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AVANT-PROPOS

Le controle de la croissance de microorganismes indésirables durant la fabrication et la
conservation d’aliments représente un enjeu économique et sanitaire important. Si certains
antibiotiques sont couramment utilisés en ce but, comme la natamycine (conservateur n°E235
selon les normes de 1’Union Européenne), leur emploi est de plus en plus sujet a controverses
(Chang et al., 2015). D’autres stratégies se développent, dont la biopréservation visant a utiliser
les capacités de micro-organismes ou de leurs métabolites naturels pour limiter le développement
de microorganismes indésirables (pathogénes et/ou responsables d’altérations) et ainsi améliorer
la qualité et la durée de vie d’un I’aliment (Zagorec et Christieans, coordinatrices, 2013). Si de
nombreuses études dans le cadre des probiotiques ont caractérisé des mécanismes d’interaction
entre une bactérie et un pathogene avec un effet final sur I’Homme, les mécanismes régissant ces
interactions dans un contexte alimentaire sont encore peu connus. La compréhension de ces
antagonismes représente donc un enjeu important pour la maitrise et la promotion de la

biopréservation.

Ce travail de thése visait a donner des clefs de compréhension des antagonismes microbiens entre
souches alimentaires a travers I’étude d’un modele : I’inhibition de croissance du pathogene
alimentaire Staphylococcus aureus par une bactérie lactique d’origine fromagere, Lactococcus
garvieae (souche N201). En lait et in vitro, ’implication du peroxyde d’hydrogene produit par L.
garvieae sous aération dans cet antagonisme a été propos€, mais d’autres acteurs encore non-
identifiés seraient impliqués (Delbes-Paus et al., 2010). Dans ce contexte, le but de ce travail de
these était de :

- décrire la voie du peroxyde d’hydrogene chez les deux acteurs de I’interaction a un niveau

moléculaire et physiologique
- identifier un ou plusieurs autre (s) effecteur (s) impliqué(s) dans I’inhibition

- caractériser les mécanismes de défense de S. aureus vis-a-vis de cette inhibition

Ce manuscrit de thése se compose de quatre sections principales.

Premiérement, une étude bibliographique référence les données actuelles sur :
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- les facteurs mis en jeu dans les activités antagonistes de bactéries lactiques vis-a-vis de S.
aureus
- D’inhibition de croissance de S. aureus par L. garvieae
- les connaissances moléculaires sur les mécanismes expliquant potentiellement
I’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus
Deuxiémement, une section de méthodologie décrit le matériel et les méthodes utilisés durant ce
travail et explicite I’intérét des techniques et conditions choisies.
Troisiémement, une section de résultats développe les données obtenues lors de ce travail de
thése en trois chapitres concernant :
- D’effet de I’aération sur 1’évolution de la croissance de L. garvieae et S. aureus en
interaction et sur la concentration en peroxyde d’hydrogéne
- laréponse de S. aureus a I’inhibition de croissance
- les mécanismes de L. garvieae impliqués dans cet antagonisme

Enfin, une section de discussion et perspectives clot ce manuscrit.
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I.  Activités antagonistes des bactéries lactiques vis-a-vis de

Staphylococcus aureus : principaux facteurs biotiques et

abiotiques mis en jeu

Plusieurs antagonismes microbiens ont été découverts dans un contexte de santé humaine ou de
sécurité sanitaire des aliments. L’inhibition de pathogeénes par les bactéries lactiques dans leur
matrice organique naturelle, c’est a dire les produits laitiers et autres aliments fermentés ou dans
I’écosystéme vaginal, a été particulierement explorée (Aldunate et al., 2015; Charlier et al., 2009;
Kao and Frazier, 1966; Stiles, 1996). Ces études ont fréquemment eu pour objet I’inhibition de
Staphylococcus aureus, un pathogéne humain majeur se développant facilement dans ces
écosystemes. Divers mécanismes d’inhibition ont été identifiés (pour revue : Charlier et al.,

2009). Ceux-ci sont présentés dans les paragraphes suivants.

I.1. Ratio entre la souche antagoniste et le pathogene

Le ratio de concentration initiale entre la bactérie lactique inhibitrice et la bactérie pathogéne
ciblée influe sur ’amplitude de I’inhibition. En effet, il a ét¢ remarqué que plus le ratio
Lactococcus lactis | S. aureus ou Lactococcus garvieae | S. aureus était €leve, plus I’inhibition de
S. aureus semblait forte (Alomar et al., 2008a; Haines and Harmon, 1973a). Un résultat
comparable a été obtenu en modifiant les concentrations des ferments (bactéries lactiques) ou de
S. aureus dans divers contextes de fabrication fromagere (Delbes et al., 2006; Gomez-Lucia et al.,
1992; Koenig and Marth, 1982; Meyrand et al., 1998). De la méme fagon, un ratio ferment
lactique / S. aureus élevé accentue I’inhibition de S. aureus durant la fabrication d’un salami
italien (Metaxopoulos et al., 1981).

La concentration de S. aureus dans le lait aprés la traite est généralement de I’ordre de 107
UFC.mL"' mais une vache atteinte de mammite peut excréter du lait contaminé jusqu’a 10°
UFC.mL", en moyenne plutét 10° UFC.mL" (Medvedova and Valik, 2012). Les bactéries
lactiques faisant partie des populations microbiennes dominantes dans les produits laitiers, le
ratio bactérie lactique / S. aureus est généralement trés élevé (Charlier et al., 2009; Haines and
Harmon, 1973a). Ceci suggere un potentiel biopréservateur naturel important des bactéries

lactiques dans les produits laitiers.

20



I.2. Production d’acides organiques et acidification du milieu

Les bactéries lactiques sont a 1’origine de processus de fermentation nécessaires pour la
fabrication des produits laitiers et de nombreux aliments fermentés. Ces bactéries produisent des
acides organiques abaissant le pH du milieu de maniére plus ou moins forte selon les especes et
les souches. La croissance de S. aureus, tout comme sa production d’entérotoxines, est possible
entre des valeurs de pH approximativement comprises entre 4 et 10 et optimale pour un pH
proche de la neutralité (Hennekinne et al., 2012; Tatini et al., 1973). Mais I’effet de 1’acidité sur
un microorganisme dépend avant tout de la nature de 1’acide organique. En contexte de
fermentation alimentaire, les acides organiques produits par les bactéries lactiques sont
essentiellement ’acide lactique et acétique. Comparé a d’autres acides organiques, ces acides ont
un effet fort sur la croissance de S. aureus et peuvent induire son inhibition totale a partir de
valeurs de pH < 4,5-5 (Charlier et al., 2009; Minor and Marth, 1970; Tatini et al., 1971). Ainsi,
I’acidification du milieu par des bactéries lactiques est corrélée a 1’inhibition de S. aureus durant
la fabrication de divers produits fermentés (Barber and Deibel, 1972; Delbes et al., 2006;
Georgieva et al., 2015; Metaxopoulos et al., 1981). Plus ces souches seraient acidifiantes,
meilleur serait leur potentiel en tant que ferment pour inhiber la croissance de pathogenes.

Cependant, 1’acidification légere du milieu par L. lactis n’est pas impliquée dans I’inhibition du
développement de S. aureus durant les premieres 24 h de croissance (Charlier et al., 2008).
Comparé¢ a d’autres bactéries lactiques, L. garvieae acidifie peu le milieu et inhibe tout autant la
croissance de S. aureus (Alomar et al., 2008b). D’autres facteurs peuvent donc expliquer

I’inhibition de S. aureus par les bactéries lactiques.

I.3. Compétition nutritionnelle

Le développement de pathogénes peut étre controlé par la limitation de composants nutritionnels
essentiels a leur croissance. S. aureus utilise divers composé€s organiques pour sa croissance selon
les conditions, le milieu et les disponibilités, tels que des sucres (fructose, glucose, tréhalose,
galactose, mannose, ribose, maltose, saccharose), du mannitol, de I’acétate et des acides aminés
(Charlier et al., 2009). La construction de modeles in silico basés sur les connaissances

génomiques de cette espéce ont permis de clarifier les besoin nutritionnels de S. aureus. Deux
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modeles ont permis de conclure que la croissance de S. aureus nécessitait une source de carbone
complexe telle que du glucose mais aussi des ions / cofacteurs tels que le fer, la nicotinamide ou
le nicotinate et la thiamine (Becker and Palsson, 2005; Heinemann et al., 2005). Aucune
auxotrophie particuliére pour un acide aminé n’a été notée mais Becker et Palsson (2005) ont
proposé que la présence d’au moins un acide aminé parmi la proline, I’arginine, le glutamate,
I’alanine, 1’aspartate, la glycine, I’ornithine, la serine ou la thréonine serait nécessaire en tant que
source nutritive. Ces études ont permis d’avoir une vision globale du métabolisme de S. aureus,
mais les besoins nutritionnels d’une bactérie peuvent varier selon le milieu et les conditions
(notamment [’aération ou la présence d’autres bactéries). Plusieurs études in vitro ont ainsi
identifié¢ des acides aminés essentiels a la croissance de S. aureus différents selon les conditions
et ’origine des souches (Charlier et al., 2009; Emmett and Kloos, 1975; Kuroda et al., 2001;
Lincoln et al., 1995; Miller and Fung, 1973; Onoue and Mori, 1997; Pohl et al., 2009). Parmi les
20 acides aminés protéinogenes universels, tous sauf 2 (asparagine et glutamine) ont déja été
identifiés comme essentiels dans au moins un contexte et pour au moins une souche de S. aureus.
Ainsi, selon les conditions, la consommation d’acides aminés ou d’autres composants du milieu
par les bactéries lactiques peut entrainer 1’inhibition de croissance de S. aureus. Par exemple, une
compétition nutritionnelle pour le nicotinamine a été mise en évidence entre une communauté de
bactéries lactiques, dont L. lactis, et S. aureus, au détriment de la croissance de ce dernier
(Iandolo et al., 1965). Par la suite, le role central de L. lactis dans cette inhibition via la
compétition nutritionnelle a été confirmé (Charlier et al., 2008; Haines and Harmon, 1973b).
L’expression de plusieurs genes de S. aureus et L. lactis 1iés a des mécanismes nutritionnels sont
modifiés par I’interaction avec ’autre bactérie (Cretenet et al., 2011; Nouaille et al., 2009),

appuyant cette hypothese.

1.4. Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides a activité antimicrobienne ciblée produits par les bactéries.
Elles présentent 1’avantage de pouvoir €tre purifiées et utilisées sans la bactérie productrice.
Ainsi, elles font ’objet d’un intérét soutenu depuis plusieurs années, particulierement celles
produites par les bactéries lactiques dans le cadre de mécanismes d’antagonisme contre des

pathogénes alimentaires tels que S. aureus (Galvez et al., 2007). Deux bactériocines produites par
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les bactéries lactiques sont aujourd’hui commercialisées en tant qu’agents biopréservateurs, la
nisine (en tant qu’additif alimentaire et conservateur n°E234 selon les normes de 1’Union

Européenne) et la pediocine PA-1 (Deegan et al., 2006; Delves-Broughton et al., 1996).

Tableau 1. Bactériocines caractérisées (purifiées et/ou isolées) et produites par les
différents genres de bactéries lactiques dont le réle dans l'inhibition de S. aureus a
été prouvé.

Genre Nombre Noms Références

Bactériocine KU24, Lacticine 3147 et
Lactococcus sp. 8 481, Lactococcine A, B et M, Nisine
A et Nisine F

(Kwaadsteniet et al., 2008; Lee et al.,
2013)

(Arief et al., 2015; Bendjeddou et al.,
2012; Bogovic-Matijasi¢ et al., 1998; de
Souza Lopes et al., 2013; Jena et al.,
2013; Mkrtchyan et al., 2010; O’Shea et
al., 2013; Rumjuankiat et al., 2015; Song
et al., 2014; Svetoch et al., 2011; Zhu et

Acidocine A, B et LCHV, Bactériocine
L-1077 et PJ4, Bactofencine A,

Lactobacillus 17 Curvaticine 13, Lactocine 27,

sp. Paracaséine A, Plantaricine 149a, C,

KL-1Y, lIA-1A5, ZJ008 et ZJ5,

Sakacine AetB

al., 2014)
P ed";goccus 2 Pediocine A et PA-1
Le“"ggosmc 1 Leucocine A-UAL187
i Huang et al., 2013; Kang and Lee,
Enterococcus Bactériocine ST15 et GM-1, ( o g
sp. 7 Entérocine A, AS-48 B, P et RM6 2005; Liu et al., 2011; Viedma et al.,
2009)
Carnobacterium Carnocine H, Carnocycline A, o
sp. 4 Divercine V41, Piscicoline 126 (Martin-Visscher et al., 2008)
Streptococcus 3 Macédocine ST91KM, Mutacine (Ahmad and Rasool, 2003; LeBel et al.,
sp. KSM43, Suicine 90-1330 2014; Pieterse et al., 2008)

Données issues de la revue de Charlier et al. (2009) et complétées par les travaux
récents (indiqués en référence).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement des bactériocines de
classe I ou II, c’est-a-dire de petits peptides (<10 kDa), thermiquement stables, voire trés stables
pour la classe IId (Maldonado-Barragén et al., 2013; Song et al., 2014), et possédant (classe I) ou
non (classe II) des acides aminés lanthionine ou méthyllanthionine (Deegan et al., 2006). Elles
sont produites par des clusters de geénes comprenant généralement des geénes de synthese,

d’export et d’immunité vis-a-vis de la bactériocine. La plupart des bactériocines ciblent la
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membrane, formant alors des pores entrainant la lyse de leur cible. Certaines peuvent également
affecter le métabolisme de leur cible (Reisinger et al., 1980).
A T’heure actuelle, 41 bactériocines produites par des bactéries lactiques et inhibant la croissance

de S. aureus ont été caractérisées (Tableau 1).

I.5. ROS et peroxyde d’hydrogéne

En présence d’oxygene, divers métabolismes cellulaires peuvent aboutir a la formation de ROS
(pour « Reactive Oxygen Species » ou dérivé réactif de I’oxygeéne), généralement toxiques. Les
cellules productrices de ROS disposent le plus souvent d’enzymes capables de les dégrader.
Parmi ces ROS, les peroxydes (de formule R-O-O-R”) et principalement le peroxyde d’hydrogéne
(H-O-0O-H, soit H,0O,), ont été identifiés dans plusieurs mécanismes d’inhibition. Le peroxyde
d’hydrogene provoque un effet bactéricide sur la croissance de S. aureus (Amin and Olson, 1968)
mais un effet bactériostatique a également été observé a des concentrations faibles, entre 0,15
mM et 0,88 mM (Baldry, 1983). La plupart des bactéries lactiques sont capables de produire du
peroxyde d’hydrogene dans des conditions variables (Klebanoff et al., 1991) a des concentrations
généralement comprises entre 0,5 mM et 10 mM (Ito et al., 2003), suggérant un effet bactéricide.

Dans I’écosysteme vaginal, I’effet antagoniste de bactéries lactiques vis-a-vis de S. aureus via la
production de H,O, a été largement suggéré (Ocana et al., 1999a, 1999b; Otero and Nader-
Macias, 2006). Pourtant, un tel effet est peu documenté dans le cas de souches de bactéries
lactiques d’origine alimentaire (Charlier et al., 2009). Dans les années 1960, il a été observé que
la production de H>O, par des souches de L. lactis et Lactococcus bulgaricus isolées de yaourts
jouait un role dans I’inhibition de S. aureus (Dahiya and Speck, 1968). Cependant, cet effet
observeé a 5°C n’a pas été observé dans d’autres conditions (Gilliland and Speck, 1974). A notre
connaissance, la seule bactérie lactique d’origine alimentaire (fromage) étudiée pour ses capacités
antagonistes de la croissance de S. aureus via la production de H,O, est L. garvieae (Alomar et

al., 2008a, 2008b; Delbes-Paus et al., 2010).
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II. Inhibition de S. aureus par L. garvieae : un modéle de relation

antagoniste entre une bactérie lactique et un pathogéne

Depuis quelques années, 1’effet antagoniste de L. garvieae contre le développement de S. aureus
a fait I’objet d’un intérét particulier de par le mode d’inhibition original propos¢, impliquant le
peroxyde d’hydrogéne (Delbes-Paus et al., 2010), et du potentiel technologique de L. garvieae
dans les produits laitiers (Fernandez et al., 2010; Ferrario et al., 2013). Pour évaluer le potentiel
de L. garvieae comme agent biopréservateur, il est nécessaire de caractériser les mécanismes
d’interaction entre L. garvieae et S. aureus. Dans ce chapitre sont présentés premic¢rement le
potentiel et les limites de [’utilisatio de L. garvieae en tant qu’agent biopréservateur,
deuxiemement les mécanismes de virulence de S. aureus et comment contrdler la croissance et la
virulence de cette bactérie et finalement 1’état des connaissances sur les facteurs impliqués dans

I’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus.

I1.1. Lactococcus garvieae, un agent au potentiel biopréservateur

Les bactéries lactiques sont des organismes & Gram', assimilant les sucres par fermentation en
anaérobiose pour former de 1’acide lactique, et généralement tolérantes a I’oxygene (Pfeiler and
Klaenhammer, 2007; Stackebrandt and Teuber, 1988; Thompson, 1988). Elles appartiennent a
I’ordre des Lactobacillales et plus précisément aux genres Bifidobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus et Tetragenococcus. Elles
peuvent coloniser de nombreuses niches écologiques telles que les produits laitiers, les viandes,
les végétaux et diverses muqueuses animales (Pfeiler and Klaenhammer, 2007). Le genre
Lactococcus regroupe des bactéries de type coque, mésophiles, a la croissance formant de courtes
chainettes et sans activité catalasique. Dans ce chapitre sont présentés les limites et les intéréts a
étudier ’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de pathogénes, particulierement S. aureus, afin

d’explorer la potentialité de cette espéce en tant qu’agent biopréservateur.
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IT.1.1. Caractéristiques principales de L. garvieae

Lactococcus garvieae est une bactérie du genre Lactococcus, initialement et par erreur identifiée
dans le genre Streptococcus et nommée Streptococcus garvieae (Collins et al., 1983), puis dans le
genre Enterococcus et nommée Enterococcus seriolicida (Doménech et al., 1993; Kusuda et al.,
1991; Teixeira et al., 1996). Initialement isolée d’une mammite de vache laitiere (Collins et al.,
1983), elle a aujourd’hui été isolée aussi bien de divers écosystemes laitiers (cf. I1.1.3.1.) que de
nombreux animaux aquatiques (cf. I11.1.2.1.1.), de volailles (Borrero et al., 2011; Ricci et al.,
2013), de chats, de chiens (Pot et al., 1996), de crotale sauvage (McLaughlin et al., 2014) et de
végétaux tels que des salades, des radis et des brocolis (Ferrario et al., 2013; Kawanishi et al.,
2007). Elle a également ét¢ isolée chez I’Homme (cf. 11.1.2.1.3).

Actuellement, 17 souches de L. garvieae d’origines variées ont été séquencées et référencées sur
la base de données du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/699), dont 2
génomes complets et 15 assemblages partiels (1 au stade des scaffolds et 14 au stade des contigs).
Ces souches possedent un génome dont la taille est comprise entre 1,9 et 2,3 Mb, avec un G-C%
(pourcentage de G-C dans le génome) entre 37,7% et 38,9% et contenant entre 1937 et 2271
genes codant pour 1857 et 2159 protéines. Le génome cceur le plus récent a été établi avec 11
souches (5 isolées de poissons, 1 de lait de vache, 1 de fromage de lait de vache, 1 de sang

humain, 2 de volailles et 1 de saucisses de porc) et comporte 1341 genes (Figure 1).

Figure 1. Génome cceur de L. garvieae établi par Ferrario et al. (2013) sur 11 souches
d’origines différentes.
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Les souches de L. garvieae contiennent chacune en moyenne 136 génes spécifiques, avec un
minimum inférieur a 40 génes pour trois souches aquatiques et un maximum supérieur a 200
genes pour les deux souches isolées de volailles et la souche isolée de saucisses de porc. Par
ailleurs, ces souches de L. garvieae posseéderaient 949 génes en commun avec trois autres
bactéries lactiques, L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris et Lactococcus raffinolactis,
soulignant la proximité génétique de L. garvieae avec ces especes (Ferrario et al., 2013).
Certaines souches possédent des plasmides (Aguado-Urda et al., 2012; Florez and Mayo, 2015;
Gabrielsen et al., 2012; Guglielmetti et al., 2009; Maki et al., 2009; Ricci et al., 2013) qui
peuvent jouer un rdle dans la résistance aux antibiotiques (Guglielmetti et al., 2009; Maki et al.,
2009), I’adaptation a la matrice laitiere (Florez and Mayo, 2015), ou encore la synthése de
bactériocines et la virulence (Aguado-Urda et al., 2012).

Certaines souches synthétisent des bactériocines. A ce jour, quatre types de bactériocines de L.
garvieae ont été découverts. Les garvieacines A (Maldonado-Barragan et al., 2013), ML (Borrero
et al., 2011; Gabrielsen et al., 2014), Q (Florez et al., 2012; Tosukhowong et al., 2012) et L1-5
(Villani et al., 2001) exercent chacune des activités antimicrobiennes spécifiques. La garvieacine
A inhibe spécifiquement L. garvieae lui-méme (non-active contre les autres bactéries lactiques ou
d’autres bactéries) en empéchant la formation du septum. Les trois autres bactériocines ont des
spectres d’action assez proches et peuvent inhiber a la fois des bactéries lactiques, dont L.
garvieae, mais aussi des bactéries du genre Clostridium et Listeria. Elles sont en revanche
inefficaces contre Escherichia coli et le genre Salmonella. L’efficacité de la garvieacine Q a été
testée contre une souche de S. aureus avec un résultat négatif. Néanmoins, il a été observé que

’activité inhibitrice de la garvieacine Q variait selon la souche de I’organisme ciblé.

IT.1.2. Limites a l'utilisation de L. garvieae en tant qu’agent

biopréservateur

I7.1.2.1. Entre souche pathogene, opportuniste et commensale

IT.1.2.1.1. Lactococcose d’especes aquatiques

Les streptococcoses, identifiées dans les années 1950 (Vendrell et al., 2006), et les lactococcoses,
identifiées dans les années 1990 (Kusuda et al., 1991; Williams et al., 1990), sont des maladies

graves et souvent mortelles pour les animaux aquatiques.
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Tableau 2. Mortalité de sérioles chicards et de souris infectées par diverses souches
de L. garvieae (Kawanishi et al., 2007, 2006; Reimundo et al., 2011).

Mortalité ® Pathogénicité vis-
Souche Origine Sériole chicard Souris mzn\?;i?grses
HF Humain, France - - Endoca’rdlte
(sans déces)
Lg2 Sériole chicard, Japon +++ - NT
Lg2-S Sériole chicard, Japon + - NT
L8, 27, 7144’796’ 122 ot Sériole chicard, Japon +++ - NT
ATCC49156 Sériole chicard, Japon - - NT
ATCC49157 Sériole chicard, Japon + - NT
KG9502 Sériole chicard, Japon +++ - NT
Lg6, 38 et 44 Sériole couronnée, Japon +++ + NT
01/5664 Truite, Espagne ++ - NT
CP-1 Truite, Espagne ++ - NT
1684 Truite, Italie + + NT
UNIUDO74 Truite, Italie +++ +++ NT
LMG8501, 9443, 7472,
14413, 14419 et Vache, Belgique - - Mammite
14492
LMG14416 Vache, Belgique - + Mammite
G-34 Vache, Espagne - - Mammite
ATCC43921 Vache, Royaume-Uni - - Mammite
1364/02b et 170/03a Porc, Espagne - - NT
LMG12175 Chien, Belgique - - NT
LMG13620 et 13633 Chat, Belgique - - NT
LMG14493 Cheval, Belgique + - NT
NRIC0611 et 612 Brocoli, Japon - - NT
NRIC0607 a 610 Radis blanc, Japon - - NT

La souche HF est |la seule souche issue de pathologie humaine dont la virulence a été
testée sur d’autres modeéles. * La mortalité relative est indiquée, « +++ » signifiant
gue tous les animaux sont décédés dans |'expérience, « - » signifiant qu’aucun
animal n’est décédé et « + » / « ++ » signifiant que des animaux sont décédés mais
gue certains ont survécu. Ces indications sont relatives, étant donné que les doses
d’injection de L. garvieae ne sont pas les mémes dans les trois publications référées
ici. NT = Non testé.

Les lactococcoses a L. garvieae causent divers symptdmes plus ou moins graves pouvant aller
jusqu’au déces des poissons (Eldar and Ghittino, 1999; Vendrell et al., 2006). Elles représentent
ainsi une perte de productivit¢ pour I’industrie piscicole pouvant aller jusqu’a 80%. Les
lactococcoses se propagent en « eaux chaudes » (>15°C) et ont donc ét¢é identifiées a travers le
monde entier (Eldar et al., 1999; Eyngor et al., 2004; Vendrell et al., 2006). Ainsi, L. garvieae

peut infecter un grand nombre d’animaux aquatiques tels que diverses espeéces de truites (Chang
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et al., 2002; Eyngor et al., 2004; Miyauchi et al., 2012; Palacios et al., 1993; Reimundo et al.,
2011), le mulet gris (Chen et al., 2002), la sériole (Kusuda et al., 1991), la carangue dentue
(Madinabeitia et al., 2009), la girelle clown (Colorni et al., 2003), le tilapia (Anshary et al., 2014;
Evans et al., 2006), le poisson-zebre (Aguado-Urda et al., 2014) et la crevette géante d’eau douce
(Chen et al., 2001). Des souches de L. garvieae ont également été isolées a partir d’une
conjonctivite de tortue et de muscles et reins d’un dauphin décédé sans qu’un lien causal n’ait été
¢tabli (Evans et al., 2006; Pot et al., 1996). La bactérie lactique a été récemment isolée a partir du
systetme digestif de pieuvres communes mais elle ferait plutot partie du microbiote commensal
intestinal (Iehata et al., 2015).

