pour la transformabilité géné­
tique en milieu riche au laboratoire. Le développement 
de la compétence, dont l’induction met en  jeu un réseau 
de régulations par transfert de phosphate orchestré par le 
peptide stimulant la compétence (Competence stimula- 
ting peptide) ou CSP, est observé à une concentration en 
calcium de 1 mM. Les bactéries sont alors sensibles au 
dérivé de l 'amiloride 2’, 4’-diméthylbenzamil (DMB), 
inhibiteur des échanges Na+/Ca2+ (Kaczorowski et al, 
1985). Par ailleurs le développement de la compétence se 
produit exclusivement dans les cultures en aérobiose et 
implique l’activité d’une NADH oxydase ayant O2 
comme substrat (Echenique et al., 2000 ; Auzat et 
al., 1999; Echenique et Trombe, 2001). Les opérons 
comCDE et comAB sont essentiels pour le développe­
ment de la compétence (Chandler et Morrison, 1987 ; 
1988 ; Pestova et al., 1996 ; Cheng et al., 1997). 
comCDE code le système de transduction du signal à 
deux composantes ComDE et le pro-activateur ComC 
(Pestova et al., 1996 ; Cheng et al., 1997). ComC est 
hydrolysé au niveau d’un site Gly-Gly, lors de son export 
par le transporteur de type ABC, ComAB (Håvarstein et 
al., 1995). La libération dans le milieu extracellulaire de 
l’activateur (CSP) permet la communication intercellu­
laire. Il est proposé que le CSP active la kinase ComD 
selon un mécanisme non caractérisé (Håvarstein et al., 
1996).

En vue d’analyser le rôle du calcium dans la signali­
sation, nous avons adapté l’outil aequorine au pneumo­

coque pour pouvoir doser spécifiquement le calcium libre 
cytoplasmique dans les souches et les situations phy­
siologiques d’intérêt. Le système chimioluminescent 
«  aequorine » a été largement utilisé chez la cellule euca­
ryote et a permis la mesure des flux et concentrations cal­
ciques dans le cytoplasme et aussi dans différents com­
partiments cellulaires (Badminton et al., 1995). Chez les 
procaryotes dont Escherichia coli et Bacillus subtilis, 
des plasmides multicopies portant le gène de l 'apoae- 
quorine sous contrôle d’un promoteur ré gulable ont été 
utilisés pour transformer les souches d’intérêt permettant 
ainsi le dosage du calcium cytoplasmique (Watkins et al., 
1995 ; Jones et al., 1999 : Herbaud et al., 1998). Pour 
éviter les perturbations physiologiques consécutives à 
l’expression d’un plasmide à haut nombre de copies, 
nous avons cloné dans le chromosome de pneumocoque 
le gène de l’apoaequorine. L’expression de ce gène en 
monocopie est suffisante pour permettre un dosage des 
flux calciques et mesurer les concentrations en calcium 
libre dans le cytoplasme. Les résultats obtenus confir­
ment les conclusions découlant des études de transport 
effectuées en utilisant le 45Ca2+.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Souches, plasmides et amorces ; milieux

Les caractéristiques des souches, plasmides et amorces 
utilisés dans cette étude sont présentées dans le 
Tableau I. Les cultures ont été réalisées dans le milieu 
CTM (ou complete transformation medium) décrit par 
Clavé et Trombe (1989) pour Streptococcus pneumoniae

Tableau I. -  Souches bactériennes, plasmides et amorces utilisés dans cette étude.

Caractéristiques Référence

SOUCHES BACTERIENNES
Streptococcus pneumoniae

Cp1015 wild type, str1 ; hexA- Morrison et al., 1984
Cp2200 str1 ; hexA- ; dmb1 Trombe et al.. 1993
Cp3300 str1 ; hexA- ; dmb2 Trombe et al., 1994
Cp8900 wild type, str1 ; hexA- ; amiC : : aeq ce travail
Cp8922 str1 ; hexA- ; dmb1 ; amiC : : aeq ce travail
Cp8933 str1 ; hexA- ; dmb2 ; amiC : : aeq ce travail

Escherichia coli
DH5

AMORCES

supE 44  lac U169 ( 80 lacZAM15) hsdR 17 recA1 endA1 g yrA96 thi-1 relA1 Bethesda Research 
Laboratories, 1986