La virulence de L. garvieae contre ces espeéces aquatiques est dépendante des souches. En effet,
des études comparatives du pouvoir pathogéne de L. garvieae ont permis de mettre en évidence
que la pathogénicité de cette bactérie était spécifique a I’écosystéme d’origine de la souche, sauf
rares exceptions (Tableau 2). Ainsi, la majorité des souches ne provenant pas d’un écosysteme
aquatique ne présente aucune capacité pathogéne contre les poissons, et inversement. Les
mécanismes de virulence de L. garvieae seraient alors différents selon 1’organisme infecté

(Kawanishi et al., 2007, 2006; Reimundo et al., 2011).

IT.1.2.1.2. Mammites d’especes laitieres

Les mammites sont des inflammations des glandes mammaires pouvant causer de séveres pertes
de production pour I’industrie laitiere. Elles sont généralement dues a I’entrée de divers
microorganismes pathogeénes dans la glande mammaire (De Vliegher et al., 2012). Bien qu’elles
puissent entrainer des complications extérieures, elles restent généralement longtemps internes a
la glande mammaire et donc invisibles.

La premiere souche isolée de L. garvieae provenait d’'une mammite de vache laitiere (Collins et
al., 1983). Depuis, L. garvieae a été isolé d’autres mammites de vache laitiéres (Devriese et al.,
1999; Reimundo et al., 2011; Tejedor et al., 2011; Vela et al., 2000; Wyder et al., 2011) et de
bufflonnes domestiques (Carvalho et al., 1997; Teixeira et al., 1996; Vela et al., 2000), mais le
pouvoir pathogeéne de L. garvieae en lien avec les mammites reste encore a éclaircir (Wyder et
al., 2011). Si certaines souches de L. garvieae ont une activité hémolytique cohérente avec un
pouvoir pathogeéne dans ce cadre, isoler L. garvieae de mammite n’est pas une preuve de leur

implication étant donné que cette bactérie fait partie du microbiote naturel du lait des bovins et
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ovins. Parmi les souches testées pour leur virulence, la majorité¢ des souches isolées de vaches
laitiéres n’engendre aucun symptome infectieux dans des sérioles ou des souris, suggérant une

absence de pouvoir pathogene (Tableau 2).

IT.1.2.1.3. Un pathogene opportuniste de 1’Homme ?

L. garvieae a pu étre isolé a partir de pathologies chez I’é€tre humain dans prés de vingt cas entre
1998 et 2015 dont deux patients décédés (Backes et al., 2015; Fefer et al., 1998; HerasCanas et
al., 2015; Ortiz et al., 2014; Tsur et al., 2014). Il a ainsi pu étre identifi¢ dans des cas
d’ostéomyélite, bactériémie, abeés hépatique, péritonite mais surtout plusieurs cas d’endocardite.
Il a été contracté essentiellement aprés ingestion de poisson contaminé cru par des sujets déja
immunodéprimés (personnes agées et/ou déja malades). Cette bactérie étant présente en
concentration importante dans de nombreux produits alimentaires (produits laitiers, poissons,
bovins, ovins), le paradoxe entre le faible nombre de cas et les grandes quantités consommées
appuie ’hypothése d’une absence de mécanismes de virulence efficaces contre I’homme dans un
¢tat normal de santé. De ce fait, il est généralement admis que les infections de L. garvieae chez
les mammiferes seraient plutot dues a un développement opportuniste (Aguado-Urda et al., 2011;
Mofredj et al., 2007; Ortiz et al., 2014). Appuyant cette hypothése, la souche HF isolée d’une
endocardite humaine n’a aucun pouvoir pathogene ni sur la truite ni sur la souris (Tableau 2,

Reimundo et al., 2011).

IT.1.2.1.4. Mécanismes de virulence

La virulence de L. garvieae est dépendante des souches et de I’hote concerné, comme discuté
précédemment (Tableau 2). Les mécanismes sous-jacents sont encore peu caractérisés.

Certaines souches pathogenes de poissons possedent un cluster codant pour une capsule, dont un
role dans la virulence a été suggéré il y a une dizaine d’années (Barnes and Ellis, 2004). Ce
cluster consiste en 15 génes dont 8 sont potentiellement impliqués dans la syntheése
d’exopolysaccharides (Morita et al., 2011). La souche L. garvieae Lg2-S, dérivée de L. garvieae
Lg2 mais ne possédant pas le cluster de la capsule est trés peu virulente contre son hote, la
sériole, alors que la souche Lg2 est trés virulente (Miyauchi et al., 2012; Morita et al., 2011). De
plus, la souche aquatique ATCC49156 ne possede pas de capsule et est totalement avirulente

(Miyauchi et al., 2012). La capsule jouerait donc un rdle crucial pour la virulence des souches
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aquatiques de L. garvieae contre les poissons. Néanmoins, le fait que L. garvieae Lg2-S soit
encore légérement virulente suggeére que d’autres mécanismes de virulence existent. Les
hémolysines pourraient constituer un autre facteur important de virulence, notamment a cause de
leur implication théorique dans des phénomeénes de septicémies. Elles ont été détectées dans
plusieurs souches aquatiques mais aussi dans une souche provenant de sang humain (Miyauchi et
al., 2012). Néanmoins, aucun role direct dans la virulence n’a été démontré. Des génes codant
pour des adhésines ont également été identifiés dans plusieurs souches aquatiques, mais dans
aucune souche humaine.

Le fait que la souche Lg2 code pour la capsule alors qu’elle n’est pas virulente contre les souris a
permis de suggérer que cette capsule n’était pas impliquée dans la virulence contre les
mammiferes (Miyauchi et al., 2012; Morita et al., 2011). Les génes codant pour la capsule ne sont
pas présents dans les souches humaines ni dans certaines souches non-virulentes contre la sériole
ou la souris (Kawanishi et al., 2007; Kim et al., 2013; Miyauchi et al., 2012). Les souches de L.
garvieae d’origine fromagere ne semblent pas non plus porteuses des génes codant pour la
capsule (Fernandez et al., 2010). De plus, aucune activité hémolytique n’a ét€¢ mesurée lors de
deux études sur un total de 106 isolats de L. garvieae provenant de trois fromages différents
d’origine italienne (Fortina et al., 2007) et espagnole (Fernandez et al., 2010). Ceci appuie
I’hypothése selon laquelle les souches de L. garvieae isolées de pathologies humaines ne
possedent pas de mécanisme de virulence spécifique mais sont plutét des pathogenes
opportunistes. Néanmoins, le role des hémolysines lors d’un éventuel passage dans le sang de L.

garvieae reste a éclaircir.

I7.1.2.2. Inhibition par d’autres bactéries

L’utilisation d’un agent biopréservateur peut s’avérer fortement limitée si d’autres bactéries de
son €écosystéme d’action peuvent porter atteinte a sa croissance. Or, le microbiote intestinal de la
truite, compos¢ essentiellement des bactéries lactiques, peut inhiber la croissance et le
développement de L. garvieae (Araujo et al., 2015; Pérez-Sanchez et al., 2011). Parmi les
bactéries du microbiote intestinal du mulet gris, une souche d’Enterococcus thailandicus peut
¢galement inhiber la croissance de L. garvieae (Lin et al., 2013). Une souche aquatique de L.
lactis peut également inhiber la croissance de L. garvieae grace a la production de nisine

(Sequeiros et al., 2015).
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Cependant, les seules souches bactériennes inhibitrices de L. garvieae identifiées sont des
souches aquatiques et ne peuvent probablement donc pas diminuer I’intérét potentiel de L.
garvieae en matrice alimentaire. De plus, il a été démontré que la croissance de L. garvieae était
identique en lait pasteurisé, microfiltré ou cru, suggérant que le microbiote naturel du lait n’avait
pas d’effet sur sa croissance (Delbes-Paus et al., 2010). L’activité inhibitrice contre les

staphylocoques a coagulase positive de L. garvieae a été observée dans ces trois types de lait.

IT.1.2.3. Effet toxique du H,0, pour 1’Homme

Le peroxyde d’hydrogeéne est un composé cytotoxique pour de nombreux types de cellules et
tissus humains (Corvaglia et al., 1967; Granata and Pennarola, 1970; Riley and Giblin, 1982;
Simon et al., 1981) a concentrations supérieures a 50 mM (Bates et al., 1985; Hanks et al., 1993;
Li, 1996; Rubin and Farber, 1984). Néanmoins, le peroxyde d’hydrogene est rapidement dégradé
par les cellules humaines (Ramp et al., 1987) et est assez instable dans le lait du fait de la
présence de nombreux agents catalytiques (ions, catalase, lactoperoxydase, etc). Disposant du
statut GRAS (Generally Recognized As Safe) aux Etats-Unis, son utilisation dans les produits
laitiers est permise en tant qu’agent désinfectant (Olmez and Kretzschmar, 2009). Le peroxyde
d’hydrogene étant produit par les bactéries lactiques a des concentrations maximales
généralement inférieures a 10 mM (Ito et al., 2003; Ocafia et al., 1999b; Viswanathan et al.,

2014), sa toxicité pour I’Homme dans notre contexte d’étude est donc négligeable.

IT.1.3. Intérét biotechnologique de L. garvieae

I7.1.3.1. Ubiquité dans les produits laitiers

L. garvieae est une bactérie ubiquiste présente dans le lait d’especes animales différentes. En plus
de sa présence dans les pis constatée lors de mammites, elle a également été isolée a partir de lait
de vaches (Villani et al., 2001) et de chevres (Callon et al., 2007) en bonne santé. Depuis,
I’ubiquité de L. garvieae dans les produits fabriqués a base de lait issu de ces animaux a été
confirmée malgré des origines et méthodes de fabrication variées. Des souches de L. garvieae ont
en effet été identifiées dans du lait fermenté Zabady en Egypte (El-Baradei et al., 2008), de la
créeme de lait Kajmak en Serbie (Jokovic et al., 2008) ainsi que dans des fromages espagnols tels

que le bleu de Cabrales (Florez and Mayo, 2006) et le Casin (Alegria et al., 2009), italiens tels
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que le Toma Piemonte, le Caprino Lombardo (Fortina et al., 2007), le Grana Trentino
(Monfredini et al., 2012) et le Valtellina Casera (Morandi et al., 2015), polonais et slovaques tels
que le Bundz, le Bryndza, le Golka fumé ou non-fumé et le Warkocze (Pangallo et al., 2014; Sip
et al., 2009) et frangais dont le Saint-Nectaire (Alomar et al., 2008b).

En plus de ces divers produits laitiers et des animaux et végétaux évoqués précédemment et
pouvant entrer dans la chaine alimentaire (poissons, crevettes, poulpes, viande de bovins, d’ovins
et de canards, salades, brocolis et radis), des souches de L. garvieae ont été isolées a partir
d’autres aliments ou dérivés : des saucisses de porc fermentées en Italie (Rantsiou et al., 2005;
Ricci et al., 2013) et en Thailande (Tosukhowong et al., 2012), de la viande de dinde (Barakat et
al., 2000; Ricci et al., 2013) et de la farine de blé (Corsetti et al., 2007). L ubiquité relativement

bien établie de L. garvieae au sein des produits laitiers pourrait s’élargir a d’autres aliments.

I7.1.3.2. Potentiel biotechnologique

Du fait du caractére récent de 1’étude du potentiel biopréservateur de L. garvieae, peu d’éléments
sont connus sur son potentiel biotechnologique. Néanmoins, plusieurs études ont été menées en
rapport avec la fabrication fromagere.

Une différence notable entre les souches aquatiques de L. garvieae et les souches d’origine
laitiere réside dans le fait que ces dernieres sont capables de fermenter le lactose (Fernandez et
al., 2010; Fortina et al., 2007; Teixeira et al., 1996). Une ¢tude menée sur pres de 50 isolats de L.
garvieae provenant d’un fromage espagnol (Casin) a permis de mettre en évidence des propriétés
technologiques proches de celles de L. lactis, couramment utilis¢ dans I’industrie laitiere et
disposant du statut GRAS (Fernandez et al., 2010). Néanmoins, les souches de L. garvieae
possédent des singularités pouvant amener des propriétés sensorielles différentes et originales.
Durant la fabrication fromagere, elles acidifient peu le milieu (faible production de D-lactate, L-
lactate et acide acétique) et consomment ¢galement peu d’acides aminés comparées a des souches
de L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ou de Enterococcus faecalis (Alomar et al.,
2008b; Fernandez et al., 2010). A I’inverse, les souches de L. garvieae consomment plus de
glucides et dérivés différents (notamment de 1’inosine, du mannitol, de 1’arbutine, du tagatose, de
I’amygdaline et du gluconate) que les souches de L. lactis (Fernandez et al., 2010). Au final, ces
¢tudes ont permis de suggérer I’utilisation de L. garvieae en tant que ferment ou adjuvant pour

I’industrie fromagere.
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I71.1.3.3. Spectre d’action inhibitrice

En fromage, L. garvieae possede un spectre d’action relativement large. Cette bactérie est
capable de limiter la croissance des entérocoques, des entérobactéries, des lactobacilles, des
Leuconostoc et des Pseudomonas (Delbes-Paus et al., 2010). Mais I’intérét biopréservateur réside
essentiellement dans le fait qu’elle puisse inhiber la croissance des staphylocoques a coagulase
positive et spécialement S. aureus, dans le fromage et le lait cru, pasteurisé ou microfiltré
(Alomar et al., 2008b; Delbes-Paus et al., 2010).

Récemment, Zhang et al. (2015) ont isolé une souche de L. garvieae présentant des capacités
protectrices vis-a-vis de coliformes fécaux a partir d’intestins de porcelets en bonne santé, mais le
mode d’action reste encore a caractériser.

Certaines souches de L. garvieae, productrices de bactériocines actives contre les pathogenes de
genre Clostridium ou Listeria, pourraient également posséder un potentiel biopréservateur

intéressant (Gabrielsen et al., 2014; Tosukhowong et al., 2012; Villani et al., 2001).

I1.2. Contréle de la croissance et de la virulence de S. aureus : intérét des

cultures protectrices

Les bactéries du genre Staphylococcus (staphylocoques) sont des coques & Gram + se développant
en amas réguliers sans faculté de mobilité. A la fin du XIXe siecle, des chercheurs isolent et
identifient un staphylocoque a partir d’infections humaines : Staphylococcus aureus (Ogston, 1882;
Rosenbach, 1884). Dans ce chapitre sont présentés les données concernant la pathogénicité de S.
aureus et les mécanismes sous-jacents dans le cadre d’infections alimentaires, ainsi que les moyens

de controle de ces effets néfastes potentiellement utilisables dans I’industrie alimentaire.

IT.2.1. Caractéristiques principales de S. aureus

S. aureus est encore aujourd’hui une des bactéries les plus étudiées en raison de sa pathogénicité
contre ’Homme. C’est ’espéce bactérienne pour laquelle le plus grand nombre de projets de
séquencage de génomes ont été réalisés. En septembre 2015, plus de 5000 génomes de souches

de S. aureus ¢taient déposés sur la plateforme du NCBI
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/reference/), dont 72 génomes complets, &
séquengages jusqu’a 1’assemblage en chromosome, 3211 jusqu’a I’assemblage en scaffolds, 1795
jusqu’a I’assemblage en contigs. En moyenne, les génomes de S. aureus font 2,9 Mb, ont un G-
C% de 32,8% et contiennent 2919 genes qui codent pour 2816 protéines. Certaines souches
contiennent également des plasmides (au maximum cinq identifiés dans la méme souche). Au
total, 166 plasmides différents de S. aureus ont été séquencés et annotés. La plupart d’entre eux
conférent des capacités de résistances multiples aux antibiotiques et agents antimicrobiens (Liu et
al., 2013). Les souches de S. aureus peuvent contenir plusieurs ilots de pathogénicité, nommés
SaPI (pour « S. aureus Pathogenicity Island »), porteurs de nombreux génes de virulence (Kuroda

et al., 2001).

IT.2.2. Pathogénicité de S. aureus pour 1’Homme

S. aureus est présente de maniére commensale au niveau de la peau et des voies respiratoires de
20% a 30% des humains de facon permanente et de 60% des humains de fagon transitoire
(Kluytmans and Wertheim, 2005). La bactérie peut donc étre transmise dans I’alimentation par
I’Homme durant les étapes de fabrication, spécialement en cas de manque d’hygiene (Le Loir et
al., 2003). Le réservoir animal peut également étre a I’origine de contaminations de la maticre
premiere, particulierement dans le cas d’espéces productrices de lait atteints de mammites. En
effet, S. aureus est ’agent étiologique principal (30 & 40% des infections) des mammites a travers
le monde (Medvedova and Valik, 2012).

Au niveau du systeme digestif humain, les infections a S. aureus peuvent engendrer des
intoxications alimentaires. La dose infectieuse est estimée a au moins 100.000 bactéries ingérées
(Schmid-Hempel and Frank, 2007). Mais la pathogénicité de S. aureus est avant tout liée a sa
production d’entérotoxines (De Buyser et al., 2001; Le Loir et al., 2003; Simedo do Carmo et al.,
2002), responsable de gastro-entérites, nausées, crampes abdominales, vomissements, hyper-
salivations et diarrhées (Argudin et al., 2010; Balaban and Rasooly, 2000; Le Loir et al., 2003).
De plus, S. aureus peut aussi engendrer des complications plus graves en cas de passage dans le

sang.
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Le Tableau 3 illustre I’épidémiologie des Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) en

France selon I’agent infectieux, recensée en 1999 et 2000. S. aureus a été identifi¢ dans environ

17% des foyers infectieux et 26% des cas. Avec les bactéries du genre Salmonella, S. aureus est

donc un des principaux agents étiologiques responsable de TIAC en France. Les TIAC a S.

aureus en 1999 et 2000 ont engendré I’hospitalisation de 15% des personnes atteintes parmi les

déclarées. En France, elles causent le déces de 0,02% des patients chez lesquels le germe est

détecté, essentiellement des personnes immunodéprimées (ANSES, n° de saisine : 2011-SA-

0117, 3 novembre 2011).

Tableau 3. Epidémiologie des TIAC déclarées aux directions départementales des
affaires sanitaires et sociales ou des services vétérinaires selon I’agent causal en
France en 1999 et 2000 (issu de Haeghebaert et al., 2002).

Agent causal Foyer Cas Hospitalisations
Nombre Pourcentage | Nombre Pourcentage | Nombre Pourcentage
Salmonella enteridis 200 39,2 1730 26,8 349 39,6
Salmonella typhimurium 51 10,0 588 9,1 78 8,9
Sa”"’s’oé’:;’)’/f);‘;tres 87 17,1 762 11,8 92 10,4
S. aureus 85 16,7 1651 25,6 252 28,6
Clostridium perfringens 27 5,3 792 12,3 4 0,5
Bacillus cereus 15 2,9 241 3,7 24 2,7
Clostridium dinophysis 8 1,6 79 1,2 NR NR
Clostridium botulinium 8 1,6 NR NR NR NR
Campylobacter 6 1,2 55 0,9 NR NR
Shigella sonnei 7 1,4 NR NR NR NR
Shigella flexneri 1 0,2 NR NR NR NR
Coliformes 6 1,2 NR NR NR NR
Streptococcus 1 0,2 NR NR NR NR
Calcivirus 5 1,0 33 0,5 NR NR
Vibrio parahaemolyticus 1 0,2 2 0,0 NR NR
Virus hépatite A 1 0,2 9 0,1 NR NR
VTEC 0157 1 0,2 20 0,3 NR NR
Histamine 20 3,9 92 1,4 28 3,2
Total 510 6451 881

NR = Non renseigné (397 cas et 45 hospitalisations au total)

Dans le monde, les TIAC a S. aureus ont été référencées pour de nombreux produits alimentaires,

dans diverses origines géographiques et dans divers contextes. Le tableau 4 illustre cette diversité

a partir d’exemples de TIAC a grand nombre de cas (> 20) recensés dans le monde entre 1968 et




2009. Globalement, les aliments les plus concernés sont les produits laitiers et les autres aliments
fermentés (Le Loir et al., 2003). La lutte contre la pathogénicité de S. aureus représente donc un

enjeu de santé majeur, spécialement dans ces produits alimentaires.

Tableau 4. Exemples d’intoxications alimentaires référencées dues a S. aureus et
survenus entre les années 1968 et 2009 dans le monde (adapté de Hennekinne et al.,
2012).

Année Lieu Aliment Nombre de cas
1968 Etats-Unis Salade de poulet 1300
1971 Royaume-Uni Saucisses et sandwichs au jambon 100
1975 |Vol Japon -> Danemark Jambon 197
1976 Vol Brésil -> USA Eclairs au chocolat 80
1980 Canada Caillé du lait 62
1982 Etats-Unis Poulet farci et sandwichs au jambon et poulet 121
1983 Croisiére, Caraibes Créme patissiére 215
1984 Ecosse Fromage au lait de brebis 27
1985 Europe Lasagnes séchées 50
1985 Etats-Unis Lait au chocolat 2% >1000
1986 Etats-Unis Volailles et sauce 67
1989 Etats-Unis Champignons en conserve 102
1990 Thailande Eclairs 485
1992 Etats-Unis Salade de poulet 1364
1998 Brésil Poulet, roti de beeuf, riz et haricots 4000
2000 Japon Lait allégé en matiéres grasses 13420
2007 Autriche Lait, lait au cacao, lait a la vanille 166
2008 France Repas caribéen 47
2008 France Salade de pates 100
2009 Japon Crépes 75
2009 France Fromage au lait cru 23

Les aliments notés en gras sont ceux ordinairement préparés a base de lait ou
produits laitiers.

IT1.2.3. Facteurs de virulence staphylococcigues

I7.2.3.1. Superantigénes

Les superantigénes sont des exotoxines parmi les plus étudiées chez S. aureus car elles sont
responsables des principaux symptomes cliniques. Cette famille comprend les entérotoxines et la
toxine TSST-1 (Toxic Shock Syndrom Toxin), ainsi que d’autres exotoxines aux roles moins
définis. Elles peuvent stimuler directement I’activité des lymphocytes T et induire leur
prolifération polyclonale (Thomas et al., 2009). Cela va entrainer I’excrétion en masse par le
systétme immunitaire de médiateurs inflammatoires qui vont causer des syndromes de choc

toxique, létaux pour les cellules (Balaban and Rasooly, 2000; Hennekinne et al., 2012). Si
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I’infection est localisée au niveau du systéme digestif, les symptomes seront ceux d’une
intoxication alimentaire. Si I’infection est localisée dans le sang ou les organes, cela peut

engendrer des chocs septiques aux conséquences plus graves.

I1.2.3.1.1. Entérotoxines

Les entérotoxines sont les principales toxines responsables de TIAC a S. aureus. Les diverses
souches de S. aureus codent pour un nombre variable d’entérotoxines différentes. A I’heure

actuelle, 22 entérotoxines ont été caractérisées : 8 SE (pour Staphyvlococcus aureus Enterotoxin)

et 14 SEI (SE-like), cf. Tableau 5.

Tableau 5. Liste de SEs and SE/ identifiées chez diverses souches de S. aureus (adapté
d’Argudin et al., 2010).

Toxine Masse moléculaire (kDa) Activité émétique Gene
SEA 27,1 oui sea
SEB 28,4 oui seb
SEC 27,6 oui sec
SED 26,9 oui sed
SEE 26,4 oui see
SEG 27,0 oui seg
SEH 25,1 oui seh
SEI 24,9 faible sei
SEN 28,5 non-déterminée selj
SEKK 26,0 non-déterminée selk
SEIL 26,0 non sell
SEM 24.8 non-déterminée selm
SEIN 26,1 non-déterminée seln
SEIO 26,7 non-déterminée selo
SE/P 27,0 non-déterminée selp
SEIQ 25,0 non selq
SER 27,0 oui ser
SES 26,2 oui ses
SET 22,6 faible set
SEU 271 non-déterminée selu

SE/U2 (SEW) non-déterminée non-déterminée selu2
SEN non-déterminée non-déterminée selv

Tous les genes codants pour des entérotoxines sont situés sur des ¢léments génétiques

accessoires, tels que les plasmides, des prophages ou des ilots de pathogénicité de la famille SaPl.
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Généralement, les geénes codant pour les entérotoxines C et L sont portés par I’ilot de
pathogénicité SaPInl tandis que les génes codant pour les entérotoxines G, N, I, M et O sont
situés sur ’1lot de pathogénicité SaPIn3 (Kuroda et al., 2001).

Parmi les souches responsables d’intoxications alimentaires, plusieurs études menées dans des
zones géographiques différentes ont permis de révéler que I’entérotoxine la plus fréquemment
identifiée en cas d’intoxication était I’entérotoxine A (SEA) et que les entérotoxines SEB, SEC et
SED étaient également fréquemment impliquées (Casman, 1965; Cha et al., 2006; Chiang et al.,
2008; Shimizu et al., 2000; Veras et al., 2008; Wieneke et al., 1993), y compris en France
(Kérouanton et al., 2007). Pouvant franchir la barriere intestinale et passer dans le sang, les
entérotoxines peuvent également causer (mais minoritairement comparé a TSST-1) des
syndromes de choc toxique dans les organes et le sang (Dinges et al., 2000).

La prévalence des genes de syntheése des entérotoxines est supérieure parmi les souches isolées
d’intoxications alimentaires ou d’infections humaines par rapport a celles isolées d'autres
écosystémes, c’est-a-dire divers animaux mais aussi des ustensiles destinés aux soins cutanés
(Chao et al., 2015). Chao et al. (2015) ont montré que des souches provenant d’intoxications
alimentaires dues a du lait cru en Chine entre 2006 et 2013 possédent en moyenne deux genes
différents codant pour des entérotoxines. La méme moyenne a été établie pour les TIAC a S.
aureus causées par d’autres aliments. Srinivasan et al. (2006) ont observé que pres de 94% des
souches de S. aureus isolées de lait de vaches (mammites) possédaient au moins un géne codant

pour une entérotoxine.

I71.2.3.1.2. Toxic Shock Syndrom Toxin 1 (TSST-1)

Découverte en 1978 (Todd et al., 1978), la toxine TSST-1 serait impliquée dans 75% des
syndromes de choc toxique constatés (Murray et al., 2003). Elle est codée par le géne s/,
localisé dans I’1lot de pathogénicité SaPInl. La présence du gene ts¢/ dans les souches est tres
variable selon les origines et les contextes ¢tudiés. Ainsi, dans des souches isolées de pathologies
cliniques humaines, la prévalence de tst/ est comprise entre 20% et 91% (Becker et al., 2003;
Daghistani et al., 2000; Endo et al., 2004; Nagao et al., 2009). Elle semble plus faible dans le
cadre de mammites a S. aureus, généralement comprise entre 3% et 42% (Karahan et al., 2009;

Zschock et al., 2005, 2004) mais pouvant atteindre 75% selon les fermes (Akineden et al., 2001).
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La toxine TSST-1 ne posséde aucun pouvoir émétique et n’est pas considérée comme un vecteur
de TIAC (Dinges et al., 2000). En revanche, cette toxine est considérée comme la principale

responsable de syndromes de choc toxique dans I’écosystéme vaginal.

II.2.3.2. Autres facteurs de virulence principaux

Une autre catégorie de toxines, les SSL (pour « Staphylococcal Superantigen-Like ») ont un
mode d’action encore mal connu. Elles ne seraient cependant pas impliquées dans les TIAC.
Contrairement aux superantigénes ciblant les lymphocytes, elles interfererait plutdt avec les
immunoglobulines (Itoh et al., 2010; Langley et al., 2005), les monocytes et les neutrophiles
(Baker et al., 2007; Bardoel et al., 2012; Chung et al., 2007).

Des genes codant pour des leucotoxines, causant la nécrose des leucocytes, peuvent également
étre présents sur 1’1lot de pathogénicité SaPIn3 (Kuroda et al., 2001).

Le génome de S. aureus contient généralement plusieurs génes codant pour des hémolysines
capables de dégrader les cellules sanguines.

Ajoutée aux toxines, la synthese d’une capsule de fibrine joue un role crucial dans la virulence de
S. aureus car elle le protege du systtme immunitaire de 1’hote et peut également améliorer
I’adhésion de la bactérie (O’Riordan and Lee, 2004).

Enfin, S. aureus synthétise de nombreux autres facteurs de virulence tels que des adhésines, des

fibronectines et des protéines de liaison aux cellules immunitaires ciblées.

IT.2.4. Contrdle de la virulence et de la croissance de S. aureus

dans l’alimentation

Au niveau alimentaire, ce sont les entérotoxines produites par S. aureus qui sont réellement
problématiques et non la bactérie elle-méme. En effet, les cellules de S. aureus ne résistent ni aux
traitements stérilisants de 1’industrie agroalimentaire, notamment les traitements thermiques, ni a
I’acidité et aux diverses enzymes du systeme digestif humain. En revanche, les toxines
staphylococciques sont tres résistantes aux traitements thermiques. L’entérotoxine A et la toxine
TSST-1, peuvent résister plus d’une heure a 100°C et plus de 12 h a des concentrations élevées
en trypsine et en pepsine in vitro (Dinges et al., 2000; Li et al., 2011). Ces traitements entrainent

néanmoins une diminution de ’activité sérologique de 1’entérotoxine A, mais pas de la toxine
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TSST-1. Apres une pasteurisation classique (72°C, 15 secondes), les activités sérologiques de
I’entérotoxine A et de 1’entérotoxine D sont encore respectivement mesurées a 36% et 30% en
lait entier, 56% et 30% en lait écrémé et 24% et 15% en créme (Hennekinne et al., 2012; Tatini,
1976). De maniére générale, la plupart des entérotoxines résistent aux enzymes protéolytiques du
systeme digestif humain (Hennekinne et al., 2012). Du fait de cette forte stabilité des toxines
staphylococciques, empécher leur production par S. aureus durant la fabrication et la

conservation des aliments représente un enjeu majeur de santé publique.

Tableau 6. Conditions requises pour la croissance de S. aureus et la production
d’entérotoxines (adapté de Hennekinne et al., 2012; Tatini, 1973).

Croissance de S. aureus Production d'entérotoxines par S. aureus
Facteur
Optimale Possible Optimale Possible
Température (°C) 37 7a48 37 a45 104245
pH 6a7 4a10 7a8 4296
aw 0,98 0,83 a 0,99 0,98 0,85a 0,99
NaCl (%) 0 0a20 0 0a10
. <-200mVa> <-100 mV a > +200
Potentiel redox >+200 mV +200 mV >+200 mV mv
o o + oMo
Atmosphére Aérobie Anaerobie / Aérobie (5a20% A\ srobie / Aérobie
Aérobie de Oy)

La production d’entérotoxines par S. aureus est dépendante des conditions environnementales
(Tableau 6). Les conditions optimales de production d’entérotoxines par S. aureus sont proches
des conditions optimales de croissance. Le Tableau 6 montre que S. aureus peut produire les
entérotoxines dans un large panel de conditions abiotiques. La croissance de S. aureus varie
également selon les combinaisons de paramétres physico-chimiques. Il a notamment été observé
que la sensibilité de S. aureus a ’acidité et a la température pouvait dépendre des niveaux d’a,,,
de concentration en NaCl et de concentration en O, (Barber and Deibel, 1972; Iandolo et al.,
1964; Tilkens et al., 2015).

En conservation classique des aliments (réfrigération < 8°C ou congélation), la croissance de S.
aureus serait trés limitée et les entérotoxines ne seraient pas produites. En revanche, 1’évolution
des parametres physico-chimiques durant la fabrication de fromages (ou d’autres aliments)
permet théoriquement la production d’entérotoxines (Fox et al., 2004). Bien que ces paramétres

varient selon le type de fromage, les entérotoxines staphylococciques ont été détectées durant la
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fabrication de fromages de divers types et diverses origines (Delbes et al., 2006; Gomez-Lucia et
al., 1992; Simedao do Carmo et al., 2002; Tatini et al., 1973, 1971). De ce fait, I’Union
Européenne impose la détection des entérotoxines en fromage lorsque la concentration en S.
aureus excéde 10° UFC.g" (European Community Regulation No 852/2004-853/2004). Dans le
cas des fromages bénéficiant d’une Appellation d’Origine Protégée, les actions mises en ceuvre
pour contrdler la croissance et la virulence de S. aureus doivent respecter les spécifications du
cahier des charges. Par exemple, les étapes de fabrication d’un fromage de type Saint-Nectaire
avant la mise en cave (emprésurage a 30-33°C durant 18 a 50 min, pressage a 18-20°C durant 10
h, ressuyage a 6-10°C durant 24 h a 8 j) fixées par le cahier des charges (n°CE : FR-PDO-0117-
01091) ne permettent pas d’empécher la croissance de S. aureus et sa production d’entérotoxines.
La modulation des parameétres physico-chimiques reste donc un mode de contréle limité. Les

méthodes de biopréservation offrent alors une autre possibilité intéressante.

I1.3. Facteurs biotiques et abiotiques impliqués dans I’antagonisme de L.

garvieae contre S. aureus

En 2008, Alomar et al. (2008b) soulignent que plusieurs souches de bactéries lactiques, dont L.
garvieae, présentent des capacités d’inhibition de S. aureus en lait microfiltré. Plusieurs souches
de L. garvieae présentent ainsi des capacités d’inhibition de S. aureus comparables a celles de
souches de L. lactis ou d’E. faecalis. De maniere similaire a ce qui avait été observé pour L.
lactis, 1l est ensuite remarqué que plus le ratio L. garvieae / S. aureus est élevé, plus I’inhibition
de S. aureus est forte (Alomar et al., 2008a). En présence de L. garvieae, la production
d’entérotoxines par S. aureus ne s’effectue que dans des conditions limitées. En effet, dans un
modele faisant varier le pH, la température, la concentration en L. garvieae et le temps
d’incubation, les entérotoxines n’ont pu étre détectées en fromage qu’apres 48 h de culture a
30°C et a pH 6,6 (Alomar et al., 2008a). L’agent inhibiteur a alors été recherché.

Il a tout d’abord été¢ noté que L. garvieae acidifiait peu le milieu, contrairement aux autres
bactéries lactiques. L’acidification n’est donc probablement pas impliquée dans ce mécanisme
d’inhibition (Alomar et al., 2008b). En effet, L. garvieae provoque une baisse du pH de 0,32 a

0,84 selon les souches en 24 h en lait microfiltré, soit de 3 a 8 fois moins importante que la baisse
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de pH provoquée par les souches de L. lactis et E. faecalis. De plus, cette inhibition a également
¢été observée en milieu in vitro tamponné a 6,8 (Delbes-Paus et al., 2010).

La compétition nutritionnelle a également été écartée car L. garvieae modifiait peu la
composition biochimique du lait, en comparaison avec L. lactis et E. faecalis (Alomar et al.,
2008b). L. garvieae consomme des quantités notables de seulement quatre acides aminés apres 24
h de croissance en lait (valine, thréonine, méthionine et isoleucine). Une supplémentation du
milieu par ajout de ces acides aminés n’a eu aucun effet sur I’inhibition mais les quantités
apportées lors de cette ¢tude étaient faibles et potentiellement insuffisantes pour compenser la
consommation. De plus, I’inhibition de S. aureus par L. garvieae a également été observée en
milieu riche, du BHI (Delbes-Paus et al., 2010).

Un role des bactériocines est également improbable car les bactériocines déja identifiées chez L.
garvieae ne semblent pas avoir d’effet inhibiteur sur la croissance de S. aureus (Maldonado-
Barragén et al., 2013; Tosukhowong et al., 2012; Villani et al., 2001, pp. 1-5).

De maniére originale, le seul agent connu comme étant impliqué dans cette inhibition au début de
ce travail de theése est le peroxyde d’hydrogene produit par L. garvieae sous un niveau
d’oxygénation suffisant. Son role dans cette inhibition a en effet été prouvé en lait et in vitro
(Delbes-Paus et al., 2010). Cependant, le métabolisme aboutissant a la production de cette
molécule et I'influence de I’environnement restent encore inconnus. La réponse de S. aureus a la
production de peroxyde d’hydrogeéne par une bactérie lactique reste également a caractériser.

De plus, il a été noté que S. aureus était également inhibée par L. garvieae lorsque le niveau
d’aération était faible, de maniére moindre que lorsqu’il était élevé, alors que le peroxyde
d’hydrogene était indétectable (Delbes-Paus et al., 2010). Les auteurs ont également observé que
la suppression du H,O, par ajout de catalase ne permettait pas de lever totalement 1’inhibition de
S. aureus en aération. Ceci suggere que le peroxyde d’hydrogeéne pourrait étre produit sous faible

oxygénation et / ou qu’au moins un autre effecteur serait mis en jeu dans cette inhibition.
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I11. Mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans

Pinteraction entre S. aureus et L. garvieae

Faute d’une bonne compréhension de leurs mécanismes d’action, les probiotiques pourraient étre
employés @ mauvais escient et entrainer une augmentation du risque pathologique (Besselink et
al., 2008). Une bonne connaissance des mécanismes d’interaction moléculaires mis en jeu est
donc requise afin d’optimiser 1’utilisation de souches microbiennes biopréservatrices ou
probiotiques mais aussi de limiter les risques.

Comme discuté précédemment, I’antagonisme entre les bactéries lactiques et S. aureus peut étre
da a différents effecteurs, modulés par de nombreux parametres. Dans le cadre de I’antagonisme
de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus, le seul effecteur connu est le peroxyde d’hydrogene produit
par L. garvieae lorsque 1’oxygénation est suffisante. Cependant, I’existence d’autres effecteurs a
été¢ suggérée. La biopréservation des aliments contre S. aureus requiert le contréle de la
production des entérotoxines. Il est donc important de comprendre comment les mécanismes de
virulence peuvent étre modulés par les bactéries lactiques et quels sont les acteurs moléculaires
mis en jeu dans ces divers processus physiologiques et métaboliques.

Les paragraphes suivants décrivent les acteurs moléculaires impliqués dans :

- la voie du H,0, (III.1)

- la gestion du stress oxydatif qui découle de 1’oxygénation (II1.2)

- les diverses hypothéses concernant le ou les autre(s) effecteur(s) de cet antagonisme (I11.3.)

- les mécanismes de virulence de S. aureus (111.4.)

Afin de mieux comprendre I’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus, 1’état des
connaissances sur la modulation de ces acteurs moléculaires par 1’interaction bactérie lactique / S.
aureus, le niveau d’aération et la présence de H,O, est également détaillé dans chaque

paragraphe.

II1.1. Métabolisme et voie du peroxyde d’hydrogene

ITT.1.1. Consommation du O, et production de H;0;

Généralement, la présence de O, dans le milieu ne cause pas directement de dommages

cellulaires. Néanmoins, sa consommation par la cellule peut entrainer la formation de ROS, c’est-
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a-dire des peroxydes organiques (H,O,, hydroperoxydes, etc.) et des radicaux libres (O,, OH,
etc.) qui sont généralement toxiques pour la cellule (Farr and Kogoma, 1991; Fridovich, 1998;
Storz and Imlay, 1999). La formation de ROS est due a des réactions chimiques spontanées
(Imlay et al., 1988) ou enzymatiques (Koopman et al., 2009; Massey et al., 1969; Messner and
Imlay, 1999), spécialement en aérobiose. Certaines enzymes consomment 1’oxygéne du milieu en
produisant des ROS alors que d’autres produisent des molécules peu ou pas nocives telles que de

I’eau.

I11.1.1.1. Acteurs moléculaires impliqués dans la consommation

du O, et la production du H,O,

ITT.1.1.1.1. NADH oxydases (NOX)

La consommation de O, est principalement assurée par les NOX chez les bactéries (Higuchi et
al., 2000; Tachon et al., 2010; Wolin et al., 1999). Leur expression est généralement stimulée par
la présence d’oxygene. Leur rdle est également crucial pour certaines bactéries anaérobies strictes
car elles permettent la détoxification du O, (Kawasaki et al., 2004). Il existe deux types de
NADH oxydases (Condon, 1987; Miyoshi et al., 2003) : les NADH oxydases formant du H,O,
(NOX:H;0,) et celles formant du H,O (NOX:H,O). Les réactions enzymatiques catalysées par
les NADH oxydases sont respectivement 2NADH + 2H" + O, = 2NAD' + H,0, par les
NOX:H,0, ou NADH + H" + O, > NAD "+ H,0 par les NOX:H,0 (Condon, 1987).

Dans le cas des bactéries lactiques, 1’activité enzymatique des NOX:H,0,; est peu référencée et
caractérisée. Ces enzymes n’ont ét¢ décrites que chez Streptococcus mutans et Bifidobacterium
bifidum (Higuchi et al., 2000; Kawasaki et al., 2009). Au contraire, les NOX:H,O ont été décrites
dans un large panel de bactéries lactiques (Sasaki et al., 2014; Tachon et al., 2010; Y.-W. Zhang
et al., 2012). Ainsi, la NOX:H,O NoxE de L. lactis est la principale responsable de la
consommation en O, durant le début de la phase exponentielle de croissance (Tachon et al.,
2010). Cette consommation par NoxE entraine une modulation du potentiel d’oxydo-réduction ou
« potentiel redox » (Jeanson et al., 2009; Lopez de Felipe and Gaudu, 2009; Tachon et al., 2010).
Les NADH-oxydases jouent également un réle important en anaérobiose. Ainsi, la présence de
cette enzyme peut étre nécessaire pour le métabolisme fermentaire de S. thermophilus (Sasaki et

al., 2014).
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A Tinverse des bactéries lactiques, les bactéries du genre Staphylococcus ne possede

généralement aucune enzyme de type NOX.

ITIT.1.1.1.2. Chaine respiratoire

La chaine respiratoire, ou « ETC » (« ETC » = Electron Transport Chain), joue un role crucial
dans la consommation de O, pour la plupart des bactéries (Calhoun et al., 1993; Portnoy et al.,
2010). L’ETC peut engendrer la formation de ROS (principalement H,O, et O,) via des
phénoménes d’auto-oxydation de composés flaviniques (FAD, FMN, etc).

Ce mécanisme est crucial chez les organismes en aérobiose car elle permet la formation d’un
gradient de protons ensuite utilisé par I’ATP synthase pour former de I’ATP (Capaldi et al., 2000;
Gogol, 1994). L’ETC bactérienne est complexe, car il peut y avoir différents donneurs
d’¢électrons, accepteurs finaux, intermédiaires et ainsi y avoir plusieurs types d’ETC co-existantes
dans la méme cellule (Unden and Bongaerts, 1997). Une représentation simplifiée et générale est

visible en Figure 2.

Figure 2. Organisation simplifiée de la chaine respiratoire bactérienne.

Protons
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Schématiquement, I’ETC commence avec le don d’un électron par un « donneur » grace a
I’action d’une déshydrogénase. Généralement le « donneur » est du NADH et I’enzyme associée
est une NADH déshydrogénase. L’électron peut étre pris en charge par des intermédiaires,
transporté a une oxydase terminale puis transféré a un « accepteur terminal » (généralement du
O, en aérobiose). Les intermédiaires peuvent étre de deux types : les quinones isoprénoides et les
cytochromes. Les quinones isoprénoides sont des molécules mobiles, essentiellement des

ménaquinones synthétisées par les genes « men » (Henkel et al., 2014; Rezaiki et al., 2008). Les
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cytochromes sont des pigments nécessitant de 1’héme pour fonctionner et synthétisés par les
genes « cyd » (Harbury and Loach, 1959; Morton and Sturtevant, 1964). Certains cytochromes
sont mobiles, comme le cytochrome ¢, d’autres forment des complexes immobiles incorporés
dans la paroi bactérienne (Pinheiro, 1994; Ramasarma et al., 1992; Schiagger and Pfeiffer, 2000).
A chaque action enzymatique, I’acceptation d’un €lectron permet le relargage d’un proton vers le
milieu extracellulaire par des pompes a protons (Papa et al., 1994). Selon leur type, les enzymes
et complexes de ’ETC peuvent jouer eux-mémes le role de pompe a protons (Crofts et al., 2006;
Ohnishi et al., 2010; Papa et al., 1994; Stolpe and Friedrich, 2004).

Les bactéries lactiques sont généralement adaptées au métabolisme fermentaire. De ce fait,
certaines bactéries lactiques, comme L. lactis, ne peuvent naturellement pas réaliser de respiration
aérobie sans apport d’héme (nécessaire a ’activité de certaines enzymes de I’ETC) car elles sont
incapables d’en synthétiser (Duwat et al., 2001). Dans le cadre de I’ETC, la consommation en O,
par L. lactis est principalement réalisée par les NADH déshydrogénases et les ménaquinones en
phase stationnaire, anaérobiose et en aérobiose (Tachon et al., 2010, 2009). 1l existe deux types
de NADH déshydrogénases chez L. lactis : NoxA et NoxB. Ces enzymes peuvent transférer
I’¢lectron a des ménaquinones (Tachon et al., 2009), servant de transporteurs d’électron vers un
autre complexe ou enzyme. Bien que les ménaquinones jouent un role prépondérant dans ’ETC
de L. lactis (Tachon et al., 2010), elles ne sont ni produites ni utilisées dans toutes les bactéries
lactiques (Brasca et al., 2007).

Le métabolisme respiratoire aérobie des staphylocoques via ’ETC est encore relativement mal
connu. Les geénes codant pour des NADH déshydrogénases sont absents du génome de la plupart
des souches de S. aureus. Les électrons pourraient donc rentrer dans ’ETC directement au niveau
des cytochromes ou des quinones isoprénoides (Gotz and Mayer, 2013). Bien que leur lien avec
I’ETC soit encore peu caractérisé, S. aureus possede d’autres déshydrogénases comme des lactate
déshydrogénases (Yeswanth et al., 2013) ou des éthanol déshydrogénases (Artzatbanov and
Petrov, 1990) qui pourraient également étre a la base de ’ETC. Trois cytochromes ont été
identifiés chez S. aureus mais aucun cytochrome c (Faller et al., 1980; Frerman and White, 1967,
Taber and Morrison, 1964). Le transport des électrons serait donc essentiellement permis par des
quinones isoprénoides. Le pool de quinones isoprénoides des staphylocoques est uniquement
constitué de ménaquinones (Collins and Jones, 1981; Gtz and Mayer, 2013). Deux menaquinol

oxydases, codées par les loci cydAB et goxABCD (Hammer et al., 2013), fonctionnent en tant
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qu’accepteur terminal d’¢électron dans ’ETC de S. aureus (Taber and Morrison, 1964; Tynecka et

al., 1999). Chacune est capable d’assurer seule I’activité respiratoire de S. aureus.

ITIT.1.1.1.3. SuperOxyde Dismutases (SOD)

Au cours des divers métabolismes en aérobiose, la formation de ROS et radicaux libres peut
survenir. Parmi eux, 1’ion O,,, nommé « superoxyde », est extrémement toxique pour la cellule
bactérienne et se forme principalement a partir de phénomenes d’auto-oxydation au niveau de
I’ETC (Massey et al., 1969; Messner and Imlay, 1999). La cellule nécessite donc 1’intervention
rapide d’enzymes pour prévenir la toxicité de cet ion en le transformant en une molécule moins
toxique : le peroxyde d’hydrogeéne. La découverte récente de la protection directe des composants
de ’ETC par les SOD dégradant les O, générés dans le métabolisme eucaryote (Suthammarak et
al., 2013) a encore appuy¢ I’importance de ces enzymes pour le métabolisme en aérobiose.

Les enzymes de type SOD sont des métalloprotéines, largement conservées dans tous les
domaines du vivant, catalysant la dismutation d’ions superoxydes pour former du peroxyde
d’hydrogene (Chiang and Schellhorn, 2012; Condon, 1987). Ces enzymes sont définies par le
métal contenu dans leur site actif, également impliqué dans la réaction. Chez les eucaryotes, les
SOD sont généralement des Cu/Zn-SOD (Cuivre et Zinc), excepté dans les mitochondries ou sont
identifiées des Mn-SOD (Manganese). En plus de ces deux types, les procaryotes peuvent
posséder des Fe-SOD (Fer). L’internalisation et ’homéostasie des métaux est nécessaire pour la
cellule, car ils assurent un role de cofacteur de I’activit¢ des SOD (Karavolos et al., 2003;
Nakonieczna et al., 2010; Niven et al., 1999).

Chez les bactéries lactiques, les types Mn-SOD ou Mn/Fe-SOD sont les plus fréquent (Bruno-
Barcena et al., 2010; De Angelis and Gobbetti, 1999; Sanders et al., 1995; Wegmann et al.,
2007). 11 a été observé que la croissance d’un mutant AsodA de L. lactis était fortement diminuée
en aérobiose alors qu’elle n’était pas affectée en anaérobiose, confirmant le réle crucial de SOD
dans la détoxification des radicaux libres issus de ’ETC (Sanders et al., 1995). Parmi les
bactéries lactiques productrices d’H,0,, les enzymes SOD pourraient jouer un réle crucial dans la
protection contre le stress oxydatif et la production de H,O».

Chez les staphylocoques, les enzymes de type SOD sont généralement des Mn-SOD sensibles a
la présence de manganése et, dans une moindre mesure, a la présence de fer (Handke et al., 2013;

Nakonieczna et al., 2010). Les staphylocoques possédent ¢galement un homologue du gene sodA
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mais S. aureus peut posséder un deuxieme geéne codant pour une SOD : sodM (Valderas and Hart,
2001). SodM a une activit¢ SOD moindre que celle de SodA. Néanmoins, SodM peut remplacer
SodA s’il est inactivé afin de maintenir I’intégrité cellulaire en cas de stress oxydatif en phase

stationnaire de croissance (Valderas and Hart, 2001).

ITT.1.1.1.4. Pyruvate Oxydases (POX)

Les enzymes de type POX sont capables de dégrader le pyruvate a partir de phosphate et de O,
pour former du H,O, et du COs.