AEQS1 5’-CCCATCGCTAGCTTAGGggGACACtCTCC ce travail
AEQS2 5’-CCACACGCTAGCTAAAAAGGAGGTAATGGTCAAGCTTACATCA ce travail
AEQ5 5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGTCAAGCTTACATCAGACTTCGAC ce travail
AEQ57 5’-CCACACAGATCTATGGTCAAGCTTACATCAG ce travail
Pet2 5’-CCCATCAGATCTTTAGGGGACAGCTCC ce travail

PLASMIDES
pR15 Dérivé de pBR325, portant un fragment interne de amiC, AmpR Méjean et al., 1981
PTSS2 Produit PCR AEQS1-AEQS2 cloné au site NheI de pR15 ce travail
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et selon les conditions standards décrites par Sambrook 
et al. (1989) pour Escherichia coli. Les colonies trans­
formées ont été respectivement sélectionnées sur métho­
trexate (10-5 M) et ampicilline (150  g.ml-1)·

Clonage de l'ADN complémentaire 
de l’apoaequorine

Le plasmide pR15 (Méjean et al., 1981) a été extrait 
de la souche de Escherichia coli selon le protocole décrit 
par Sambrook et al. (1989), hydrolysé par l’enzyme 
NheI, déphosphorylé par la phosphatase intestinale de 
veau puis purifié par précipitation à l’éthanol absolu. 
L’ADN complémentaire de l’apoaequorine a été ampli­
fié grâce aux amorces AEQS1 et AEQS2 (Tableau I), 
hydrolysé par l’enzyme NheI, puis purifié par précipita­
tion à l’éthanol absolu. Plasmide et fragment PCR hydro- 
lysés et purifiés ont été soumis à une réaction de ligation 
dans un rapport de concentration 1/10 et le mélange de 
ligation utilisé pour transformer Escherichia coli DH5 . 
Les colonies résistantes à l’ampicilline 150  g/ml ont été 
analysées par PCR et digestion enzymatique pour véri­
fier le clonage de l’apoaequorine et le sens de l’insertion. 
Le plasmide obtenu a été nommé pTSS2.

Construction des souches 
de Streptococcus pneumoniae 
portant le gène de l’apoaequorine

L’intégration de l’ADN complémentaire de l’apoae- 
quorine dans le chromosome de Streptococcus pneumo- 
niae a été obtenue par échange allélique au niveau de la 
région ami. Une culture de la souche d’intérêt en phase 
exponentielle précoce (DO400nm= 0,15) a été activée par 
addition de CSP (50 ng.ml-1) pendant 10 min à 37° C. 
L’ADN transformant pTSS2 (0,01 à 0,05  g.ml-1) a alors 
été ajouté et le mélange mis à incuber 20 minutes à 20° C 
puis dilué au dixième et mis à incuber 2 heures à 37° C. 
Les colonies transformées résistantes au méthotrexate 
(10-5 M) ont été sélectionnées. La présence du gène de 
l’apoaequorine a été vérifiée par PCR avec les amorces 
AEQ57 et Pet2. Son intégrité a été vérifiée par un test de 
transcription-traduction (TNT-Promega®) in vitro réalisé 
selon les indications du fournisseur, après amplification 
avec les amorces AEQ5 et Pet2 et reconstitution de 
l’aequorine par incubation avec la coelentérazine (1  M) 
pendant 1 heure à + 4° C.

Reconstitution du système aequorine in vivo

Des cultures DO400nm = 0,2 des souches Cp8900, 
Cp8922 et Cp8933 en CTM pH 7,8 sont centrifugées et 
reprises dans un cinquième du volume de tampon de 
mesure (Hepes 25 mM, NaCl 125 mM, MgCl2 10 mM) 
contenant la coelentérazine à 2  M. La suspension est 
mise à incuber pendant 1 heure à température ambiante 
à l’obscurité. L’excès de coelentérazine est éliminé par 
centrifugation et lavage en tampon de mesure et des 
volumes aliquots de la suspension bactérienne ainsi trai­
tée sont placés dans la chambre de mesure du lumino-

mètre. Les mesures de chimioluminescence sont effec­
tuées toutes les 5 secondes pendant 155 secondes. Le 
système est conçu de façon à ce que l’on puisse injecter 
différents réactifs pendant le temps de mesure. La 
concentration cytoplasmique en calcium libre est calcu­
lée pour chaque point de mesure en rapportant l’émission 
lumineuse mesurée à la quantité totale d’aequorine 
reconstituée, selon la méthode établie par Jones et al. 
(1999).

RESULTATS ET DISCUSSION

Le système chimioluminescent aequorine, clonage et 
expression de l’apoaequorine chez Streptococcus 
pneumoniae et dosage du calcium libre cytoplas­
mique.