Dans le cas des bactéries lactiques, I’activité d’une pyruvate oxydase engendrant la formation de
H,0, a été la premiére fois constatée chez Lactobacillus plantarum (Murphy and Condon, 1984).
La plupart des bactéries lactiques possedent un seul (ou aucun) geéne pox codant pour une
pyruvate oxydase mais certaines peuvent en posséder plusieurs. Les geénes pox, ainsi que
I’activité pyruvate oxydase, sont généralement induits par la présence de O, et de H;O, (Murphy
and Condon, 1984; Quatravaux et al., 2006). Néanmoins, il a été¢ observé que ’activité pyruvate
oxydase n’était pas toujours corrélée avec une détection de peroxyde d’hydrogene (Bauer et al.,
2000), suggérant d’autres mécanismes de production.

Bien que S. aureus ne produise pas de peroxyde d’hydrogéne de manicre détectable, cette
bactérie possede un gene codant pour une pyruvate oxydase, cidC encore relativement mal décrit

(Patton et al., 2005).

ITT.1.1.1.5. Monooxygénases

D’autres enzymes peuvent également consommer du O; sans nécessairement produire du H,O,.
C’est le cas des monooxygénase a partir de divers substrats. Les L-lactate-2-monooxygénases
(LOX) dégradent le lactate et consomment du O, pour former de ’acétate, du H,O et du CO,
(Lockridge et al., 1972). Ces enzymes sont tres proches des L-lactate oxydases (LctO).
Néanmoins, la réaction chimique catalysée par ces dernieres engendre plutot la formation de
pyruvate et de H,O, (Maeda-Yorita et al., 1995).

Les bactéries lactiques possédent généralement au moins un geéne codant pour une L-lactate-2-
monooxygénase. Les staphylocoques ne possédent généralement pas d’oxydase mais certaines

monooxygénases au role peu défini ont pu étre identifiées.
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IIT.1.1.1.6. Autres

Récemment, il a ét¢ démontré que le géne spxA4Il, codant pour un régulateur transcriptionnel
impliqué dans la réponse oxydative de plusieurs especes de streptocoques, jouait un role dans la
production de H,O, de Streptococcus sanguinis (Chen et al., 2012). Le mécanisme reste inconnu.
Des homologues du geéne spxA/ ont été identifiés dans plusieurs bactéries lactiques dont L. lactis

ou L. garvieae, et également dans des staphylocoques dont S. aureus.

IIT1.1.1.2. Effet de 1’interaction bactérienne, de 1l’aération et
de la présence de H,;0, sur les mécanismes de consommation de Oy

et de production de H,O, de bactéries lactiques et de S. aureus

Plusieurs études ont exploré 1’effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération et de la présence de
H,0, sur les mécanismes de consommation de O, et production de H,O, de bactéries lactiques et
de S. aureus (Tableau 7, résultats généraux en annexe 1).

Le Tableau 7 montre que la bactérie antagoniste L. /actis est affectée par la présence de S. aureus
et par I’aération. La plupart des geénes relatifs a la consommation de O, (ETC et noxE) sont
surexprimés en aération et en présence de S. aureus. Bien que L. lactis ne produise pas de H,O,
dans ces conditions, sodA4 est surexprimé en aération. En parallele, poxB semble réprimé par la
présence de S. aureus, ce qui pourrait constituer un mécanisme de défense de la bactérie
pathogene.

Au niveau de S. aureus, sodA serait surexprimé en aération et en présence de H,O,, probablement
pour défendre la bactérie du stress oxydatif engendré par ces conditions. Cependant, sod4 est
fortement réprimé par la présence de L. lactis in vitro, ce qui pourrait accentuer I’effet inhibiteur.
L’expression d’autres genes de ces bactéries (sodM, lox, noxB, cydD, menC, menH) n’est pas

particuliérement modulée par ces divers parametres.

50



Tableau 7. Effet de l'interaction bactérienne, de I’aération et de la concentration en
H,0, sur I’expression de genes et protéines de S. aureus ou L. lactis impliqués dans la
consommation du O, et production de H,0,.

Effet de I'|r_1teract|on Effet de I'aération
bactérienne
Effet du H,O, sur S. aureus
sur L. sur L.
sur S. aureus . sur S. aureus .
lactis lactis
Con- A B A D E C F G H | E
texte
noxE + + +
NnoxA ++ +
cydA + - + ++ +
cydB R ++
CydC + - +
menB + + +
menD + +
menE + +
menF + + -+
menX + +
poxB/ i )
cidC /+ *
SodA -- + ++ + ++ + + +

Les effets positifs ou négatifs sont indiqués par des signes « + » ou « - ». Les signes « - / + »
un effet variable selon un autre paramétre (généralement le temps) ou des données
contradictoires dans la méme expérience.

A = étude in vitro a 30°C et pH 6,6 de I'effet de L. lactis sur le transcriptome de S. qureus
(Even et al., 2009) ou de S. aureus sur le transcriptome de L. lactis (Nouaille et al., 2009)

B = étude en modeéle fromage de l'effet de L. lactis sur le transcriptome de S. aureus
(Cretenet et al., 2011)

C = étude in vitro de 'effet de I"aération (cultures agités / statiques) sur le transcriptome et
protéome de L. lactis (Pedersen et al., 2008)

D = étude in vitro du passage en anaérobiose (agité a statique) sur le transcriptome et
protéome de S. aureus (Fuchs et al., 2007)

E = Base de donnée SAMMD référencant les effets de divers stress sur le transcriptome de
S. aureus (Nagarajan and Elasri, 2007)

F = étude in vitro de I'’effet d’une injection de H,0, (5 mM) sur le transcriptome de cellules
de S. aureus provenant de cultures agités en milieu de phase exponentielle (Palazzolo-
Ballance et al., 2008)

G = étude in vitro du transcriptome de S. agureus 20 min apres injection de H,0, a 10 mM
(Chang et al., 2006)

H = étude in vitro du transcriptome de S. aureus aprés une injection progressive durant 10
min de H,0, a 10 mM (Deng et al., 2014)

| = Effet d’une exposition de 10 mM de H,0, sur le transcriptome de S. aureus, base de
donnée Aureolib (Fuchs et al., 2013).
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ITTI.1.2. Résistance et dégradation des peroxydes organiques (et

spécialement H,0;)

Chez les bactéries, la dégradation des peroxydes toxiques produits en aérobiose, notamment du
H,0,, peut s’effectuer grace a plusieurs systetmes de peroxydases. Les peroxydases
principalement impliquées dans la dégradation du H,O, sont les catalases et les peroxyrédoxines
assistées de systémes antioxydants. En parall¢le, les protéines de la famille OsmC / Ohr peuvent

dégrader les peroxydes toxiques mais ont une faible affinité pour le peroxyde d’hydrogéne.

I11.1.2.1. Acteurs moléculaires impliqués dans la dégradation

des peroxydes

IIT.1.2.1.1. Catalase (Kat)

Les catalases sont des enzymes bien caractérisées pour leur role de détoxification et de
dégradation spécifiques du H,O,. La réaction enzymatique catalysée est 2H,O, = O,+ 2H,0
(Mandell, 1975). Tous les genres bactériens ne possédent pas de génes kat, codant pour un
catalase, mais des genes de ce type sont identifiés dans des bactéries aux origines tres différentes.
Certaines d’entre elles possédent plusieurs genes kat (Bandyopadhyay and Steinman, 2000;
Bidaud et al., 2012; Engelmann et al., 1995; Lee et al., 2005).

La majorité des bactéries lactiques ne posséde aucun géne codant pour une catalase et utilise donc
les autres systemes pour se protéger du H,O, (Mishra and Imlay, 2012).

A T’inverse, les staphylocoques possédent un ou deux geénes codant pour une catalase : katA et
katB (Blaiotta et al., 2010). Seul katA est présent dans le génome des souches de S. aureus. Un
autre gene, homologue a katB, a été détecté¢ dans la sous-espece Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius, mais sans activité catalasique associée (Sanz et al., 2000). La catalase KatA n’est pas
essentielle (Horsburgh et al., 2001b; Messina et al., 2002), car les autres peroxydases peuvent
compenser son absence (Cosgrove et al., 2007). Néanmoins, KatA est I’enzyme principalement
impliquée dans cette dégradation. En effet, lorsque la concentration en H,O, excéde 10° M,

d’autres enzymes comme les peroxyrédoxines sont saturées (Seaver and Imlay, 2001).
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ITT.1.2.1.2. Peroxyrédoxines et systemes régénérateurs

Les peroxyrédoxines sont des protéines capables de dégrader du H,O, lorsqu’elles s’oxydent.
Elles peuvent a nouveau se réduire grace aux systémes antioxydants impliquant diverses enzymes
et un tripeptide, le glutathion. En parall¢le, la glutathion peroxydase peut également catalyser la
dismutation du H,O, en H,O. Ces mécanismes sont résumés par la figure 3 et expliqués dans les
paragraphes suivants. Contrairement a la catalase ayant un spectre d’action restreint au H,O,, les
peroxyrédoxines et la glutathion peroxydase peuvent cibler tous les peroxydes organiques (R-

OOH), produisant alors des alcools (R-OH).

Figure 3. Mode d’action simplifié des peroxirédoxines (AhpR), thiorédoxines (Trx),
glutarédoxines (Grx) vis-a-vis du H,0,.
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AhpR = Peroxirédoxine AhpR (AhpC + AhpF) ; AhpC = Alhylhydroperoxydase C ; AhpF =
Alhylhydroperoxydase F ; TrxA = Thiorédoxine ; TrxB = Thiorédoxine réductase ; Grx =
Glutarédoxine ; GS = Glutathion (GSH = réduit, GS-SG = oxydé) ; GshR = Glutathion
réductase ; Gpx = Glutathion peroxydase.

Ne disposant généralement pas de catalase, les bactéries lactiques dégradent le H»O,
principalement via les peroxyrédoxines (Mishra and Imlay, 2012).
Chez S. aureus, la dégradation du H,O,; se fait principalement via I’action compensatoire de la

catalase et des peroxyrédoxines (Cosgrove et al., 2007).
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II1.1.2.1.2.1. Peroxyrédoxine AhpR

La principale peroxyrédoxine du domaine bactérien, AhpR (Alkyl hydroperoxyde Reductase) est
formée de deux sous-unités : AhpC, 'unité catalytique responsable par son oxydation de la
réduction du H,O,, et AhpF, qui peut réduire a nouveau AhpC et assurer alors sa régénération
(Dip et al., 2014; Jonsson et al., 2007; Poole and Ellis, 1996; Wood et al., 2003). La réduction
d’une molécule de H,O, grace au complexe AhpR nécessite un apport en NADH et libére une
molécule de HO. Le complexe AhpR peut donc réduire le peroxyde d’hydrogeéne et régénérer

son activité grace a un apport d’énergie (NADH).

IT1.1.2.1.2.2. Thiorédoxines (TrxA) et thiorédoxine réductase
(TrxB)
Les thiorédoxines sont des petites protéines d’oxydo-réduction impliquées dans la réponse aux
ROS et conservées dans tous les domaines du vivant (Holmgren, 1989; Lu and Holmgren, 2014).
La thiorédoxine fournit des électrons aux peroxyrédoxines et permet alors leur régénération sous
forme réduite (Lu and Holmgren, 2014). La thiorédoxine réductase est une flavoprotéine
fonctionnant en homodimeres. C’est la seule enzyme connue pouvant réduire en retour la

thiorédoxine (Hirt et al., 2002; Williams et al., 2000).

I771.1.2.1.2.3. Glutarédoxines (Grx) et glutarédoxine réductase

Les glutarédoxines sont des petites protéines d’oxydo-réduction au fonctionnement similaire a
celui de thiorédoxines. Cependant, le systeme des glutarédoxines n’est pas conservé chez toutes
les bactéries (Holmgren, 1989). Contrairement aux thiorédoxines nécessitant une enzyme pour
étre réduites, les glutarédoxines sont réduites par un cofacteur non-enzymatique, le glutathion
(Gleason and Holmgren, 1988; Holmgren, 1989). Suite a cette réaction, le glutathion sous forme
oxydé peut étre réduit par I’action d’une enzyme, la glutathion réductase codée par le géne gshR
ou gor. La présence du systeme glutarédoxine-glutathion est minoritaire chez les staphylocoques
et les bactéries lactiques (Holmgren, 1989; Lu and Holmgren, 2014). Dans ce cas, le systeme
thiorédoxine serait d’une importance cruciale pour la survie durant un stress oxydatif. D’autres
rédoxines, les bacillirédoxines, ont été récemment identifiées chez S. aureus et B. subtilis (Loi et
al., 2015). Leur rdle pourrait étre similaire a celui des thiorédoxines ou glutarédoxines mais est

encore mal connu.
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I171.1.2.1.2.4. Glutathion peroxydase

En plus de son implication dans le systéme glutarédoxine-glutathion, le glutathion peut étre
oxydé¢ par la glutathion peroxydase (Gpx / Gpo), une enzyme de la famille des sélénoprotéines et
conservée dans tous les domaines du vivant (Margis et al., 2008). La réaction catalysée par cette
enzyme est : 2GSH + H,0, 2 GS-SG + 2H,O (Margis et al., 2008). Cette enzyme est
généralement codée par les bactéries lactiques et les staphylocoques. Ainsi, son activité

permettrait une voie supplémentaire de dégradation du H,O; en présence de glutathion.

IIT1.1.2.1.3. Protéines de la famille Ohr / OsmC

Les protéines Ohr (Organic Hydroperoxide Resistance) et OsmC (Osmotically-induced) sont des
homologues structuraux a activité peroxydase (Cussiol et al., 2010, 2003; Lesniak et al., 2003,
2002; Oliveira et al., 2006). Ces deux familles de protéines présentent néanmoins des différences
en termes de régulation et de fonction physiologique (Atichartpongkul et al., 2001; Lesniak et al.,
2003). En effet, les génes ohr sont induits par I’O,, la présence d’hydroperoxydes organiques et
impliqués dans leur dégradation, alors que osmC ne serait pas induit par le stress oxydatif mais
plutot par le stress osmotique (Atichartpongkul et al., 2001; Cussiol et al., 2003; Dubbs and
Mongkolsuk, 2007).

Le systeme Ohr se compose de deux protéines, OhrA et OhrR. Bien que ce systéme semble
largement conservé dans le domaine bactérien et ait été décrit dans de nombreuses espéces, la
nature des hydroperoxydes organiques préférentiellement ciblés differe selon les espéces
(Atichartpongkul et al., 2010, 2001; Caswell et al., 2012; Chuchue et al., 2006; Clair et al., 2013;
da Silva Neto et al., 2012; Fontenelle et al., 2011; Fuangthong et al., 2001; Klomsiri et al., 2005;
Lee and Helmann, 2006; Lesniak et al., 2003; Li et al., 2014; Mongkolsuk et al., 1998; Oh et al.,
2007; Panmanee et al., 2002; Soonsanga et al., 2008; Volker et al., 1998). OhrR est un répresseur
transcriptionnel se liant a I’opérateur du gene ohrA4 en absence de stress oxydatif (Fuangthong et
al., 2001; Hong et al., 2005; Newberry et al., 2007). La présence de peroxydes organiques
déclenche le détachement de OhrR du promoteur et 1’activation de la transcription de ohr4. OhrA
agirait ensuite comme un homologue fonctionnel (mais pas structural) des peroxyrédoxines et
pourrait alors dégrader les hydroperoxydes organiques. Des études in vitro ont confirmé que les
protéines OhrA ¢étaient des peroxydases capable de dégrader les hydroperoxydes organiques

(Cussiol et al., 2003; Lesniak et al., 2003). Cependant, le systtme OhrRA n’est pas ou peu induit

55



par la présence de H,O, (Mongkolsuk et al., 1998; Panmanee et al., 2002) et peu ou pas impliqué
dans sa dégradation (Ochsner et al., 2001; Rincé et al., 2001; Saikolappan et al., 2009; Si et al.,
2015). Le systeme Ohr serait donc plutot impliqué dans la résistance spécifique aux peroxydes
organiques, et donc dans la résistance aux hauts niveaux d’O,, mais pas dans la résistance au
peroxyde d’hydrogene.

Chez les bactéries lactiques, plusieurs homologues de génes de la famille osmC / ohr ont été
identifiés. Bien que plusieurs homologues des geénes de la famille osmC / ohr aient été identifiés

et parfois différenciés chez les staphylocoques, ils ont été peu décrits.

I11.1.2.2. Effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération et
de la présence de H,0, sur les mécanismes de dégradation des

peroxydes de bactéries lactiques et de S. aureus

Plusieurs études ont exploré 1’effet de I’interaction bactérienne, de I’aération et de la présence de
H,0, sur les mécanismes de bactéries lactiques et de S. aureus impliqués dans la dégradation des

peroxydes (Tableau 8, résultats généraux en annexe 1).

Tableau 8. Effet de lI'interaction bactérienne, I’aération et la concentration en H,0,
sur I'expression de genes et protéines de S. aureus ou L. lactis impliqués dans la
résistance aux peroxydes dont le H,0,.

Eﬁe:}g(e:tlé'r?;irna:t'on Effet de I'aération
Effet du H,O, sur S. aureus
sur L. sur L.
sur S. aureus . sur S. aureus .
lactis lactis
Con- | A B A D E C F G H | E
texte
katA | --- -- + + +
ahpC + + + + +
ahpF -- - ++ + 4+ +
trxA - + + +
trxB - + + + +
gshR ++
gpx/ + + + +
gpo
Osg;'(r: / ++ + -/ + +

Pour la légende et les références, cf. Tableau 7.
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L’aération a un effet inducteur sur les geénes de dégradation des peroxydes de L. lactis, ce qui
suggere un contréle des peroxydes autogenes de L. lactis via ces genes.

Le peroxyde d’hydrogéne a un effet positif sur ’expression de la plupart des genes de
dégradation du H,O, de S. aureus, a I’exception notable de katA qui est essentiellement induit en
aération. Ce geéne, comme ahpF dans une moindre mesure, est également fortement réprimé par
la présence de L. lactis. En parall¢le, la présence de L. lactis induit une forte répression de génes
cruciaux pour la défense de S. aureus contre les peroxydes issus du métabolisme en aérobiose,
dont le H,O, : katA, ahpF, mais aussi trxA4 et trxB. L’effet inhibiteur de L. lactis contre S. aureus

n’implique pourtant pas le peroxyde d’hydrogene.

IT1.2. Réponse au stress oxydatif

Dans le domaine bactérien, la réponse au stress est liée a plusieurs genes et a leurs régulateurs.
Beaucoup d’acteurs de la réponse au stress ont un role pléiotropique et répondent a des stress de
nature différente aussi bien chez S. aureus (Chastanet et al., 2003; Chatterjee et al., 2009, 2005;
Singh et al., 2007; Wolf et al., 2008) que chez les bactéries lactiques (Arnau et al., 1996; Dijkstra
et al., 2014; Frees et al., 2003; Kuwana and Yamamoto, 2012; Pedersen et al., 2008; Ricciardi et
al., 2012). Le Tableau 9, issue de la base de données SAMMD (Staphylococcus aureus

Microarray Meta-Database), illustre ce phénomene concernant S. aureus.
La réponse du stress est gérée par quatre mécanismes principaux aux roles distincts : les protéines
chaperonnes, le complexe protéolytique Clp, la réponse SOS, ainsi que les divers régulateurs du

stress oxydatif.
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Tableau 9. Principaux facteurs de stress induisant ou réprimant I"expression de genes
de réponse au stress de S. aureus, données issues du projet SAMMD (Nagarajan and
Elasri, 2007).

= )
S SRS £ : .
—~~ >S5 - —_
NIiT|le|l |2 |~ Sl « 2le|®|S
=0 0 s| Xl =S Sl 2| 0|
wo| 89| o238 |2|Tle|o| s o || 9| o
2| ©8| |5 > 9 | O o| S| Q2 ~lOo |8 E|E
= @ o £ S|l 0| ® < l0o| = c |l =] 2
S| on| Q| @o| 00| E|E|Gle|P|s|T|E| 88| 9| wl|TE
< Slelsles|8|2|8|5]¢2|R o L8| s
S|o|<|EQG|E|=|@ 2| © 5|6 5|8
< | © <® | T g o ®© ]
< e = = I
< O
hrcA + - - - -+ ]+ +
rpoB - + - -
ctsR + | - + - ~ + |+ |+ | +
recA + + +
lexA + + - + | + +
groES - ~ - I +
groEL - + + - N + +
dnaK ~ + - ~ + +
dnadJ + + - + + +
grpE + | - + -l - - + +
clpP - + ~ - |+ + +
clpB |~ + - -]+ + |+
clpC + | - + - S + |+ +
clpQ ~ - +
cipL + + | + ~ + | - |+ ~ - I
clpX +
clpY ~ - +

Le nombre de composés différents testés pour les catégories de facteur concernées
est indiqué entre parenthése. Le signe indique le sens de la régulation : « + » pour
une induction, « - » pour une répression et « ~ »pour un effet variable selon le
composé précis ou selon les variations d’un autre parametre (concentration du
composé ou temps d’incubation).
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IITI.2.1. Protéines chaperonnes

Les chaperonnes moléculaires sont des protéines conservées a travers tous les domaines du vivant
(Genevaux et al., 2007; Zeilstra-Ryalls et al., 1991). Les principales chaperonnes, conditionnant
la maturation des protéines jusqu’a leur structure finale en encapsulant la protéine ciblée, sont les
chaperonines (Taguchi, 2005; Thirumalai and Lorimer, 2001). D’autres chaperonnes sont plutot
impliquées dans les modifications post-transcriptionnelles et sont appelées « chaperonnes de

’ARN ».

I11.2.1.1. Chaperonines

Les principales chaperonines bactériennes forment le complexe « GroESL » (GroES et GroEL) et
le « systtme DnaK » (DnaK, DnalJ et GrpE), présents chez les staphylocoques et les bactéries
lactiques. GroESL est un complexe a haut poids moléculaire (de I’ordre du mégadalton), codé a
partir d’un opéron contenant les génes groES et groEL (Chen et al., 2013; Grallert and Buchner,
2001; Taguchi, 2015). La chaperonne DnaK est une protéine a faible poids moléculaire (70 kDa)
associée aux co-chaperonnes Dnal et GrpE pour former le « systtme DnaK ». Les trois génes
sont co-transcrits au sein d’un méme opéron avec le répresseur des genes de réponse au stress
thermique, hrcA (Kuroda et al., 1999; Schumann, 2003; van de Guchte et al., 2002).

Les chaperonnes jouent donc un rdle clef pour I’intégrité de la cellule, spécialement en condition
de stress, ceux-ci pouvant engendrer de mauvais repliements. Il est aujourd’hui établi que DnaK
est impliqué dans la réponse cellulaire au stress osmotique (Meury and Kohiyama, 1991) et dans
la résistance au H,O, (Rockabrand et al., 1995; Singh et al., 2007). Chez les staphylocoques, le
systeme DnaK peut réguler positivement I’expression de c/pL et négativement celle de sodA, hild /
RNAIII, clpB, clpC, clpP ou encore ctsR (Singh et al., 2012), confirmant le réle majeur de DnaK
dans la réponse au stress de S. aureus.

Les bactéries lactiques et les staphylocoques possedent d’autres protéines chaperonnes moins
conservées dans le vivant et aux roles encore peu caractérisés, tels que le Trigger Factor impliqué
dans le repliement immédiat des protéines nouvelles synthétisées (Hoffmann et al., 2010; Ullers
et al., 2003) ou encore Hsp33 impliquée dans 1’adaptation au potentiel d’oxydo-réduction (Ilbert
et al., 2007; Jakob et al., 1999; Winter et al., 2005).

59



II1.2.1.2. Chaperonnes de 1’ARN

Dans le domaine bactérien, la principale chaperonne de I’ARN est Hfq (Vogel and Luisi, 2011).
Cette chaperonne conditionne I’interaction entre des ARN non-codants et des ARNm, modulant
alors la traduction de ces derniers. Chez S. aureus, Hfq contrdle I’expression d’environ 4% du
transcriptome, dont une régulation positive de régulateurs de stress et de virulence comme 7poB,
sarA et sarZ et trxA et une régulation négative de la superoxyde dismutase sodM (Liu et al.,
2010). Cependant, Hfq n’est pas ubiquitaire dans le domaine bactérien et aucun homologue de
Hfq n’a été identifié chez les bactéries lactiques. Une autre chaperonne de I’ARN est codée par
les bactéries lactiques et les staphylocoques et serait ubiquitaire, YbeY (Rasouly et al., 2009).
Bien qu’elle ne soit pas homologue structuralement a Hfq (Oganesyan et al., 2003; Penhoat et al.,
2005; Schumacher et al., 2002; Vogel and Luisi, 2011; Zhan et al., 2005), elle partagerait de
fortes similarités de fonction et de cibles (Davies et al., 2010; Davies and Walker, 2008;

Vercruysse et al., 2014). Cependant, son rdle est encore mal caractérisé et peu étudié.

II1.2.1.3. Effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération,
de la présence de H,0, et de la température sur 1’expression des

protéines chaperonnes de bactéries lactiques et de S. aureus

Plusieurs études ont exploré I’effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération et de la présence de
H,0; sur I’expression des protéines chaperonnes de bactéries lactiques et de S. aureus. Chez les
bactéries lactiques, les réponses aux stress oxydatif et thermique ont été¢ suggérées comme
proches (Dijkstra et al., 2014). Or, I’effet d’un stress thermique sur L. garvieae a déja été exploré.
Ces effets sont décrits dans le Tableau 10 (résultats généraux en annexe 1).