Le système aequorine isolé de la méduse Aequora Vic­
toria, est composé de l’apoaequorine, peptide de 189 
acides aminés, et d’un chromogène, la coelentérazine 
(Charbonneau et al., 1985). La fixation du calcium au 
niveau des sites de fixation spécifiques (Oishi et al., 
1992) entraîne un changement conformationnel provo­
quant l’oxydation du chromogène en coelentéramide 
avec émission d’une onde lumineuse de 470 nm. Le sys­
tème peut être étalonné afin que l’intensité de la lumière 
émise soit directement proportionnelle à la quantité de 
calcium libre dans le milieu (Watkins et al., 1995). La 
coelentérazine est une molécule hydrophobe qui diffuse 
selon son gradient de concentration, ce qui permet, dans 
une bactérie exprimant la protéine recombinante apoae- 
quorine, une reconstitution du système et le dosage du 
calcium cytoplasmique dans des conditions contrôlées. 
L’ADN complémentaire de l’apoaequorine a été cloné au 
site NheI du gène amiC de Streptococcus pneumoniae. 
AmiC appartient au système de transport des oligopep­
tides codé par amiABCDEF. La perte de la fonction Ami 
se traduit par une augmentation de résistance au métho­
trexate et permet donc une sélection positive des trans­
formants (Alloing et al., 1990). Pour permettre l’expres­
sion de la protéine recom binante fonctionnelle, 
notamment éviter la fusion AmiC/apoaequorine, un 
amplicon, présentant en amont de la séquence codante de 
l’apoaequorine un codon d’arrêt de traduction et une 
séquence de fixation des ribosomes (Bacot et Reeves, 
1991), a été obtenu par amplification du plasmide 
pMMB66EH-AEQ (Watkins et al., 1995) avec les 
amorces AEQS2 et AEQS1 (Fig. 1). La fonctionnalité de 
cette construction dans le plasmide pTSS2 a été vérifiée 
par un test de transcription traduction in vitro (Matériel 
et Méthodes). Le plasmide pTSS2 a été utilisé pour trans­
former une culture de la souche Cp 1015 et les transfor­
mants résistants au méthotrexate ont été obtenus avec 
une fréquence de 0,7 %. L’échange allélique au niveau 
de amiC a été vérifié par PCR avec les oligonucléotides 
AEQ57 et Pet2 ; pour la majorité des clones, un ampli­
con de 600 kb a été obtenu attestant de la présence de 
l’insert dans amiC (Fig. 2). La stabilité de deux de ces
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Fig. 1. -  Stratégie de clonage de l 'ADN complémentaire 
de l’apoaequorine. Clonage au site NheI de amiC.

L’insertion de l’ADN complémentaire de l 'apoaequorine, pré­
cédé d’un codon d’arrêt de la traduction et de la séquence de fixa­
tion au ribosome spécifique de Streptococcus pneumoniae, dans le 
gène amiC a été obtenu in vitro. Le clonage a été effectué au site 
NheI de pR15 pour donner le plasmide pTSS2. (rbs : ribosome 
binding site, site de fixation aux ribosomes).

clones a été prouvée par sous-clonages successifs et véri­
fication de la résistance au méthotrexate (10-5 M) et de 
la présence de l ’insert après PCR. Un clone a été 
conservé et a donné la souche Cp8900. Nous avons véri­
fié que Cp8900 présente une cinétique de croissance 
similaire à celle de la souche sauvage.

Pour les mesures de calcium cytoplasmique, la souche 
Cp8900 a été cultivée en milieu CTM dans les conditions 
permettant le développement de la compétence et le sys­
tème a été reconstitué comme indiqué dans la rubrique 
« matériel et méthodes ». A l’équilibre, la concentration

Fig. 2. -  Vérification de la présence de l’insert apoaequorine 
dans le chromosome des souches transformées.