Chez S. aureus, I’expression de groES et groEL peut étre modifiée par ’aération et la présence de
H,0,. Cependant, ces effets semblent variables selon la durée et les conditions testées. En
fromage, dnaK et dans une moindre mesure dnaJ sont surexprimés en présence de L. lactis.
Aucune régulation particuliére de /fg ou ybeY n’a été observée dans ces contextes.

Chez L. garvieae, la répression de groES et groEL a 37°C comparé a 18°C confirmerait leur
implication dans la réponse au stress thermique. Les stress thermique et oxydatif induisant des
réponses proches chez les lactocoques (Dijkstra et al., 2014), groES et groEL pourraient avoir un

role dans la réponse de L. garvieae au stress oxydatif.
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Tableau 10. Effet de I’interaction bactérienne, de l’aération, de la concentration en
H,0, et de la température sur I’expression de genes et protéines de S. aureus, L. lactis
et L. garvieae codant pour les principales chaperonnes de réponse au stress.

Effet de I'interaction e
bactérienne Effet de I'aération Effet
sur S sur L sur L Effet du H,O, sur S. aureus thermique sur
’ | sur S. aureus -~ L. garvieae
aureus lactis lactis
]
o % A B A D E C F G H | E J K
oL
groES -+ -
groEL -+ - -+ -/+ -
dnaK + + +
dnaJ + -
grpE - - -

Pour la légende et les références, cf. Tableau 7.

Les deux derniers contextes concernent I’étude in vitro de I'effet de la température
(37°C / 18°C) sur le transcriptome de deux souches de L. garvieae (Aguado-Urda et
al., 2013): J = la souche 8831 provenant d’une lactococcose de truite ; K = la souche
21881 provenant d’une endocardite humaine.

ITTI.2.2. Complexe protéolytique Clp

I11.2.2.1. Protéines et rble des protéines Clp

Chez les bactéries, le complexe protéolytique, proche structuralement du protéasome eucaryote
(Hoskins et al., 2002, 2000; Kessel et al., 1995), est impliqué dans la dégradation des protéines
mal repliées, un rdle crucial en condition de stress (Frees and Ingmer, 1999; Lemos and Burne,
2002; Nair et al., 2003; Robertson et al., 2002). Ce complexe est composé d’une protéase, ClpP,
et d’ATPases de type Clp. Les ATPases Clp appartiennent a une famille treés conservée dans les
domaines du vivant, divisée en deux classes (Clarke, 1996; Frees et al., 2004; Schirmer et al.,
1996) : les ATPases possédant deux sites de fixation de I’ATP (ClpA, ClpB, ClpC, ClpD, CIpE et
ClpL) et celles n’en possédant qu’un (ClpX et ClpY). Plusieurs ATPases différentes peuvent étre
associées avec ClpP dans ce complexe protéolytique, notamment ClpA, ClpC, CIpE et ClpX mais
ni ClpB ni CIpL (Alexopoulos et al., 2012; Dougan et al., 2002; Gottesman, 2003; Gottesman et
al., 1993; Kim et al., 2001). Il a été observé que la localisation cellulaire (Kain et al., 2008) et les

cibles du complexe protéolytique (Tableau 11) variaient selon sa composition en ATPases Clp
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chez B. subtilis. Cependant, ces complexes protéolytiques peuvent dégrader des cibles variables

selon les especes bactériennes et les conditions (Frees et al., 2007).

Tableau 11. Protéines de B. subtilis identifiées comme ciblées par les divers complexes
protéolytiques bactériens de type Clp, adapté de Frees et al. (2007).

. .y " Complexe Cex
Protéine ciblée Role protéolytique Références
CtsR régulateur ClpCP (Krlger et al., 2001)
SpollAB régulateur ClpCP (Pan and Losick, 2003)
Sda sporulation, CloXP (Ruvolo et al., 2006)
réplication
Spx régulateur ClpXP / ClpCP (Nakano et al., 2003a, 2003b, 2002)
MurAA synthese du ClpCP (Kock et al., 2004)
peptidoglycane
Protéines . .
taguées ssrA protéolyse ClpXP (Wiegert and Schumann, 2001)
régulateur
ComK (compétence) ClpCP (Turgay et al., 1998, 1997)
RsiwW régulateur ClpXP et CIpEP (Zellmeier et al., 2006)

Certaines voies de régulation ont pu étre caractérisées chez les bactéries lactiques. Les complexes
protéolytiques de L. lactis cibleraient spécifiquement CtsR, LexA et la protéine HdiR, une
homologue fonctionnelle de LexA (Savijoki et al., 2003). Chez Streptococcus pneumoniae,
I’absence du geéne clpP affecte principalement le métabolisme énergétique et les protéines HSP («
Heat-Shock Proteins », protéines de réponse au stress thermique), dont une SOD et une POX (Q.
Zhang et al., 2012).

Les cibles de la protéase ClpP ont été assez bien étudiées chez S. aureus. Via la formation des
complexes protéolytiques, ClpP est capable de controler la concentration d’un large spectre de
protéines dont des régulateurs globaux tels que CtsR, Spx, HrcA, PerR et CodY, mais aussi des
protéines a I’importance physiologique capitale tels que RecA, FtsZ, GImS et DnaK (Feng et al.,
2013; Frees et al., 2014). En plus de ClpP, une autre protéase Clp est présente chez certains
staphylocoques : ClpQ. Elle peut former un autre complexe protéolytique avec ClpY (Hsieh et
al., 2011; Katayama et al., 1996; Missiakas et al., 1996).
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I11.2.2.2. Effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération,
de la présence de H,0, et de la température sur l’expression des

protéases et ATPases Clp de bactéries lactiques et de S. aureus

Plusieurs études ont exploré 1’effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération, de la présence de
H,0; et de la température sur I’expression des protéases et ATPases Clp de bactéries lactiques et
de S. aureus (Tableau 12, résultats généraux en annexe 1). Le contexte de 1’é¢tude ainsi que la
durée d’incubation jouent un réle important sur les régulations de ces geénes, ce qui est cohérent

avec leur role adaptatif discuté précédemment.

Tableau 12. Effet de I’interaction bactérienne, de I’aération, de la présence de H,0; et
de la température sur |'expression des protéases et ATPases Clp de L. lactis, L.
garvieae et de S. aureus.

Effet de I'interaction e
bactérienne Effet de I'aération Effet
sur L sur L Effet du H,O, sur S. aureus thermique sur
sur S. aureus -~ | sur S. aureus -~ L. garvieae
lactis lactis
c 2
o X A B A D E C F G H | E J K
oe
clpB | --1+ iy -+ - -
clpC -- + + - - o+ + . +
clpE - -
cipL - .-+t - - - -+
clpP - - -+ + + +
clpQ - -
clpX -
clpY -

Pour la légende et les références, cf. Tableau 10.

Dans le cas de S. aureus, un effet positif sur I’expression de c/pC et clpP est observé suite a
I’injection progressive de H,O,. Ceci suggere une activité du complexe protéolytique ClpCP
augmentée et un effet potentiel sur les cibles de ClpCP, dont CtsR. Mais clpC et clpP sont
également réprimés par ’aération. Ainsi, 1’effet de la présence d’une bactérie lactique productrice
de H,O; en aération sur I’expression de ces genes est encore indéterminé. ClpC étant associé€ avec
ClpP dans un nombre important de régulations du stress oxydatif, ’effet de la présence de L.
lactis sur son expression pourrait avoir un role crucial dans la modulation de la réponse au stress

de S. aureus par L. lactis, c’est-a-dire dans les mécanismes d’inhibition. L’expression des geénes
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clpY et clpQ, relatifs a autre complexe protéolytique, semble réprimée par L. lactis, spécialement
in vitro, ce qui pourrait affecter les mécanismes de défense contre le stress de S. aureus.

Au niveau de la bactérie lactique antagoniste, la présence de S. aureus entrainerait une légere
répression de deux ATPases, c/pC et clpE. L’aération ne semble pas avoir d’effet. En revanche, la
présence de peroxyde d’hydrogéne a un effet sur plusieurs geénes clp, et notamment une

surexpression de clpC et clpP.

IITI.2.3. Réponse S0S

Les stress, par exemple le stress oxydatif di a la présence de peroxyde d’hydrogene, peuvent
entrainer des lésions importantes de ’ADN (Farr and Kogoma, 1991). Pour sa survie, la cellule
bactérienne va alors devoir réparer ces 1ésions. La réponse SOS est un mécanisme d’action induit
par ces phénomenes et permettant des réparations rapides de I’ADN. Bien que les génes
impliqués ou le mode de régulation soit spécifique a chaque organisme, les mécanismes de la
réponse SOS sont realtivement conservés dans tout le domaine bactérien (Erill et al., 2007). La
réponse SOS fait intervenir différents effecteurs protéiques dont 1’action est décrite figure 4.
Deux protéines sont généralement considérées comme les régulatrices clefs de cette réponse SOS
: RecA, le régulateur positif, et LexA, le régulateur négatif. Ces régulateurs sont trés conserveés
dans le domaine bactérien, bien que LexA soit absent chez certaines especes (Eisen and
Hanawalt, 1999; Kelley, 2006). Il a ét¢ suggéré que la réponse SOS serait tout de méme
fonctionnelle dans les bactéries ne possédant pas LexA. Elles utiliseraient alors d’autres
régulateurs moins caractérisés comme par exemple HdiR, identifié chez certains lactocoques
(Savijoki et al., 2003).

L’expression des genes recA et lexA de S. aureus, ainsi que leurs protéines et régulons associés,
est généralement induite par la présence de peroxyde d’hydrogene (Chang et al., 2006; Deng et
al., 2014; Fuchs et al., 2013; Nagarajan and Elasri, 2007; Palazzolo-Ballance et al., 2008),
suggérant que cette bactérie active la réponse SOS pour répondre aux dommages causés par le
H,0,. De plus, la présence d’une bactérie lactique telle que L. lactis peut entrainer une répression
des geénes recA et lexA de S. aureus, suggérant une modulation de la réponse SOS par

I’interaction antagoniste (Cretenet et al., 2011; Even et al., 2009).
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Figure 4. Modeéle descriptif de réparation des Iésions de I’ADN double-brin lors de la
réponse SOS (tiré de McGrew and Knight, 2003).
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ITT.2.4. Régulateurs de la réponse au stress

Chez les bactéries Gram +, plusieurs régulateurs de la réponse au stress existent. Six classes de
HSP, chacune associ¢e a un régulateur, ont été¢ proposées concernant B. subtilis (Schumann,
2003). Chez les bactéries lactiques et les staphylocoques, ces régulateurs sont généralement

conservés, et d’autres régulations peuvent exister.

II7.2.4.1. Régulateur des genes de classe I : HrcA

Dans le domaine bactérien, HrcA est un régulateur majeur de la réponse au stress car il réprime
I’expression des opérons groES-groEL et hrcA-grpE-dnaK-dnaJ (Kuroda et al., 1999; Schumann,
2003; van de Guchte et al., 2002). Chez certaines bactéries lactiques, HrcA pourrait également
controler I’expression de clpP, cIpE ou clpL, mais cela ne semble pas étre le cas des lactocoques

(Chastanet and Msadek, 2003; Frees et al., 2007).
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L’expression de la protéine HrcA est induite dans le cadre de divers stress, dont le stress oxydatif
ou la présence de composés oxydants chez les staphylocoques comme chez les bactéries lactiques
(Ricciardi et al., 2012; Wolf et al., 2008). L’activité de HrcA peut également étre stimulée par la
co-chaperonne GroEL au sein d’un complexe HrcA-GroEL (Liu et al., 2005; Mogk et al., 1997;
Reischl et al., 2002; Wilson et al., 2005).

III.2.4.2. Régulateur des génes de classe II : o

La réponse de certaines bactéries aux stress est également régulée par des facteurs sigma
alternatifs. En condition de stress, un facteur alternatif va remplacer le facteur de ménage ¢'° au
niveau des ARN polymérases et induire la transcription spécifique des geénes de réponse au stress.
Les trois facteurs les mieux caractérisés dans le cadre de la réponse au stress chez les bactéries
Gram' sont GB, ol et o (Hengge-Aronis, 2002; Rasouly and Ron, 2009; Schumann, 2003). Seul
le facteur o” est exprimé par les staphylocoques et les bactéries lactiques, bien qu’il ne soit pas
conservé dans toutes les espéces.

La classe des genes de réponse au stress de classe Il de B. subtilis, comprenant plus de 100 genes
(Price et al., 2001), est régulée par ce facteur 6°, codé par sigB ou rpoB. Le facteur ” joue ainsi
un réle important dans la réponse a de multiples stress tels que la présence de H,O,, le stress
thermique et les variations de pH (Cebrian et al., 2009). Le facteur o® de B. subtilis permet la
transcription de /exA4 (Price et al., 2001), de deux catalases katB et katX (Engelmann et al., 1995;
Petersohn et al., 1999; Price et al., 2001), d’un homologue de osmC (Price et al., 2001), de clpP
et de clpC (Gerth et al., 1998; Kriiger et al., 1996). Chez les staphylocoques, il régulerait aussi

positivement 1’expression de clpL (Frees et al., 2007).

IT1T7.2.4.3. Régulateur des genes de classe III : CtsR

Chez les bactéries a Gram', 1’expression des HSP de classe 11T est sous le controle du régulateur
transcriptionnel CtsR, qui réprime des genes cibles en se fixant sur une séquence de nucléotides
appelée CtsR-box (Derré¢ et al., 1999). Le régulon CtsR est principalement composé des ATPases
Clp et de la protéase ClpP (Schumann, 2003). De plus, ctsR est co-transcrit avec le géne clpC,
appartenant au méme opéron (Fiocco et al., 2010). Une spécificité des bactéries lactiques est que

CtsR controle également la transcription de groES et groEL. L’ opéron ctsR-clpC peut étre induit
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par le stress thermique et osmotique, mais aussi par d’autres types de stress chez ces bactéries
(Bron et al., 2004; Fiocco et al., 2010; Lemos and Burne, 2002).

L’activité de CtsR est controlée par un complexe formé de McsA et McsB, codés a partir de
I’opéron ctsR-mcsA-mesB-clpC (Elsholz et al., 2011, 2010). Ce complexe régulerait négativement
CtsR en condition de stress et positivement en absence de stress. Néanmoins, les génes mcsA et
mcsB ne sont pas conservés dans tout le domaine bactérien. Leur présence est variable chez les
bactéries lactiques alors qu’ils sont généralement codés chez les staphylocoques. Dans les
bactéries ne possédant pas ces genes, I’activité de CtsR pourrait alors étre médiée par des
ATPases Clp telles que CIpE (Elsholz et al., 2010) ou ClpC (Kirstein et al., 2005; Kriiger et al.,
2001).

I1I1.2.4.4. Autres régulateurs potentiels

D’autres régulateurs de la réponse au stress ont ét¢ identifiés chez les staphylocoques et les
bactéries lactiques, mais dont le mode d’action est moins bien caractérisé.

La classe V des genes de réponse au stress de B. subtilis ne comprend que deux genes, inductibles
par un stress thermique, osmotique ou oxydatif : htr4 et htrB (Darmon et al., 2002; Schumann,
2003). Ces genes sont positivement régulés par un TCS (« Two-Component System », systeme a
deux composants) compos¢ de CssR (régulateur transcriptionnel) et CssS (senseur histidine
kinase). HtrA et HtrB sont des protéases « nettoyantes » de surface conservées dans tous les
domaines du vivant (Pallen and Wren, 1997; Westers et al., 2006).

Le systéme de quorum-sensing LuxS a été largement étudié en raison de son influence sur la
formation de biofilms et sur la virulence (Jimenez and Federle, 2014; Laverty et al., 2014). Mais
en plus de cela, LuxS pourrait avoir un effet important sur la réponse au stress oxydatif et au pH,
comme observé chez S. mutans (Wen and Burne, 2004). 11 a ainsi été observé qu’une déplétion de
luxS entrainait une surexpression de dnak et groEL.

Chez les bactéries lactiques, une séquence de type « ohrR-box » (site de fixation de ohrR en
amont de ohrd et impliqué dans sa répression) a été identifiée en amont du géne poxB de
Lactobacillus plantarum. Ceci a permis de supposer que OhrR pourrait réprimer poxB sous
certaines conditions (Lorquet et al., 2004). De plus, les régulateurs transcriptionnels SpxAl et
SpxA2 réguleraient positivement la transcription de ahpC chez les streptocoques (Chen et al.,

2012; Kajfasz et al., 2015).
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Chez les staphylocoques, le régulateur pléiotropique SarA régule directement ou indirectement
I’expression de nombreux génes (Reyes et al., 2011). Les génes sod, ainsi que le géne codant
pour la thiorédoxine réductase #7xB, seraient contrdlés par SarA, soulignant son rdle potentiel

dans la réponse au stress (Ballal and Manna, 2010, 2009).

II1.2.4.5. Effet de 1’interaction bactérienne, de 1’aération,
de la présence de H,0, et de la température sur l’expression des
régulateurs de la réponse au stress de bactéries lactiques et

de S. aureus

Plusieurs études ont exploré I’effet de I’interaction bactérienne, de 1’aération, de la présence de
H,0, et de la température sur I’expression des principaux régulateurs de la réponse au stress de

bactéries lactiques et de S. aureus (Tableau 13, résultats généraux en annexe 1).

Tableau 13. Effet de I’interaction bactérienne, de I’aération, de la présence de H,0; et
de la température sur I’expression des genes et protéines de S. aureus, L. lactis et L.
garvieae impliqués dans la régulation de la réponse au stress.

Effet de linteraction | et ye ragration Effet
bactérienne Effet du HaO S thermique
sur S. sur L. sur S. sur L. et du Hab sUr o. atlreus sur L.
aureus lactis aureus lactis garvieae
c 2
o X A B A D E C F G H I E J K
oe
hrcA - -
rpoB - -
CtsR | --- | ++ - -+ + -1+

Pour la légende et les références, cf. Tableau 10.

Excepté une légere répression de ctsR en présence de S. aureus, I’expression des régulateurs de
réponse au stress de L. lactis est peu affectée. De la méme fagon, I’expression de ces genes est
peu ou pas affectée par le stress thermique chez L. garvieae.

Au niveau de S. aureus, I’expression de ctsR suit les mémes variations que celles observées pour
clpC : fortement réprimée in vitro et fortement surexprimée en matrice fromagere par la présence
de L. lactis. En absence de stress, c/pC est normalement réprimé par CtsR (Kriiger and Hecker,
1998). Le fait que I’expression de c/pC suive les mémes variations que celles de ctsR suggere

donc que cette inhibition est levée en présence de L. lactis ou que d’autres mécanismes sont mis
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en jeu. Ceci pourrait révéler un stress de S. aureus en présence de son antagoniste, et le role de
CtsR dans le mécanisme d’inhibition mériterait alors d’étre clarifié. En paralléle, I’expression de
ces régulateurs est modifiée de maniere variable par la présence de H,O,, suggérant une réponse
complexe a ce stress. Néanmoins, 1’expression de hrcA et rpoB serait plutdt réprimée tandis que

celle de ctsR pourrait €tre réprimée, surexprimée ou stable selon les contextes.

ITI.3. Autres mécanismes potentiellement impliqués dans I'inhibition de S.

aureus

ITT.3.1. Compétition nutritionnelle

La compétition nutritionnelle jouerait un role crucial dans I’inhibition de S. aureus par L. lactis
(Charlier et al., 2008). Un role de la compétition nutritionnelle, notamment pour la thréonine,
concernant I’antagonisme de L. garvieae contre la croissance de S. aureus en matrice laitiére n’a
pas pu étre définitivement écarté. L’expression du principal régulateur de 1’adaptation aux
carences nutritionnelles, CodY (Majerczyk et al., 2008; Sonenshein, 2005), est affectée par la
présence de L. lactis. Or, la sensibilité de S. aureus a une carence en thréonine est dépendante de
CodY (Pohl et al., 2009). De plus, le régulon de CodY est globalement réprimé par la présence de
H,O, (Fuchs et al.,, 2013), suggérant que la présence de H,O, peut moduler 1’adaptation
nutritionnelle de S. aureus au milieu. L’effet d’une compétition nutritionnelle sur S. aureus,

particuliérement pour la thréonine, et le role de CodY restent a éclaircir.

ITII.3.2. Homéostasie en métaux

Certaines protéines impliquées dans le stress oxydatif sont des métalloprotéines. Elles nécessitent
des ions métalliques pour leur activité enzymatique, comme par exemple la SOD ou les enzymes
de ’ETC. De ce fait, ’homéostasie en métaux dans la cellule est un processus crucial en lien
avec le stress oxydatif et les mécanismes de biopréservation. De plus, la présence de métaux et
ions métalliques peut avoir un effet inhibiteur de la croissance S. aureus a partir de certains
concentrations (Chudobova et al., 2015; Doyle et al., 1975).

Le transport et ’internalisation des métaux visant a assurer ’homéostasie en métaux dans la

cellule, sont médiés par des protéines spécifiques conservées dans le domaine bactérien (Moore
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and Helmann, 2005). Les loci de génes assurant ces fonctions sont sous le contrdle de régulateurs
spécifiques a chaque métal et donc a chaque type de transport (Lee and Helmann, 2007). Les
principaux régulateurs sont Fur pour le fer (Bsat and Helmann, 1999; Mills and Marletta, 2005),
Zur pour le zinc (Gaballa and Helmann, 1998; Outten and O’Halloran, 2001), Mur, nommé¢
parfois MntR, pour le Manganese (Diaz-Mireles et al., 2005; Platero et al., 2007) et Nur, parfois
nommé NikR, pour le Nickel (Ahn et al., 2006), pour « Ferric / Zinc / Manganese / Nickel uptake
regulator ». Ils appartiennent a la méme famille de métalloprotéines. Le mode de régulation et les
cibles de ces régulateurs dépendent donc de la composition en métal de leur noyau, variable selon
I’homéostasie en métaux dans la cellule.

La métalloprotéine PerR est une homologue structurale aux protéines Fur / Zur / Mur / Nur. Son
activité est modulée par I’homéostasie en fer, zinc et manganese (Faulkner et al., 2012;
Horsburgh et al., 2001a) mais aussi par la présence de peroxydes, dont le H,O,, qui catalysent
I’oxydation de son noyau (King et al., 2000; Lee and Helmann, 2006). PerR agit comme un
répresseur transcriptionnel de génes de réponse au stress oxydatif comme la catalase KatA, la
thiorédoxine réductase TrxB et les peroxyrédoxines AhpCF (Chen et al., 1995; Fuangthong et al.,
2002; Handley et al., 2015; Horsburgh et al., 2001a; Rea et al., 2005) mais aussi de genes
impliqués dans I’homéostasie en métaux tels que les genes de synthése de I’heme (Chen et al.,
1995; Rea et al., 2005), et les régulateurs PerR / Fur eux-mémes (Fuangthong et al., 2002).

Si ces meétalloprotéines régulatrices ont été identifiées et décrites chez certaines bactéries
lactiques, elles ne sont généralement pas présentes chez les lactocoques.

En revanche, perR, fur et plusieurs genes des régulons associés sont surexprimés en présence de
H,0, (Palazzolo-Ballance et al., 2008; Fuchs et al., 2013). De ce fait, ’expression d’un grand
nombre de génes impliqués dans 1’homéostasie du fer serait modulée par la présence de H,O,.
Etant donné que PerR / Fur active I’expression de plusieurs génes de réponse au stress oxydatif et
a la présence de H,O, mais aussi des enzymes qu’ils codent, la surexpression de perR et fur

suggere un mode de défense de S. aureus contre le H,O, via I’homéostasie des métaux.

IIT.3.3. Division cellulaire de S. aureus

Une inhibition de croissance peut faire intervenir un mode d’action bactéricide en provoquant la

mort cellulaire, ou bactériostatique en provoquant plutoét le blocage ou ralentissement de la
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division cellulaire. La division cellulaire bactérienne fait intervenir plusieurs protéines formant
un ensemble de réactions et complexes appelé « divisome ». Le divisome a €té bien caractérisé
chez E. coli (pour revue, Egan and Vollmer, 2013). Il fait intervenir un anneau formé de protéines
FtsZ (« Z-ring ») et d’autres protéines impliquées dans diverses fonctions de division cellulaire.
Parmi ces protéines, certaines sont essentielles au mécanisme de division cellulaire (toutes les
protéines de type Fts et ZipA) et donc généralement a la survie de la bactérie. Récemment, il a été
suggéré que certains geénes de division cellulaire seraient sous le contréle du régulateur

transcriptionnel MraZ (Eraso et al., 2014).

Figure 5. Organisation du cluster dcw chez E. coli (d'aprés les travaux de Ayala et al.,
1994; Boyle et al., 1997; Hara et al., 1997; Mingorance et al., 2004; Vicente et al.,

Les promoteurs supplémentaires (supposés ou vérifiés) en plus du premier
promoteur, Pms, sont indiqués par des fleches rouges. D’autres promoteurs
pourraient exister.

Plusieurs de ces protéines sont codées au sein d’un cluster essentiel, le cluster « dcw » (pour «
division cell wall »), également appelé cluster « mra » du fait des premiers genes transcrits,
mraW et mraZ (Figure 5). Ce cluster est conservé dans le domaine bactérien, méme si son
organisation et les genes impliqués peuvent varier (Vicente et al., 1998). Chez S. aureus, le
cluster dew est identique a celui de E. coli décrit figure 5. Les neufs premiers génes sont co-
transcrits (Hara et al., 1997). De plus, Py, participerait également a 1’expression de ddIB et fisZ
(Mengin-Lecreulx et al., 1998), suggérant une co-transcription minoritaire mais notable de tous
les génes du cluster via Py,. Récemment, il a été proposé que MraZ serait un régulateur
transcriptionnel réprimant le promoteur Py, et ainsi potentiellement le niveau de transcription de
nombreux genes du cluster dew (Eraso et al., 2014). MraZ réprimerait également 1’expression de
genes extérieurs au cluster dew. Le gene mraW coderait pour une méthyltransférase de I’ARNr
16S (Carrion et al., 1999; Kimura and Suzuki, 2010) dont le lien avec la division cellulaire reste

encore a éclaircir.
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Ainsi, la régulation de I’expression de ces genes par la présence de bactéries lactiques pourrait
contribuer a des processus d’inhibition, en bloquant la division cellulaire. De maniére cohérente,
il a été observé que certains génes impliqués dans la division cellulaire de S. aureus (dont fisZ,
ftsL et ftsH) étaient réprimés par la présence de L. lactis en fromage et en biofermenteur (Cretenet

etal., 2011; Even et al., 2009).

IIT.3.4. Bactériocines

Quatre types de bactériocines produites par L. garvieae ont été identifiés, comme décrit
précédemment (Borrero et al., 2011; Maldonado-Barragan et al., 2013; Tosukhowong et al.,
2012; Villani et al., 2001). Trois d’entre elles n’ont montré aucune capacité inhibitrice de souches
de S. aureus, la quatriéme n’a pas été testée. Cependant, peu de souches de L. garvieae ont pour
I’instant ét¢ caractérisées sur un plan génomique et génétique. D’autres bactériocines pourraient
ainsi étre identifiées. De plus, I’effet inhibiteur d’une bactériocine contre différentes souches
d’une méme espeéce bactérienne peut étre variable. Par exemple, la garvieacine Q peut entrainer
des inhibitions de croissance variables d’un facteur 100 selon la souche de L. garvieae ciblée
(Tosukhowong et al.,, 2012). Etonnamment, cet effet semble dépendant de [’origine
géographique. En effet, la garvieacine Q isolée d’une souche thailandaise de L. garvieae peut
inhiber, parfois fortement, des souches d’Enterococcus faecium, de Listeria ivanovii et de
Pediococcus pentosaceus d’origine thailandaise alors qu’elle n’inhibe pas les souches de mémes
especes d’autres origines géographiques (Tosukhowong et al., 2012). L’effet de la garvieacine Q
a été testé uniquement sur une souche de S. aureus d’origine américaine. Ainsi, il est nécessaire
d’analyser le potentiel inhibiteur des garvieacines identifiées dans les souches de L. garvieae en

relation avec la biopréservation.

ITI.3.5. Localisation de 1l’effecteur

Aucun effet inhibiteur du surnageant de co-culture de L. garvieae et S. aureus sur la croissance
de S. aureus n’a été observé (Alomar et al., 2008b). Il a ainsi été¢ supposé que les composés
inhibiteurs n’étaient pas extracellulaires. Les surnageants provenant de cultures préalablement
conservées a 4°C, il a été proposé que le composé inhibiteur pouvait également Etre

extracellulaire, mais instable dans le milieu TS (Trypticase Soja) et donc dégradé¢ durant le
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stockage. Cette hypothese correspondant au profil du peroxyde d’hydrogene, cela expliquait donc
I’absence d’effet inhibiteur de ces surnageants.

Ces résultats suggerent que le ou les effecteurs potentiels supplémentaires au H,O,, ne seraient
pas extracellulaires ou seraient instables. Néanmoins, ils ont ét¢ obtenus dans des conditions
spécifiques : sur des cultures de nuit de S. aureus sous faible oxygénation arrétées a 6 h et 24 h.
Le ou les effecteurs recherchés pourraient étre produits et/ou actifs dans d’autres conditions. De
plus, ces effecteurs ayant probablement un effet inhibiteur relativement faible comparé a celui du
H,0,, il est possible que I’expérience réalisée (well-diffusion agar test) n’ait pas permis

d’observer leur potentiel inhibiteur.

IT1.4. Régulation de la virulence de S. aureus

La virulence de S. aureus est sous le contrdle principal d’un systéme auto-inductible appelé «
systéme agr » composé de 4 protéines AgrA, AgrB, AgrC et AgrD, et deux ARN non-codants,
RNAII et RNAIII, dont I’expression est controlée par AgrA (Figure 6).

Figure 6. Régulation des génes de virulence (virulon) de S. aureus (adapté de Yarwood
and Schlievert, 2003)

.*-hl
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Le locus agr est co-transcrit au sein d’'un ARN nommé RNAII qui code pour quatre protéines. Le
gene agrD code pour un peptide signal AIP (Auto-Induced Peptide) qui va étre excrété via le
transporteur AgrB. Le signal va alors étre capté par le senseur AgrC qui va le transmettre au
régulateur transcriptionnel AgrA. AgrA va alors pouvoir activer deux promoteurs : celui du locus
agr, conditionnant alors une boucle auto-catalytique amenant a sa propre expression, et celui de
hld / RNAIIL. RNAIII est un ARN non-codant qui peut réguler a un niveau post-transcriptionnel
I’expression de nombreux génes de virulence (Abdelnour et al., 1993; Janzon and Arvidson,
1990). 11 régule également directement 1’expression de la delta-hémolysine hld puisque son
ARNm est transcrit dans RNAIIL. Le régulateur AgrA régulerait de nombreux genes de réponse
au stress (Dassy et al., 1993; Gaskill and Khan, 1988) bien que la plupart de ces régulations
puisse €tre causées indirectement par la régulation de RNAIIL En effet, I’expression des geénes de
virulence est modifiée de fagon similaire dans le cas d’un mutant 4agrA4 et dans celui d’un mutant
Ahld (Janzon and Arvidson, 1990). Le systetme agr est sous le contrdle de certains signaux
environnementaux comme le pH ou la concentration en glucose (Regassa et al., 1992; Regassa
and Betley, 1992). Il a également été¢ observé que ce systeme était exprimé de plus en plus
fortement lors de la croissance de S. aureus, bien que cet effet soit dépendant des souches
(Cretenet et al., 2011; Even et al., 2009; Rogasch et al., 2006).

Le systeme agr est également sous le controle de plusieurs médiateurs moléculaires, et parmi les
principaux SaeRS, StrAB et la « famille » SarA.

SaeRS est un TCS (SaeS est le senseur, SaeR le régulateur) qui répond a plusieurs stress
environnementaux (Novick and Jiang, 2003) mais ’effet du peroxyde d’hydrogeéne est encore
mal connu. En effet, alors que la présence de H,O, peut induire I’expression des genes saeR et
saeS (Palazzolo-Ballance et al., 2008), le régulon de SaeRS ne semble pas étre affecté en
présence de H,O, (Fuchs et al., 2013). SaeS controlerait 1’expression de agrd, mais le mode
d’action reste également a éclaircir. En effet, il a ét¢é montré que SaeS pouvait inhiber la
transcription de agr4 dans certaines conditions (Liang et al., 2006), mais n’avoir aucun effet sur
son expression dans d’autres (Novick and Jiang, 2003; Rogasch et al., 2006). SaeS contrdle
¢galement I’expression de nombreux genes de virulence (Giraudo et al., 1996; Goerke et al.,
2005; Rogasch et al., 2006; Steinhuber et al., 2003).

StrAB est un autre TCS (SrrB est le senseur, StrA le régulateur), activé en anaérobiose (Fuchs et

al., 2007) et permettant 1’adaptation de la cellule a 1’anaérobiose (Pragman et al., 2007a, 2007b;
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Throup et al., 2001). Il serait également impliqué dans la réponse au H,O,, I’expression du geéne
srr4, tout comme de la protéine SrrB, étant réprimée en présence de peroxyde d’hydrogéne
(Chang et al., 2006). Il contrdlerait également certains génes de virulence (Ulrich et al., 2007). En
absence d’aération, SrrA peut réprimer I’expression de agrd et hld / RNAIII (Pragman et al.,
2004; Yarwood et al., 2001).

Les régulateurs de la famille SarA sont également impliqués dans la régulation de la virulence et
sont controlés par divers signaux environnementaux dont le peroxyde d’hydrogéne qui peut
réprimer 1’expression de sar4 (Palazzolo-Ballance et al., 2008). Cette famille est constituée d’au
moins treize protéines différentes aux roles plus ou moins bien caractérisés (Cheung et al., 2008).
SarA, SarB et SarC correspondent a la méme région génétique mais transcrite par trois
promoteurs différents (Bayer et al., 1996). Parmi ces régulateurs, il a été noté que SarA, SarR et
SarU pouvaient induire I’expression de agr4 (Cheung et al., 2004) et SarX pouvait la réprimer
(Manna and Cheung, 2006).

D’autres régulateurs sont impliqués dans le controle du systeme agr et des génes de virulence,
comme le régulateur pléiotropique CodY, le systéme ArISR ou le facteur 6® (Cheung et al., 2008;
Fournier et al., 2001; Majerczyk et al., 2008; Yarwood and Schlievert, 2003), mais leur role
semble moins important et moins caractérise.

La présence de L. lactis peut modifier I’expression de divers génes de virulence de S. aureus. Elle
provoque une répression des genes codant pour les entérotoxines et du systeme agr en
biofermenteur (Even et al., 2009). En fromage, le systéme agr est également fortement réprimé
par la présence de L. lactis, mais 1’expression des genes codant pour les entérotoxines est plus
variable, suggérant I’implication d’autres régulateurs (Cretenet et al., 2011). Le gene saeR est
¢galement réprimé. Ainsi, la compréhension des mécanismes de régulation des geénes de

virulence de S. aureus durant son inhibition provoquée par L. garvieae est cruciale.
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IV. Conclusion de ’étude bibliographique et stratégie choisie pour

I’étude de ’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus

Dans le cadre de I’étude des processus de biopréservation, la caractérisation des antagonismes
microbiens et des mécanismes sous-jacents est d’une importance cruciale pour optimiser
’utilisation des micro-organismes protecteurs, mais aussi pour prévenir et contrdler les risques.
L’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus est un modele d’étude original et pertinent,
¢tant donné le mode d’action mis en jeu, I’ubiquité, le potentiel biotechnologique, la probable
innocuité de L. garvieae dans les produits laitiers et I’enjeu sanitaire important que représente le
controle de la croissance de S. aureus. Un acteur de cet antagonisme a été identifié : le peroxyde
d’hydrogene. Cependant, I’ensemble des mécanismes entrainant I’antagonisme de L. garvieae
vis-a-vis de S. aureus est encore mal défini. Dans I’objectif de mieux caractériser ces

mécanismes, ce travail de thése a été entrepris avec la stratégie exposée en Figure 7.

Figure 7. Stratégie utilisée lors de ce travail de thése.
Résultats : Chapitre 1

r Comportement des bactéries durantl'inhibition 1 Etud
ude
L *  Effet de l'interaction sur la croissance des bactéries ? J

Bibliographique
Production de H,0, par L. garvieae ? Effet sur 5. aureus ?

L ]
i

Hypothéses de travail ?

Résultats : Chapitre 2 /j\ Résultats : Chapitre 3

Réponse de S. aureus a I'antagonisme Mécanismes de L. garvieae impliqués
*  Alaprésence de L. garvieae ? *  Modulation de la voie du H,0; ?
*  Au niveau d'aération / présence de H,0, ? *  Quels sont les autres effecteurs ?
L )
Etude du génome Etude du transcriptome Validation phénotypigue
*  Quels voies moléculaires
*  Quelles semblent impliguées ? *  Quels effets des
fonctionnalités +  Comment sont elles mécanismes et
potentielles ? régulées durant effecteurs identifiés ?

I'antagonisme ?

Reésultats : Partie I, Il etlll des chopitres 2 et 3
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Dans un premier temps, le comportement physiologique (croissance, production de H,O,) de
L. garvieae et S. aureus durant I’antagonisme a été déterminé et mis en relation avec les
données de 1’étude bibliographique afin de proposer des hypothéses de travail. Dans un
deuxieme temps, la réponse de S. aureus a cet antagonisme a été également caractérisée.
Dans un troisiéme temps, les mécanismes entrainant I’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis
de S. aureus ont été identifiés. Pour ces deux derniers points, trois approches complémentaires
ont été entreprises dans ce travail de thése.

Premierement, une approche génomique a permis de déterminer si les principaux acteurs
moléculaires potentiellement mis en jeu (Tableau 14), identifiées par I’étude bibliographique,
sont présents dans le génome des espéces d’intérét.

Deuxi¢mement, une approche transcriptomique visait a identifier comment certaines voies
génétiques d’intérét sont exprimées et régulées durant I’antagonisme. Afin de mieux caractériser
la voie du H,O, et d’identifier d’autres effecteurs de 1’inhibition, les effets des deux paramétres
modulant principalement I’inhibition, I’aération et la présence de 1’autre bactérie, ont été explorés
pour chacune des bactéries. Concernant S. aureus, ces effets avaient déja ¢té¢ étudiés (mais
I’effet de L. garvieae devait étre exploré), amenant plusieurs hypotheses de travail. L’expression
des génes impliqués dans les principaux mécanismes moléculaires potentiellement mis en jeu,
identifiés lors de I’Etude Bibliographique (réponse au H,0,, réponse au stress, division cellulaire,
virulence, cf. Tableau 14) a donc été évaluée lors de I’inhibition provoquée par L. garvieae par
une approche transcriptomique ciblée. Concernant L. garvieae, les effets de 1’aération, de la
présence de S. aureus et du H,O, sont pour I’instant totalement inconnus. De plus, I’inhibition de
S. aureus serait également liée a des effecteurs de L. garvieae autres que le H,O,, également
inconnus. Pour répondre a ces problématiques, nous avons privilégié une caractérisation du
génome couplée a une approche transcriptomique globale. Pour cette derniéere, la technique du
RNA sequencing (« RNA-seq ») a été choisie pour sa rapidité et sa fiabilité par rapport aux
techniques d’hybridation sur puce (Pinto et al., 2011).

Troisiemement, les hypothéses découlant des résultats obtenus grace a ces approches ont été
vérifiées par une approche phénotypique, afin de déterminer le lien entre ces régulations

génétiques et I’inhibition de S. aureus.
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Tableau 14. Genes dont la présence (« génome ») et I'expression (« transcriptome »)
doivent étre évaluée chez L. garvieae et S. aureus.

osmC, ohrA, ohrR

NADH oxydase NoxE

Consommation NADH déshydrogénases
du 02
autres

noxE ,
noxA, noxB |
lox [ IctO

Régulateurs de la réponse au stress

hrcA, | ctsR, rpoB

complexe GroESL
systéme DnaK
chaperonnes de I'ARN

Chaperonnes

groES, groEL
dnaK, dnad, groE
hfq, ybeY

ATPases et protéases de type Clp

clpB, clpC, clpD, cIpE, clpL, clpP,
clpQ, clpY, clpX

Régulateurs de la réponse SOS

recA, lexA

agrA, agrB, agrC,

‘::;‘Jf;fgn‘:t systeme Agr agrD, hid | RNAIII
globales TCS SaeRS saeR, saeS
(S. aureus) TCS SrrAB SITA, srrB
CodY codY
Virulence génes de la capsule 15 génes ° |
(L. garvieae) hémolysines 3génes® |

Division cellulaire / cluster dew

mraZ, mraW

Homéostasie des métaux

perR, fur

APPROCHE GLOBALE

Voie Description Génome * Transcriptome 2
métabolique L. garvieae S. aureus L. garvieae| S. aureus
Synthése du POX pox cidC ’

H,0, SOD SodA SodA, sodM SodA

catalase (KatA) e katA , katA
Dégradation du peroxyrédoxine ahpC, ahpF ahpC ou ahpF
H,0, systémes antioxydants trxA, trxB, grx, gshR i
glutathion peroxydase gpx/ gpo
Dégradation des autres peroxydes

c¢lpC ou clpP

agrA | RNAII,
hid | RNAIII
saeR ou saeS
srrA ou srrB
codY

| mraZ, mraW

° les cases grisées correspondent a des génes dont I’étude a été jugée peu pertinente
compte tenu de I’étude bibliographique.
® selon Morita et al. (2011) et Miyauchi et al. (2012).
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METHODOLOGIE
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La méthodologie relative aux résultats décrits dans les publications est disponible dans la section
« Materials and Methods » des articles concernés issus de ce travail de thése. Les paragraphes
suivants détaillent plutdt la méthodologie relative aux résultats peu ou pas décrits dans ces
publications, concernant :

- I) les parametres généraux (description, choix),

- 1) le suivi de I’évolution de la croissance des souches bactériennes et de la concentration en
peroxyde d’hydrogéne au cours du temps (méthodologie relative a tous les chapitres de résultat,
et surtout le chapitre 1),

- III) la détermination de la réponse de S. aureus a son inhibition provoqué par L. garvieae
(méthodologie relative au chapitre 2 des résultats),

- IV) la détermination des mécanismes de L. garvieae impliqués dans 1’antagonisme vis-a-vis de

S. aureus (méthodologie relative au chapitre 3 des résultats).

1. Parameétres généraux des expérimentations en culture

Les parametres généraux sont résumés dans le tableau 15 et détaillés dans les paragraphes

suivants. Sauf contre-indication, les cultures ont toutes été réalisées dans ces conditions.

Tableau 15. Parameétres et conditions de culture utilisés lors de ces travaux de thése.

Parameétre / Condition Détails

Souches bactériennes

L. garvieae N201 isolée de fromage de Saint-Nectaire (Alomar, 2007)

S. aureus SA15 isolée de lait cru (Alomar, 2007)

S. aureus MW2 isolée d’infections humaines
Milieu

BHI bouillon Brain-Heat Infusion (Biokar Diagnostic, Pantin, France)
Température

30°C incubation dans un Infors HT Minitron (Infors AG, Bottmingen, Suisse)

Temps d'incubation
Oh,3h,6h,9h,24h

Inoculations ‘
S. aureus SA15 / MW2 10° cellules / mL
L. garvieae N201 10 cellules / mL
Volume de culture
50 mL
Niveau d'aération
Faible tubes de 50 mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), sans agitation
Elevé erlenmeyers de 250 mL, agitation orbitale a 250 rpm
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I.1. Souches et génomes disponibles

Les expériences ont ¢té réalisées sur une souche de L. garvieae, la souche N201 isolée de
fromage de Saint-Nectaire (Alomar, 2007), et deux souches de S. aureus, la souche SA15 isolée
de lait cru (Alomar, 2007) et la souche MW?2 isolée d’infections humaines et fournie par S. Even
(UMR1253 STLO, INRA).

Le génome de la souche L. garvieae N201 a été séquencé par une approche métagénomique (cf.
IV.1.1). Le génome de la souche S. aureus MW2 est disponible sous le numéro RefSeq
NC 003923.1. Le génome de la souche S. aureus SA15 a été séquencé au cours de ce travail de
these (cf. II1.1.1.) mais les données issues du séquencage de S. aureus SA15 n’ont pas encore été

soumises aux bases de données du NCBI.

I.2. Bouillons de culture et milieux solides utilisés

La préparation des milieux utilisés lors de ce travail de thése a été réalisée selon les spécifications

des fabricants et est détaillée en annexe 2.

I.3. Précultures

Avant chaque expérience, des précultures ont été préparées selon le mode opératoire suivant.
A partir de cryotubes de L. garvieae N201, S. aureus SA15 et S. aureus MW2 stockées a -80°C,
des cultures de 10 mL ont été inoculés en bouillon M17 (L. garvieae) ou BHI (S. aureus). Ces
cultures ont ét¢ incubées ~ 20 h a 30°C (L. garvieae) ou a 37°C (S. aureus) puis étalées
respectivement en milieu solide BHI ou BP. Des colonies isolées de chaque souche bactériennes
ont été prélevées et ont été ensemencées dans 10 mL de bouillon M17 (L. garvieae) ou BHI (S.
aureus). Ces cultures ont été incubées ~ 20 h a 30°C (L. garvieae) ou a 37°C (S. aureus). Chaque
culture a ensuite servi a inoculer 80 mL bouillon BHI a hauteur de 10%. Ces cultures ont été
incubées ~ 20 h a 30°C (L. garvieae) ou a 37°C (S. aureus). La concentration cellulaire de ces
cultures a été¢ déterminée avec une cellule de Petroff-Hauser. Ces précultures ont été utilisées

pour les inoculations nécessaires aux cultures bactériennes des expériences réalisées.
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I.4. Choix des parametres

Nous avons choisi d’étudier I’antagonisme de L. garvieae contre la croissance de S. aureus
essentiellement in vitro, en milieu BHI, pour plusieurs raisons :
- ¢éviter des effets liés a la complexité d’une matrice alimentaire pour mieux cibler
directement 1’étude de I’interaction entre les deux bactéries,
- le BHI est un milieu riche non-limitant pour la croissance des bactéries,
- le H,O; y joue un rdle important dans 1’inhibition (Delbes-Paus et al., 2010),
- les parameétres modulant I’inhibition ont été caractérisés dans ce milieu (Alomar et al.,
2008a, 2008Db).
Nous avons également tamponné le milieu a pH = 7, dans le but de s’affranchir du phénoméne
d’acidification dont le role dans I’inhibition semble mineur (Alomar et al., 2008b). Le choix
d’incuber les cultures & 30°C durant 24 h et d’inoculer L. garvieae N201 a 10’ UFC.mL™" avait
pour but d’utiliser des parameétres proches d’étapes de fabrication fromagere, tout en garantissant
une inhibition de S. aureus par L. garvieae assez forte pour étre exploitée (Alomar et al., 2008a).
L’inoculation de S. aureus 4 10° UFC.mL™" avait pour but de conserver, malgré I’inhibition par L.
garvieae, une population suffisante de S. aureus (Alomar et al., 2008a) pour permettre

I’exploration des mécanismes de réponse de S. aureus.

II.  Suivi de I’évolution de la croissance de S. aureus et L. garvieae et de

la concentration en peroxyde d’hydrogéne au cours du temps

Meéthodologie relative aux résultats du chapitre 1, 2 et 3

La méthodologie compléte expliquant ces suivis est décrite dans les paragraphes de « Materials
and Methods » des articles :
- Atrticle n°1 : Delpech et al., Food Microbiology, 2015 (disponible a la suite du chapitre 2)
- Article n°3 : Delpech et al. en cours de soumission (disponible a la suite du chapitre 3)
Les paragraphes suivants précisent la méthodologie utilisée pour réaliser le suivi de la croissance

des souches bactériennes et la mesure de la concentration en H>O; a partir de chaque culture.
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IT.1. Suivi de croissance des souches bactériennes

A la fin des durées d’incubation, 10 mL de chaque culture ont été prélevés et malaxées dans un
« stomacher » de laboratoire MiniMix® 100 W CC® (Interscience, Saint Nom la Bretéche,
France) a 12 coups.sec’ durant 4 min, afin de séparer les agrégats cellulaires. Une série de
dilutions au 1/10° a été réalisée dans du liquide de Ringer (VWR Chemicals, VWR International,
Radnor, Pennsylvanie, USA). Ensuite, 100 pL de chaque dilution ont été étalés au rateau sur

boite de Pétri dans un milieu solide permettant leur dénombrement :

- milieu BHI pour dénombrer les colonies de L. garvieae N201: le fort écart de
concentration cellulaire, ainsi que les différences visuelles entre les types de colonies
(taille, couleur, forme), a permis de facilement distinguer les colonies correspondant a L.
garvieae de celles de S. aureus.

- milieu BP pour dénombrer les colonies de S. aureus SA15 ou MW2 : milieu sélectif pour
les staphylocoques permettant également de différencier les staphylocoques a coagulase-
positive grace a la formation de halos.

Les boites de Pétri ont ensuite été placées a 1’étuve a 30°C (L. garvieae) ou 37°C (S. aureus)
durant 48 h puis les colonies ont ét¢ dénombrées visuellement. La concentration cellulaire des
cultures de départ a ensuite été déterminée a partir des comptages de boites contenant au moins

30 colonies et au plus 300 colonies selon le calcul :

nombre de colonies X facteur de dilution X 10 (dilution a l'étalement)

IT.2. Mesure de la concentration en H;O, dans les cultures

A la fin des durées d’incubation, 10 mL de chaque culture ont été prélevés et centrifugés a 9600 x
g durant 10 min a 4°C. Les surnageants ont été prélevés. Dans un tube eppendorf ont été
mélangés dans 1’ordre :

- 100 pL du surnageant

- 100 pL de 4-aminoantipyrine a 4 mg.mL" (Sigma-Aldrich)

- 750 uL de tampon phosphate Na,HPO4/NaH,PO, a 0.1 M et pH = 7 (Sigma-Aldrich)

- 20 puL de phénol saturé a I’eau (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, California, USA)

- 30 pL de peroxydase du raifort de type VI-A a ~1000 U.mL™" (Sigma-Aldrich) en solution dans
du tampon phosphate a pH =6

83



Apreés mélange par retournement, la concentration en peroxyde d’hydrogéne a été calculée par
mesure de la DOsps du mélange et comparaison a une courbe étalon. Cette courbe étalon a été
¢tablie a partir d’une solution de peroxyde d’hydrogéne a 30% (Sigma-Aldrich) diluée dans du
BHI a des concentrations de 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 3 mM et 5 mM. Régulicrement, la
concentration de la solution-mére de peroxyde d’hydrogeéne a été mesurée par titrage (cf.

protocole en annexe 3). Elle est restée stable a 30% durant les 3 années de ce travail de these.