La souche Cp 1015 a été transformée par le plasmide pTSS2 et les 
transformées sélectionnées sur 10-5 M méthotrexate. Un échan­
tillon de culture a été utilisé pour vérifier par une réaction de PCR 
ciblant le gène correspondant la présence de l’ADNc de l’apo- 
aequorine dans ces souches. La bande observée (600pb) témoigne 
du maintien du gène. pistes1 et 38 : phage X coupé par HindIII ; 
piste 37 : témoin négatif ; pistes 2 à 36 : différentes colonies resis­
tantes au méthotrexate.

en calcium libre dans le cytoplasme est estimée à 2  M. 
L’addition de calcium (1 mM final) dans la suspension 
bactérienne entraîne une augmentation immédiate (en 
5 secondes) et transitoire avec un pic à 14  M. Dans les 
30 secondes suivant le pic, la concentration décroît pour 
atteindre la valeur d’équilibre (Fig. 3). Ainsi, chez le 
pneumocoque, le système aequorine est fonctionnel et 
n’interfère pas avec l’homéostasie calcique. L’addition 
de DMB dans la suspension bactérienne inhibe l’influx 
de calcium en réponse au gradient électrochimique du 
cation. L’augmentation de la concentration en Ca2+ cyto­
plasmique met en jeu une fonction sensible au DMB. Il 
est vraisemblable qu’elle corresponde à la fonction per­
mettant l’échange Na+/Ca2+ sensible au DMB définie 
chez Streptococcus pneumoniae (Trombe, 1993 ; Trombe 
et  al., 1994).

Applications à l’estimation 
de la vitesse initiale d’influx

Afin de tester la potentialité de cet outil, nous avons 
envisagé l’estimation des vitesses initiales d’influx. Les 
souches mutantes Cp2200 et Cp3300 présentent des ciné­
tiques de transport du calcium altérées (Tableau IIA) 
(Trombe, 2000). L’ADN complémentaire de l’apoae- 
quorine a été introduit dans ces souches selon la méthode 
décrite pour la souche sauvage et sa fonctionnalité et sa 
stabilité ont été validées. Les mesures des variations de 
la concentration calcique dans les souches Cp8922 et

Fig. 3. -  Mesure du calcium libre intracytoplamsique 
et des variations de sa concentration en réponse 

à l’addition de calcium (1 mM).
Les cultures en CTM à DO400nm = 0,2 ont été centrifugées, reprises 
en tampon de mesure et reconstituées avec la coelentérazine 2 pM 
(Matériel et Méthodes), avec ou sans EGTA 50 pM. L’injection de 
10  1 d’une solution de calcium 100 mM a été réalisée 25 secondes 
après le début de la mesure et l’émission lumineuse enregistrée ; la 
concentration cytoplasmique a été calculée comme indiqué dans la 
rubrique matériel et méthodes. Lorsqu’indiqué, la suspension bac­
térienne est mise à incuber en présence de DMB 30 pM, puis sou­
mise à l’analyse par chimioluminescence. (♦ : bactéries reconsti­
tuées sans EGTA ; ■  : bactéries reconstituées en présence d’EGTA 
50  M  ; x : bactéries reconstituées sans EGTA puis traitées par le 
DMB).
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Tableau II. -  Comparaison des valeurs des vitesses initiales 
d’influx et des variations de la concentration cytoplasmique en 
calcium libre en réponse au gradient de calcium et mesurées par 
chimioluminescence chez différentes souches.

A B

Vi (15s)  Ca, (5s)

nmol.min-1.(mg 
de protéines)-1

 M

Trombe, 2000 ce travail

Cpl015 10 Cp8900 2,75
Cp2200 6 Cp8922 1,60
Cp3300 27 Cp8933 5,45

La détermination de  Ca1 (5s) a été effectuée sur 2 expériences 
indépendantes.

Cp8933 correspondantes ont été effectuées après reconsti­
tution de l’aequorine par incubation des bactéries en pré­
sence de coelentérazine. L’augmentation de la concen­
tration en calcium libre cytoplasmique en 5 secondes 
mesurée par chimioluminescence corrobore les mesures 
de V15s déterminées par utilisation de l’isotope 45Ca2+ et 
permet de valider le système aequorine pour l’estimation 
des vitesses initiales apparentes d’entrée de calcium 
(Tableau IIB).

En conclusion, le dosage de calcium cytoplasmique 
libre chez le pneumocoque a été réalisé par chimiolumi­
nescence grâce au système aequorine. L’expression de 
l’apoaequorine clonée en monocopie dans le chromo­
some s’est avérée suffisante pour ces mesures. A l’équi­
libre la concentration cytoplasmique est de 2  M. L’uti­
lisation de mutants présentant des différences au niveau 
de leur cinétique de transport du calcium a permis de 
montrer que ce système permet aussi une étude ciné­
tique et la mesure de la V5s. L’ensemble de ces résultats 
conforte les conclusions obtenues lors d’études ciné­
tiques utilisant l’isotope 45 du calcium (Trombe 1993 ; 
Trombe et al., 1994). Ils montrent que l’outil aequorine 
est adapté à une analyse des flux calciques dans des 
conditions physiologiques.
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