III. Détermination de la réponse de S. aureus a son inhibition par L.

garvieae

Meéthodologie relative aux résultats du chapitre 2
La méthodologie compléte expliquant ces suivis est décrite dans les paragraphes de « Materials

and Methods » de I’article n°1 (disponible a la suite du chapitre 2). Les paragraphes suivants

décrivent la méthodologie relative aux résultats complémentaires.

ITI.1. Approche génomique (partie TI)

I11.1.1. Séquencage de la souche S. aureus SAl5

L’ADN de la souche S. aureus SA15 a été extrait a partir de cultures de nuit en utilisant le kit
QIAamp DNA Mini (Qiagen, Venlo, Pays-Bas), en suivant le protocole fourni avec le kit. Le
séquencage a ¢été réalisé par la plateforme Get-Plage (INRA de Toulouse) en utilisant un
séquenceur MiSeq (Illumina Inc., San Diego, California, USA) et en générant des reads « paired-
end » (séquencés depuis les deux extrémités du fragment) de 250 pb (paires de bases). Le génome
de S. aureus MW?2 a été utilisé en tant que référence pour 1’alignement. Les scores de qualité des
bases des reads ont été calculés a D'aide du logiciel FastQC du Babraham Institute
(http://www .bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), confirmant la bonne qualit¢ du
séquencage (données non montrées). Afin d’améliorer I’assemblage, le logiciel FLASH (Mago¢
and Salzberg, 2011) a été préalablement utilisé pour combiner les reads se chevauchant, générant

des fragments de taille variable (en moyenne environ 400 pb). L’assemblage a ¢été réalisé en
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utilisant 1’algorithme SPAdes (Bankevich et al., 2012), générant 50 contigs. L’annotation a été

réalisée a I’aide du logiciel Prokka (Seemann, 2014).

IIT.1.2. Recherche de genes de S. aureus potentiellement

impliqués dans 1’inhibition par L. garvieae
Suite a I’analyse bibliographique, une liste de génes potentiellement impliqués dans la réponse de
S. aureus a ’antagonisme de L. garvieae ou dans la virulence de S. aureus potentiellement
modulée par L. garvieae a été établie : cidC, sodA, sodM, katA, ahpC, ahpF, trxA, trxB, grx,
gshR, gpo | gpx, osmC | ohr, noxA, noxB, noxE, lox / IctO, hrcA, sigB | rpoB, ctsR, groES, groEL,
dnak, dnal, grpE, hfq, ybeY, clpA, clpB, clpC, clpD, clpE, clpL, clpQ, clpP, clpY, clpX, recA,
lexA, codY, agrA /| RNAIL, hid / RNAIL, perR, fur, mraZ, mraW.
Les séquences de ces génes au format FASTA ont été récupérées sur le site du NCBI concernant
les souches S. aureus subsp. aureus NCTC 8325 (RefSeq : NC _007795.1). Ces séquences ont été
alignées par BLASTn sur les génomes de S. aureus SA15 (génome non-publié) et S. aureus
MW?2 (RefSeq : NC 003923.1) en utilisant les parameétres de 1’algorithme programmés par défaut
sur le site du NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome). Un gene a été
considéré comme présent dans les souches de S. aureus SA15 et MW2 a partir d’une couverture

minimale de 80% et d’une identité minimale de 70%.

IIT1.1.3. Recherche de genes de S. aureus SAl5 et MW2 uniquement

identifiés dans 1’une des deux souches

Les CDS (« Coding Sequence ») de S. aureus SA15 ont été récupérées grace a 1’annotation du
génome (cf. III.1.1.). Les CDS de S. aureus MW?2 ont été récupérées sur le site du NCBI. Afin
d’identifier les geénes présents dans le génome de S. aureus SA15 mais pas dans celui de S.
aureus MW2, les CDS du génome de S. aureus SA15 ont ét¢ alignées sur le génome de S. aureus
MW?2 en utilisant les paramétres par défaut de 1’algorithme BWA-MEM, optimisé pour
I’alignement de reads longs (> 70 pb) et a forte homologie avec le génome de référence
(http://bio-bwa.sourceforge.net/). Afin d’identifier les génes présents dans le génome de S. aureus

MW?2 mais pas dans celui de S. aureus SA15, la manipulation inverse a été réalisée. La fiabilité
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des résultats a été validée par BLASTn sur une dizaine de CDS identifiées comme spécifiques a

S. aureus SA15 ou MW2.

IIT.2. Approche phénotypique (partie III)

II1.2.1. Détermination de la vitesse d’élimination du H>O,

Cingq cultures pures de S. aureus SA15 et cinq cultures pures de S. aureus MW?2 ont été incubées
sous un niveau d’aération élevé. Lorsque la DOgg atteignait 0,1, des injections de peroxyde
d’hydrogene (Sigma-Aldrich) ont été réalisées pour chaque souche a des concentrations de 0, 0,5,
1, 2 ou 4 mM. Puis, toutes les cultures ont été replacées dans I’incubateur. Apres 0, 30, 60 et 120
min, 1 mL de chaque culture a été prélevé et immédiatement centrifugé a 9600 x g durant 10 min.
La concentration en peroxyde d’hydrogeéne dans chaque surnageant a ét¢ dosée comme décrit
précédemment (IL.2.).

La vitesse d’élimination a été établie pour chaque intervalle de temps (0 a 30 min, 30 a 60 min,
60 a 120 min) selon le calcul :

[H,0,] au temps 1 — [H,0,] au temps 2

vitesse d'élimination =
temps 2 — temps 1

IV. Détermination des mécanismes de L. garvieae impliqués dans

I’antagonisme vis-a-vis de S. aureus

Méthodologie relative aux résultats du chapitre 3
La méthodologie de I’approche génomique est décrite dans 1’article n°2 : genome announcement
de Bornes et al., pas encore soumis (disponible apres la partie I du chapitre 3). La méthodologie
de I’approche transcriptomique et phénotypique est décrite dans les paragraphes de « Materials
and Methods » de I’article n°3 (disponible a la suite du chapitre 3). Les paragraphes suivants

décrivent la méthodologie relative aux résultats complémentaires.
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IV.1l. Approche génomique (partie 1)

IV.1.1. Séquencage de la souche L. garvieae N201

Le génome de la souche L. garvieae N201 a été séquencé en amont de ce projet de these lors
d’une approche métagénomique (Almeida et al., 2014). Le projet de séquencage a été référencé
(GOLD project ID : Gp0034836) mais les données n’ont pas encore €té soumises sur les bases de
données du NCBI. Divers traitements informations ont été réalisées durant ce travail de thése et
sont explicités dans le genome announcement de Bornes ef al., pas encore soumis, disponible

apres la partie I du chapitre 3.

IV.1.2. Recherche de géenes de L. garvieae N201 potentiellement

impliqués dans 1’antagonisme vis-a-vis de S. aureus

La méthodologie utilisée est similaire a celle exposée paragraphe III.1.1. de la section
« Méthodologie » concernant S. aureus SA1S5 et S. aureus MW?2, avec quelques modifications.
Excepté les régulateurs de la virulence (agrd / RNAII et hld / RNAIII) et les genes de division
cellulaire (mraZ et mraW), les génes recherchés dans le génome de L. garvieae N201 ont été les
mémes que ceux recherchés dans le génome de S. aureus SA15 et MW2. La pyruvate oxydase
pox des lactocoques a ¢été recherchée a la place de la pyruvate oxydase cidC des staphylocoques.
Les séquences génétiques des geénes ciblés ont été récupérées au format FASTA a partir de la
souche de L. lactis 11403 (RefSeq: NC_002662.1). Lorsque ces génes n’étaient ni présents ou
bien annotés dans le génome de L. lactis 11403 (genes : ohrA, ohrR, perR, lexA), les séquences ont

été récupérées a partir du génome de B. subtilis subsp. subtilis str. 168 (RefSeq : NC _000964.3).

IV.1.3. Recherche de bactériocines dans le génome de L.

garvieae N201

Le génome de L. garvieae N201 au format FASTA a été soumis pour analyse au logiciel en ligne
BAGEL3 (http://bagel2.molgenrug.nl/index.php/bagel3). Les résultats ont ¢été validés par

BLASTn des séquences génétiques identifiées comme codant pour des bactériocines.
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IV.1.3. Détermination de génes de virulence potentiels de L.

garvieae N201, Lg2, L. lactis 111403, Streptococcus pneumoniae

R6, S. aureus SAl5 et MW2

La présence de geénes de virulence répertoriés dans la base de donnée VFDB (« Virulence Factors
DataBase » : http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm) a été recherchée dans les génomes de L. garvieae
N201, Lg2 (RefSeq: NC 017490.1), L. lactis 111403, Streptococcus pneumoniae R6 (RefSeq :
NC 003098.1), S. aureus SA15 et MW2 en utilisant les parameétres de 1’algorithme BLASTx
programmés par défaut sur le site du NCBI. La présence des génes codant pour les hémolysines
LCGL 0323 / LCGL_RS11635 (gene ID : 12478867), LCGL 0597 / LCGL_RS12985 (gene ID :
12479143) et LCGL 0374 / LCGL_RS11890 (gene ID : 12478919) et des 15 génes appartenant au
cluster de la capsule de L. garvieae Lg2 (gene ID de 12478977 a 12478992) a également été
recherchée par BLASTn.

IV.2. Approche transcriptomique (partie II)

IV.2.1. Préparation des échantillons en vue du RNA sequencing

Les échantillons biologiques utilisés correspondaient a des cultures pures de L. garvieae ou co-
culture de L. garvieae + S. aureus SA15, sous un niveau d’aération faible ou élevé, apreés 9 h, et
sont décrits dans 1’article n°3 (disponible a la suite du chapitre 3). La déplétion préliminaire des
ARNTr a été effectuée en utilisant un kit Magnetic Ribo-Zero pour bactéries & Gram * (fabricant
au moment du travail : tebu-bio Sas, Le-Perray-en-Yvelines, France ; fabricant actuel : [llumina
Inc.) car la plateforme MGX (Montpellier GenomiX) ne pouvait pas réaliser cette étape. Le
protocole fourni par le fabricant a été utilisé avec une modification : la déplétion des ARNTr a été
effectuée deux fois par échantillon d’ARN. Le protocole utilis¢é complet est disponible en

annexe 4.
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IV.3. Approche phénotypique (partie III)

IV.3.1. Détermination du potentiel d’oxydo-réduction dans les

cultures de L. garvieae N201 et S. aureus SAIl5

Le potentiel d’oxydo-réduction a été mesuré au court du temps grace a un systéme CINAC
(Alliance Instruments, AMS France, Frépillon, France). Cependant, les conditions utilisées pour

les autres expériences n’ont pas pu étre correctement reproduites dans cette expérience.

La condition d’aération élevée décrite dans la méthodologie, en 1., n’a pas pu étre reproduite car
les sondes de I’appareil ne pouvaient correctement entrer dans 1’incubateur a cause des cables et
que la fragilit¢ des sondes empéchait une agitation élevée sur plateau. Plusieurs conditions
proches ont été testées : en bouteille Schott ou erlenmeyers, avec agitation dans un bain-marie
agitant ou grace a un barreau magnétique. Aucun résultat « satisfaisant » comparé a la condition
d’aération élevée utilisée dans les autres expériences n’a été obtenu : la concentration en

peroxyde d’hydrogene dans les cultures contentant L. garvieae était faible, voire indétectable.

La condition d’aération faible décrite dans la méthodologie, en 1., n’a pas pu étre reproduite car
les sondes ne pouvaient étre placées de maniere hermétique dans les tubes de 50 mL (pas
d’ouverture, sondes trop longues). Une condition proche a ainsi été utilisée : incubation de 500
mL de culture dans des bouteilles Schott de 500mL, sans agitation, au bain-marie a 30°C. Le bon

maintien de la température et du pH durant I’expérience a été vérifié par le systéme CINAC.

Ainsi, I’évolution du potentiel d’oxydo-réduction dans des cultures pures et co-cultures de L.
garvieae N201 et S. aureus SA15 et dans du BHI non-inoculé a été déterminé durant 24 h dans
les conditions décrites dans le paragraphe I. de la section « Méthodologie », en condition
d’aération faible avec les modifications décrites dans le paragraphe précédent. Excepté pour la

culture pure de L. garvieae N201 (duplicat), les suivis n’ont été réalisés qu’une seule fois.

IV.3.2. Effet d’un surnageant de co-culture sur la croissance

de S. aureus en bouillon de culture

La méthodologie de cette expérience a été explicitée dans le dernier paragraphe de la section
« Materials and Methods » de ’article n°3 (disponible a la suite du chapitre 3), mais un exemple
de protocole utilis¢ est également disponible en annexe 5. Cet exemple concerne 1’étude de 1’effet

de surnageants de co-culture de L. garvieae / S. aureus SA15, culture pure de L. garvieae ou de
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BHI non-inoculg, non-traités ou traités a la protéinase K ou a la pronase E ou aux deux enzymes
(seul le dernier traitement a été discuté dans ce manuscrit), sur la croissance d’une culture pure de

S. aureus.

90



RESULTATS

Les résultats sont divisés en trois chapitres.

Le chapitre 1 présente les résultats de suivis de croissance et de concentration en H,O, pour des
cultures de L. garvieae ou S. aureus (deux souches différentes) en interaction ou non et sous un
niveau d’aération faible ou élevé.

Le chapitre 2 présente les résultats traitant de la réponse de S. aureus (deux souches différentes)
a ’antagonisme engendré par L. garvieae.

Le chapitre 3 présente les résultats concernant les mécanismes de L. garvieae impliqués dans cet
antagonisme vis-a-vis de S. aureus.

Ces résultats ont fait 1’objet de trois articles, décrits dans les chapitres et parties concernées.
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Chapitre 1

Croissance de S. aureus et L. garvieae en

interaction sous différents niveaux d’aération

93



Chapitre 1

Croissance de S. aureus et L. garvieae en interaction

sous différents niveaux d’aération

La maitrise et I’optimisation des processus de biopréservation nécessite de mieux comprendre les
mécanismes d’interaction microbienne sous-jacents. Ainsi, ce travail de thése visait & mieux
caractériser I’antagonisme de Lactococcus garvieae contre la croissance de Staphylococcus
aureus. Cet antagonisme a déja été observé en fromage, en lait et in vitro (Alomar et al., 2008a,
2008b; Delbes-Paus et al., 2010). Le niveau d’aération des cultures peut moduler cet antagonisme
in vitro (Delbes-Paus et al., 2010).

Dans ce chapitre, les résultats de 1’étude de la croissance des deux acteurs de I’antagonisme en
interaction ou non et selon différents niveaux d’aération sont décrits. Deux souches de S. aureus
ont ét¢ comparées : la souche laitiere SA15 sur laquelle I’inhibition par L. garvieae a été
initialement observée et étudiée (Alomar et al., 2008a, 2008b; Delbes-Paus et al., 2010), et la
souche humaine pathogéne MW?2 sur laquelle I’inhibition par L. lactis a fait 1’objet de plusieurs
publications (Cretenet et al., 2011; Even et al., 2009; Nouaille et al., 2014, 2009).

Les résultats issus de ce travail, couplés a ceux du chapitre 2, ont fait ’objet d’un article paru en

2015 dans Food Microbiology :

Article n°1 : Food Microbiology (2015)

« Staphylococcus aureus transcriptomic response to inhibition by H,0,-producing
Lactococcus garvieae »

Pierre Delpech, Stéphanie Bornes, Elina Alaterre, Muriel Bonnet, Genevieve Gagne, Marie-Christine
Montel, Céline Delbés
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I.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est disponible dans les chapitres 1. et II. de la section
« Méthodologie » du manuscrit ainsi que dans les paragraphes 2.1 et 2.3 de I’article n°I,

disponible a la suite du Chapitre 2.

1.2. Résultats

Nous avons déterminé I’évolution de la concentration cellulaire de L. garvieae N201 et S. aureus
SAT1S5 dans les conditions de culture explicitées en méthodologie : in vitro (BHI), 30°C, durant 24
h, sous un niveau d’aération élevé ou faible, en culture pure ou en co-culture. Les moyennes pour
trois réplicats biologiques sont exposées Figure 8 (les valeurs sont ¢galement indiquées dans le
tableau 2 de I’article n°1, disponible a la suite du chapitre 2).

La croissance de L. garvieae N201 n’a jamais été affectée ni par le niveau d’aération ni par la
présence de S. aureus SA15 ou de S. aureus MW2.

La croissance de S. aureus SA15 a été fortement inhibée sous un niveau d’aération élevé par la
présence de L. garvieae, S. aureus atteignant une concentration cellulaire minimale a 9 h. Sous un
niveau d’aération faible, une inhibition de S. aureus par L. garvieae a également été observée,
mais plus modérée que sous un niveau d’aération ¢élevé. L’inhibition maximale sous un faible
niveau d’aération a été plutot observée apres 24 h. Les résultats étaient en adéquation avec les
résultats déja obtenus dans le cadre de I’interaction entre L. garvieae N201 et S. aureus SA15
(Alomar et al., 2008a, 2008b; Delbes-Paus et al., 2010).

Concernant S. aureus MW?2, les profils d’inhibition de croissance étaient similaires a ceux
observés pour S. aureus SA15. Cependant, sous un niveau d’aération €levé, S. aureus MW2 a été
significativement moins inhibé que S. aureus SA1S, suggérant une meilleure résistance a
I’inhibition sous aération de cette souche. Sous un niveau d’aération faible, ’inhibition de S.
aureus SA15 et S. aureus MW?2 par L. garvieae N201 a été similaire.

Ces résultats ont révélé deux profils d’inhibition différents des deux souches de S. aureus étudiés,
suggérant une sensibilité différente a ’antagonisme de L. garvieae. Le candidat principal pour
expliquer I’inhibition de croissance étant le peroxyde d’hydrogene, la concentration en H,O, a été

mesurée dans toutes ces cultures a 0 h, 6 h, 9 h et 24 h.
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Figure 8. Croissance de L. garvieae N201, S. aureus SA15 ou MW2 en
culture pure (traits pleins) ou co-culture avec 'autre espéce bactérienne
(pointillés) durant une cinétique de 24 h sous aération élevée ou sous
aération faible. Concernant la croissance de L. garvieae, les pointillés
rouges correspondent a la co-culture avec S. aureus MW2, les résultats
en co-culture avec S. aureus SA15 ont été similaires.
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Les différences significatives (p-value < 0,05) calculées a 0 h, 3 h, 6 h, 9 h et
24h sont indiquées par un astérisque.

Le peroxyde d’hydrogeéne a ¢été détecté uniquement a partir de 6 h dans les cultures ou L.
garvieae ¢€tait présent et sous un niveau d’aération €levé. Les résultats pour ces conditions sont

exposés en Figure 9.
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Figure 9. Concentration en peroxyde d’hydrogéne (en mM) mesurée dans les cultures
sous aération de L. garvieae N201 inoculé seul (en bleu) ou en co-culture avec S.
aureus SA15 (en vert) ou MW2 (en rouge) a 6 h, 9 h et 24 h.
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Pour chaque temps aucune différence significative n’a été observée entre les
mesures des trois types de culture.

La concentration en H,0, a atteint un pic a 9 h a environ 1,5 mM selon les cultures, concomitant
avec la concentration minimale de S. aureus observée en co-culture sous aération. La présence de
S. aureus SA15 ou MW?2 n’a pas affecté significativement la concentration en H,O,. Cependant,
la concentration en H,O, tendait a diminuer dans les co-cultures, plus particulierement avec S.
aureus MW2. De plus, la différence entre la concentration en H,O, mesurée dans la culture pure
et celle mesurée dans les co-cultures ¢€tait significativement plus faible concernant la co-culture

contenant S. aureus SA15 comparé a celle contenant S. aureus MW2 apres 9 h et 24 h de culture.

1.3. Conclusion

Ces premiers résultats concernant I’étude de 1’effet de I’interaction bactérienne et de I’aération
sur la croissance de L. garvieae et de deux souches de S. aureus et la concentration en H,O, ont
permis de révéler que :

- lacroissance de L. garvieae N201 n’a été modifiée ni par I’aération ni par S. aureus,

- la production de H,O, par L. garvieae N201 a été¢ fortement induite par un niveau

d’aération ¢élevé (non détectable sous un niveau d’aération faible),
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- la concentration en peroxyde d’hydrogéne pourrait étre Iégérement amoindrie par la
présence de S. aureus (surtout MW?2),

- la croissance de S. aureus (SA15 et MW2) a été inhibée par la présence de L. garvieae
quel que soit le niveau d’aération mais plus fortement lorsque I’aération était ¢levée,

- la croissance de S. aureus MW2 est moins fortement inhibée que celle de S. aureus SA15

sous un niveau d’aération élevé.

Concernant S. aureus, ces expériences ont permis de suggérer une réponse différente des deux
souches de S. aureus a I’inhibition engendrée par L. garvieae sous un niveau d’aération élevé.
Deux hypothéses pourraient étre envisagées. Premi¢rement, S. aureus MW?2 pourrait dégrader
plus efficacement le peroxyde d’hydrogeéne que S. aureus SA15. Cette hypothése est appuyée par
le fait que la concentration en H,O, dans la co-culture L. garvieae / S. aureus MW?2 tende a étre
moins €levée que dans la co-culture L. garvieae / S. aureus SA15. Secondement, S. aureus MW?2
pourrait mieux résister a 1’inhibition provoquée par la présence de H,O, que S. aureus SA15, ce
qui pourrait €tre dii @ une expression différente des genes de réponse au H,O, ou de réponse au
stress. Ces hypotheses ont été testées dans le chapitre 2.

Concernant L. garvieae, le peroxyde d’hydrogene jouant un role clef dans I’inhibition de S.
aureus, dépendant du niveau d’aération, son métabolisme chez L. garvieae doit étre caractérisé.
En effet, plusieurs questions restent en suspens :

Est-ce que la plus forte production de H,O, sous un niveau d’aération élevé s’explique par une
modulation de I’expression des genes liés a ce métabolisme ? Est-ce que I’inhibition de S. aureus
provoquée par L. garvieae est due a des mécanismes moléculaires induits par la présence de S.
aureus ou exprimés également en culture pure ?

De plus, il est intéressant de noter que cette bactérie a été capable d’inhiber S. aureus en absence
d’aération alors que le peroxyde d’hydrogeéne n’avait pas été détecté. Ces résultats appuient
I’hypothese de I’'implication d’au moins un effecteur différent du H,O, dans cette inhibition,

suggérée par Delbes-Paus et al. (2010). Ces diverses hypotheses ont été testées dans le chapitre 3.
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Chapitre 2

Réponse de S. aureus a 'inhibition de

croissance causée par L. garvieae
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Chapitre 2

Réponse de S. aureus a 1’inhibition de croissance causée par L. garvieae

Les résultats du chapitre 1 ont permis de conclure que la réponse de S. aureus a 1’inhibition par L.
garvieae pouvait varier selon la souche, et suggérer ainsi des mécanismes de défense vis-a-vis de
cette inhibition différents entre la souche S. aureus SA15 et MW2. L’étude bibliographique a
permis d’identifier plusieurs acteurs moléculaires potentiellement impliqués dans cette réponse.
Dans une premiére partie, nous avons recherché les différences entre le génome de ces deux
souches de S. aureus, particuliecrement au niveau des geénes potentiellement impliqués dans la
réponse a I’inhibition par L. garvieae. Dans une deuxiéme partie, I’expression de ces acteurs
moléculaires en fonction du niveau d’aération et de la présence de L. garvieae a été déterminée
afin de mieux comprendre les mécanismes de défense de S. aureus et d’identifier des différences
de régulations entre les deux souches expliquant leur différence d’inhibition. Dans une troisiéme
partie, nous avons effectué une description phénotypique de la réponse au peroxyde d’hydrogene
(dégradation et survie) par les deux souches de S. aureus afin d’expliquer leur différence et de
faire le lien avec les mécanismes mis en avant par I’approche génomique et transcriptomique.

L’approche transcriptomique couplée a la description phénotypique ont fait 1’objet d’un article

paru en 2015 dans Food Microbiology :

Article n°1 : Food Microbiology (2015)

« Staphylococcus aureus transcriptomic response to inhibition by H202-producing
Lactococcus garvieae »

Pierre Delpech, Stéphanie Bornes, Elina Alaterre, Muriel Bonnet, Geneviéve Gagne, Marie-Christine
Montel, Céline Delbés
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PARTIE I : APPROCHE GENOMIQUE

I.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est disponible dans le paragraphe IIl.1. de la section

« Méthodologie » du manuscrit.

1.2. Résultats

Afin de mieux identifier des mécanismes potentiels pouvant expliquer les différences de
croissance entre les deux souches de S. aureus en présence de L. garvieae, il était nécessaire
d’analyser le génome des deux souches de S. aureus étudiées. Le génome de la souche MW?2 était
disponible (référence NCBI : NC 003923.1). Pour ce projet, nous avons également séquencé et
annoté le génome de la souche SAI15. Celui-ci comporte 2639 geénes (donc 2567 identifiés
comme codants) répartis dans 50 scaffolds pour une longueur totale de 2,8Mb et un G-C% de
32,8%. Aucun plasmide n’a été identifié. Ces résultats sont dans la norme des données

disponibles pour les souches déja séquencées de S. aureus.

Les données issues de ce séquencage de S. aureus SA15 et du génome déja disponible de S.
aureus MW?2 nous ont permis dans un premier temps d’identifier les geénes présents dans les
génomes des deux souches et potentiellement impliqués dans la réponse a L. garvieae. Les
principaux genes de régulation de la virulence ont également été recherchés, 1’expression de
ceux-ci pouvant étre modulée par la présence de L. garvieae. Dans un deuxiéme temps, les
données nous ont permis de comparer le génome des deux souches afin d’émettre des hypothéses

pour expliquer leurs différences en présence de L. garvieae.

Ainsi, nous avons pu valider la présence dans les deux souches de S. aureus des principaux geénes
potentiellement impliqués dans la réponse a 1’antagonisme engendré par L. garvieae (Tableau
16). La liste des genes et voies meétaboliques ciblés a ¢été établie a partir de la synthése

bibliographique présentée précédemment.
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Tableau 16. Geénes

identifiés

dans les souches

de S.

aureus SA15 ou MW?2

potentiellement impliqués dans la virulence et / ou la réponse de S. aureus a L.

garvieae N201.

Fonction

Catégorie de génes

Nombre de génes
identifiés
SA15 Mw2

Dénomination ?

s pyruvate oxydase 1 1 cidC
Synthése du H0, superoxyde dismutase 2 2 sodA, sodM
catalase katA 1 1 katA
alkyl hydroperoxydase 2 2 ahpC, ahpF
thiorédoxine 2 2 trxA1, trxA2
Dégradation du H,0, thiorédoxine reductase 1 1 trxB
glutarédoxine 0 0
glutarédoxine réductase 0 0
glutathion peroxydase 1 1 gpx ou gpo
Dégradation des autres famille osmC / ohr 1 1 osmC
. p hrcA 1 1 hrcA
SRt?g:Lateurs de la réponse au facteur sigma B y y rpoB
ctsR 1 1 ctsR
groES 1 1 groES
groEL 1 1 groEL
dnaK 1 1 dnaK
Chaperonnes dnaJ 1 1 dnaJ
groE 1 1 grpE
hfg 1 1 hfq
ybeY 1 1 ybeY
clpB 1 1 clpB
clpC 1 1 clpC
clpD 0 0
. clpE 0 0
é‘ll'pPases et protéases de type clpQ y y
clpY 0 0
clpX 1 1 clpX
clpL 1 1 cipL
clpP 1 1 clpP
. . recA 1 1 recA
Régulateurs de la réponse SOS JexA y y JoxA
génes agrABCD 4 4 agrABCD
hid /| RNAIII 1 1 hid | RNAIII
Virulence et autres régulations gg:gz gﬂ $8§ 2?3\%3 g g szﬁf\: zfreBS
codY 1 1 codY
entérotoxines 2 6 b
Homéostasie des métaux ?erR 1 1 perR
ur 1 1 fur
. . mraZ 1 1 mraZ
Division cellulaire mraW y y mraw

Les génes ont été identifiés par BLASTn. Excepté les différences au niveau des entérotoxinesb, les
génes identifiés pour les deux souches sont homologues.

® sur la base de l'annotation RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology)

homologies identifiées

genes codant pour des entérotoxines identifiés dans les génomes :

ou des

2 (CetlL) pour SA15 et 6 (A, C,

G/1/Q, H, L, K) pour MW2. La similarité de séquences entre les génes codant I’entérotoxine G, | et Q
n’a pas permis de bien les différencier.
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Normalement absents du génome des staphylocoques, aucun geéne codant pour une NADH
déshydrogénase ou une NADH oxydase n’a été identifié dans les génomes de S. aureus SA15 et
S. aureus MW2 (données non montrées). La consommation en O, via I’ETC (Electron-Transport
Chain, Chaine Respiratoire) pourrait alors étre effectuée via les ménaquinones ou directement les
oxydases terminales. De plus, les deux souches disposent des mémes geénes préalablement
identifiés dans ces mécanismes de défense, que cela soit au niveau de la dégradation du H,O,; et
de la réponse aux stress (dont oxydatif).

Concernant les mécanismes de virulence, elles disposent également des mémes genes
principalement impliqués dans la régulation de la virulence. Néanmoins, la souche S. aureus
SA15 ne dispose que de deux genes codant pour des entérotoxines (C et L). Ces geénes sont
¢galement présents dans la souche MW2, qui en compte quatre supplémentaires (A, G, H et K).
La présence de ces six entérotoxines a été vérifiée et validée par PCR (données non montrées,
amorces issues de Even et al., 2009). Un gene codant pour I’entérotoxine E a également été
identifié¢ dans les deux génomes, mais avec comme référence une séquence « discontinue » de la
base de données du NCBI, c’est-a-dire avec une annotation peu fiable.

La comparaison des deux génomes par mapping des CDS de I’une des souches sur le génome de
I’autre avec I’algorithme BWA-MEM (cf. annexe 6) a permis de confirmer les résultats des
BLASTn au niveau des genes ciblés. Plusieurs genes identifiés dans le génome de MW?2 et non
identifiés dans le génome de SA15 correspondent a des genes de virulence potentiels ou avérés,
suggérant que la souche MW2 serait plus virulente que la souche SA15. Néanmoins, cette
derniere dispose du gene #st/, codant pour la toxine TSST-1, alors que la souche MW2 n’en
dispose pas. Nous avons €galement noté¢ que la souche MW?2 disposait du géne de synthése de
I’hydroxyméthylglutaryl-CoA alors que ce géne était absent du génome de S. aureus SA15. Ce
géne est impliqué dans la voie de synthese de 1’isopentényl-pyrophosphate, principal précurseur
des isoprénoides, et est donc une cible d’antibiotiques contre les staphylocoques en clinique
humaine (Campobasso et al., 2004). La comparaison des deux génomes a ¢galement révélé la
présence de deux transporteurs du cobalt dans le génome de S. aureus MW2, absents de celui de
S. aureus SA15, suggérant des différences dans 1’homéostasie ou ’internalisation du cobalt entre
les deux souches. Cependant, un grand nombre de geénes exclusifs a I’'une ou a I’autre des deux

souches correspondent a des genes d’origine phagique, aux fonctions hypothétiques, mal annotés
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et / ou a des potentiels régulateurs aux cibles encore mal décrites. Une meilleure annotation serait

nécessaire pour mieux identifier les différences génomiques entre les deux souches de S. aureus.

1.3. Conclusion

Ces résultats ont montré que les deux souches de S. aureus étaient proches génomiquement. Ils
suggerent que la différence de réponse a I’inhibition par L. garvieae entre les deux souches
s’expliquerait plutot par des régulations de ces génes que par la présence ou 1’absence de certains
genes importants. Il est ainsi nécessaire d’évaluer les variations transcriptomiques de ces genes
durant I’inhibition par L. garvieae. Le niveau d’expression des entérotoxines communes aux deux
souches (C et L) devra également étre analysé durant I’antagonisme engendré par L. garvieae,
afin de déterminer si la bactérie lactique est capable de moduler ces facteurs de virulence de S.

aureus.
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PARTIE I1 : APPROCHE TRANSCRIPTOMIQUE

II.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est décrite dans les paragraphes 2.4 et 2.5 de I’article n°1,

disponible a la suite du Chapitre 2.

11.2. Résultats

L’expression de 12 génes de S. aureus SA15 et MW2 potentiellement impliqués dans la réponse
a ’inhibition par L. garvieae a été déterminée a 6 h, 9 h et 24 h. Ces geénes ont été choisis grace a
I’étude bibliographique révélant leur role important dans la réponse au H,O,, a I’aération ou a la
présence de L. lactis (cf. Etude bibliographique) et suite a I’analyse des génomes de S. aureus
SALS et S. aureus MW2. Les résultats, couplés a ceux de la partie III, ont été¢ publiés dans Food
Microbiology en 2015 (article n°1, consultable a la suite du chapitre III). Les résultats décrits ci-
dessous concernent les tableaux 3, 4 et 5 de cet article.

Dans un premier temps, nous avons évalué 1’expression dans les deux souches de S. aureus de
genes impliqués de maniere directe dans la résistance au H,O; : katA, sodA et ahpF. Nous avons
alors pu observer une différence significative entre les deux souches. La présence de L. garvieae
induisait une forte répression des principaux genes de réponse au H,O, de S. aureus SA15 katA et
sodA alors que I’expression de ces genes restait stable chez S. aureus MW2. L’expression de
ahpF n’était pas modifiée par la présence de L. garvieae chez S. aureus SA15 alors que ce géne
était surexprimé chez S. aureus MW2. Cela suggére que les activités enzymatiques de S. aureus
impliquées dans la résistance au H>O, pourraient étre diminuées par la présence de L. garvieae,
particuliérement dans le cas de S. aureus SA15. De manicre cohérente, il a déja été observé que
I’activité catalasique de S. aureus SA1S5 était diminuée en co-culture par rapport a une culture
pure (Alomar, 2007). Ainsi, I’expression de ces geénes de résistance au H,O, joue probablement
un réle important dans ’inhibition de S. aureus par L. garvieae.

Dans un deuxiéme temps, nous avons suivi I’expression de geénes de réponse au stress, dont le
stress oxydatif : ctsR, clpC, dnaK. Ces geénes étaient fortement réprimés par 1’aération en

présence de L. garvieae (donc en présence de H,O;) chez les deux souches de S. aureus et
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¢galement réprimés par la présence de L. garvieae concernant S. aureus MW2. La fonction de ces
genes étant importante pour la croissance de S. aureus en condition de stress, entre autres en cas
d’exposition au H,O, (Chatterjee et al., 2005; Kriiger et al., 1994; Singh et al., 2007), nous avons
suppos¢ que la répression de ces genes par L. garvieae pouvait jouer un role important dans
I’inhibition, spécialement en aération et en présence de H,0,.

Troisiémement, nous avons également constaté que les deux premiers génes du cluster dew des
deux souches de S. aureus, mraW et mraZ, étaient fortement réprimés par la présence de L.
garvieae en aération. L’expression de ces geénes étant fortement liée a celle de tout le cluster de
division cellulaire dew (cf. Etude bibliographique), ce résultat suggérait que L. garvieae pouvait
¢galement affecter les mécanismes de division cellulaire dans ces conditions.

Quatriémement, nous avons également observé que L. garvieae pouvait moduler I’expression des
principaux genes de virulence de S. aureus. En effet, la présence de L. garvieae et le niveau
d’aération a fortement modifi¢ 1’expression de agrd / RNAII, hld / RNAIIl mais aussi des
régulateurs codY, srrd et saeS. L’expression des génes codant pour les entérotoxines C et L de S.
aureus SA15 était tres faible comparé a deux de S. aureus MW2. Ces genes étaient réprimés chez
S. aureus MW?2 par la présence de L. garvieae a 9 h, ce qui pourrait induire une baisse de la

production de ces entérotoxines.

1.3. Conclusion

Ces résultats ont permis de proposer trois mécanismes de S. aureus potentiellement impliqués
dans son inhibition par L. garvieae : la réponse au H,O,, la réponse au stress oxydatif et la
division cellulaire. La présence de L. garvieae semble également moduler la virulence de S.
aureus. La différence de réponse transcriptomique des deux souches de S. aureus concernant les
genes de réponse au H,O, a permis de souligner I’importance de cette voie dans la réponse propre
a chaque souche. Deux hypothéses ont alors été formulées pour expliquer ces différences et les

lier aux profils d’inhibition :
- la souche MW?2 aurait de meilleures capacités de dégradation du H,O,,

- la souche MW?2 aurait de meilleures capacités de survie en présence de H,O,.
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PARTIE III : APPROCHE PHENOTYPIQUE

II1.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est disponible dans le chapitre II.2. de la section
« Méthodologie » du manuscrit ainsi que dans le paragraphe 2.2 de I’article n°1, disponible a la

suite du Chapitre 2.

I11.2. Résultats

Afin de vérifier les hypothéses formulées dans la partie II, nous avons évalué la vitesse
d’élimination du H,O; et la survie en présence de H,O, des souches S. aureus SA15 et MW2. Les
résultats, couplés a ceux de la partie II, ont fait I’objet d’une publication dans Food Microbiology

en 2015 (article n°1, disponible a la fin de ce chapitre).

IIT.2.1. Hypothese 1 : vitesse d’élimination du H;0O;

La vitesse d’élimination du H,O, par les deux souches de S. aureus en culture pure aérée a été

évaluée. Les résultats sont exposés tableau 17.

Tableau 17. Vitesse d’élimination du peroxyde d’hydrogene aprés injection de H,0,
dans des cultures aérées de S. agureus SA15 et MW2 a DOgpo=0,1.

Vitesse d'élimination du H,0, (uM.min’l) @
Intervalle de temps 0a30min 30 a 60 min 60 a 120 min
Souche de S. aureus SA15 MW?2 SA15 MW?2 SA15 MW?2
Aprés injection de 0,5 mM de H,0, 4,77 2,75 0,61 0,11 0,05 0,15
Aprés injection de 1 mM de H,0, 12,69 14,13 0,55 0,92 -0,12 0,00
Aprés injection de 2 mM de H,0, 32,68 32,89 4,72 3,86 1,45 0,69
Aprés injection de 4 mM de H,0, 72,04 69,21 12,04 15,49 2,45 4,21

® le calcul correspondant est détaillé dans la section « Méthodologie ». Aucune

différence significative n’a été mise en évidence entre les deux souches pour un
méme intervalle et une méme concentration en H,0, injectée.
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Nous avons ainsi constaté que les deux souches de S. aureus disposaient, en début de phase
exponentielle (DOgpp=0,1), des mémes capacités d’élimination du H,O, a des concentrations

comprises entre 0,5 mM et 4 mM (proches de celles mesurées en co-culture avec L. garvieae).

II1.2.1. Hypothése 2 : survie en présence de H;O,

La survie des deux souches de S. aureus dans les mémes conditions que précédemment (début de
phase exponentielle, aération) a été évaluée 2h aprés exposition a des concentrations en peroxyde
d’hydrogene comparables (de 0,5 mM a 4 mM). Nous avons alors observé que la survie de S.
aureus MW2 a ces concentrations était supérieure a celle de S. aureus SA1S5, confirmant cette

hypothése (article n°1 : figure 1).

1.3. Conclusion

La meilleure capacité de S. aureus MW2 a survivre en présence de H,O, est probablement

responsable de sa plus faible inhibition en présence de L. garvieae comparée a celle de S. aureus

SA1S.
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CHAPITRE 2 : BILAN

Ce travail a permis de souligner I’importance pour S. aureus de ses mécanismes de réponse au
H,0,, dont les acteurs seraient entre autres katA, ahpF et sodA, dans la survie durant I’inhibition
caus€e par L. garvieae. En plus de confirmer I’'importance de cette voie métabolique, nos
résultats ont permis de proposer deux autres mécanismes moléculaires impliqués dans
I’antagonisme de L. garvieae contre S. aureus : 1) la répression par I’aération de génes de réponse
au stress oxydatif pourrait également jouer un role clef en présence de H,O,, ii) la répression de
mraZ et mraW en présence de L. garvieae reflétant probablement celle de nombreux geénes de
division cellulaire suggere un effet inhibiteur de L. garvieae sur la division cellulaire de S.

aureus. La figure 10 résume les résultats discutés précédemment.

Figure 10. Schéma simplifié des trois mécanismes moléculaires proposés menant a
I’inhibition de S. aureus par L. garvieae.
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Growth of the foodborne pathogen Staphylococcus aureus can be inhibited in milk and in cheese by the
hydrogen peroxide-producing Lactococcus garvieae N201 dairy strain. Transcriptomic responses of two
S. aureus strains, the S. aureus SA15 dairy strain and the MW2 human pathogenic strain, to this growth
inhibition were investigated in Brain-Heart Infusion broth under a high or a low aeration level. We
demonstrated that S. aureus MW2 had a higher resistance to L. garvieae inhibition under the high
aeration level: this correlated to a higher survival under hydrogen peroxide exposure. Conversely, the
two strains were similarly inhibited under the low aeration level. Expression of S. aureus genes involved
in response to Hy0» or other stresses as well as in cell division was generally repressed by [. garvieae.
However, differential expressions between the two 5. aureus strains were observed, especially under the
high aeration level. Additionally, expression of virulence-related genes (enterotoxins, regulatory genes)
was modulated by L garvieae depending on the aeration level and on the S. aureus strain. This study led
to new insights into potential molecular mechanisms of S. aureus inhibition by Lactic Acid Bacteria via
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1. Introduction

Staphylococcus aureus is responsible for food poisoning through
the production of enterotoxins (De Buyser et al., 2001; Simeao do
Carmo et al, 2002). In cheese, the European legislation estab-
lished the obligation to evaluate the presence of enterotoxins when
S. aureus level exceeds 10° CFU g~ ! (European Community Regu-
lation No. 852-853/2004). Lactic-Acid Bacteria (LAB) can affect the
development and the virulence of S. aureus in cheeses by modu-
lating the redox potential, the pH or through the production of
inhibitory molecules, e.g. hydrogen peroxide (Alomar et al., 2008a;
Cretenet et al., 2011; Nouaille et al., 2014).

Among these LAB, Lactococcus garvieae, commonly found in
dairy products, can inhibit S. aureus growth in broth, milk, and
cheese made from raw or pasteurized milk (Alomar et al., 2008a,

* Corresponding author. Tel.; +33471456419,
E-mail addresses: pierre.delpech@clermont.inra.fr (P. Delpech), celine.delbes@
clermontinra.fi (C. Delbés).
! Present address: HORIBA ABX SAS, Parc Euromédecine, Rue du Caducée, BP
7290, 34184 Montpellier Cedex 4, France.

hittp://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2015.05.014
0740-0020/@ 20115 Elsevier Ltd. All rights reserved.

2008b; Delbes-Paus et al.,, 2010). This inhibition is neither associ-
ated with acidification nor with competition for amino-acids in
micro-filtered milk (Alomar et al.,, 2008b). The role of hydrogen
peroxide (or derivatives) produced by L. garvieae under aeration has
been demonstrated in vitro (Delbes-Paus et al., 2010). By contrast,
little is known about 5. aureus response mechanisms to interaction
with L. garvieae.

The expression of several S. aureus stress-response genes is
known to be variably modified by an anaerobic shift (Fuchs et al,
2007), by Hz0; presence (Deng et al,, 2014) or by the presence of
another LAB, Lactococcus lactis (Cretenet et al,, 2011; Even et al,
2009). Among these genes, the catalase encoded by katA and to a
lesser extent the peroxiredoxin encoded by ahpC and activated by
AhpF are the major hydrogen peroxide degradation enzymes
(Cosgrove et al., 2007; Mandell, 1975). Additionally, protection
against hydroxyl-radicals generated by H;0; metabolism is
managed by superoxide dismutase (SOD) encoded by sodA
(Karavolos et al., 2003; Mandell, 1975). Consistently, sodA, katA and
ahpC could be crucial for S. aureus growth and survival in the
presence of hydroxyl-radicals under aerated conditions (Cosgrove
et al, 2007; Maalej et al, 2006) or after a stress induction

111



164 P. Delpech et al. / Food Microbiology 51 (2015) 163—170

(Clements et al, 1999). Moreover, the ubiquitous chaperone-
encoding dnaK and the protease-encoding clpC genes (both part
of the CtsR regulon) are clearly related to S. aureus growth in
various stress conditions and especially hydrogen peroxide stress
(Chatterjee et al., 2005; Kriiger et al,, 1994, Singh et al., 2007). These
stress-response genes, and especially H>O,-response genes, may
also be involved in S. aureus transcriptomic response to inhibition
by L. garvieae.

In addition, several cell-division genes belonging to the division
cell wall (dew) cluster are downregulated by the presence of L. lactis
(Cretenet et al., 2011; Even et al,, 2009). This cluster is conserved in
prokaryotes and essential for growth in Escherichia coli (Vicente
et al, 1998). Thus the S. aureus growth inhibition by L. garvieae
may be associated with a reduction of dew cluster expression.

While L. garvieae has primarily been evaluated as a potential
antagonist of S. aureus growth in food, the impact of inhibitory
conditions on S. aureus virulence modulation is still unknown.
Interestingly, L. lactis modifies the expression of several S. aureus
virulence-related genes in cheese (Cretenet et al., 2011) or fer-
menters (Even et al.,, 2009; Nouaille et al., 2014). Among them, the
agr system (agrA/RNAII and hld/RNAIII), a major staphylococcal
regulator of virulence (Abdelnour et al,, 1993; Janzon et al., 1989),
and the codY gene involved in virulence and adaptation to nutrient
availability (Majerczyk et al., 2010; Molle et al., 2003) are repressed
by L. lactis. In addition, CodY regulon is affected by H;0; (Fuchs
et al.,, 2013). The genes (saeR, sae$S, srrA and srrB) encoding the
SaeSR and SrrAB two-component systems (TCS), involved in viru-
lence, physiology and environment adaptation (Liang et al,, 2006;
Novick and Jiang, 2003; Pragman et al, 2007; Throup et al,
2001), are variably affected by L. lactis (Even et al., 2009), by an
aeration shift (Fuchs et al., 2007) or by H,0; (Chang et al., 2006).
S. aureus MW2 sec4 (enterotoxin C) expression, controlled by agrA/f
RNAII (Regassa and Betley, 1992), and sel2? (enterotoxin L) expres-
sion are modified by L. lactis (Cretenet et al., 2011; Even et al., 2009).

To better understand and characterize the mechanisms of
S. aureus growth inhibition in the presence of L garvieae, we
characterized the response of two S. aureus strains to L. garvieae
in vitro, i.e. the SA15 dairy strain and the MW?2 pathogenic human
strain (Baba et al.,, 2002). Based on the literature data reported
above and on preliminary results, we selected fifteen S. aureus
genes known to be regulated by H,05, aeration level or by L. lactis
and potentially involved in S. aureus response to L. garvieae inhi-
bition. Indeed, we determined the expression variations of three
H;0,-response genes (ahpF, katA and sodA), three stress-response
genes (clpC, ctsR and dnaK), two cell-division genes (mraW and
mraZ), five regulators and virulence-related genes (agrA/RNAII,
codY, hld/RNAIII, sae$S and s1TA) and two enterotoxin-encoding genes
(sec4 and sel2?) and investigated their relation with growth inhibi-
tion. To our knowledge, this is the first transcriptomic study con-
cerning S. aureus response in co-culture with an HzOz-producing
LAB.

2. Materials and methods
2.1. Strains and culture conditions

L. garvieae N201 and S. aureus SA15, both isolated from raw milk,
were obtained from the INRA UR545 collection (Alomar et al,
2008a). Human pathogenic S. aureus MW2 strain (RefSeq:
NC_003923.1) was kindly provided by S. Even (UMR1253 STLO,
INRA). L. garvieae was grown at 30 °C in a M17 broth (Biokar
Diagnostic, Pantin, France) and both S. aureus strains were grown at
37 °Cin Brain-Heart Infusion (“BHI", Biokar). All strains were grown
for 20 h under aerobic conditions. The cultures were then centri-
fuged at 3500 g for 15 min at 4 °C (Sigma 3MK, Bioblock Scientific,

lllkirch, France) and cell pellets were resuspended in BHI to obtain a
10X-concentration. The strains were then inoculated separately or
co-inoculated at 108 CFU mL! for S. aureus or 107 CFU mL™! for
L. garvieae in 50-mL portions of BHI buffered at pH 7 with phos-
phate buffer KH;PO4, 3H>0/K;HPO4 (KH;PO4, 3H,0, Riedel-de-
Haen, Honeywell GmbH, Seelze, Germany; K;HPO4, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) and previously equilibrated at 30 °C.

Pure cultures and co-cultures were incubated either under a
high or a low aeration level. For the high aeration level, mechanical
shaking at 150 rpm was applied to the 50-mL cultures in 250-mL
erlenmeyers. For the low aeration level, fully filled and sealed 50-
mL Nunc EZ Flip conical centrifuge tubes (Sigma—Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) were incubated statically. Catalase (Sigma-
—Aldrich, ref C100-500MG) was added in culture broth at
400 U mL~! when specified. All cultures were incubated at 30 °C in
an Infors HT Minitron (Infors AG, Bottmingen, Switzerland). After
0h, 3 h,6h,9hand 24 h of incubation, 40 mL of each culture were
centrifuged at 9600 g for 10 min at 4 °C. The supernatants were
stored on ice until determination of hydrogen peroxide concen-
tration and pH measurement while the cell pellets were immedi-
ately frozen in an ethanol bath and stored at —80 °C until gene
expression analyses by RT-qPCR. The remaining 10 mL of each
culture was stored on ice until microbial count determination. The
complete experimental design was repeated independently at least
three times for each culture condition.

2.2. Determination of S. aureus sensitivity to hydrogen peroxide
exposure

Both S. aureus SA15 and MW?2 strains were grown under the
high aeration level (shaken at 150 rpm) at 30 °C in BHI until a
0ODgoa = 0.1. Hydrogen peroxide (Sigma—Aldrich) was then added
at the final concentration of 0.5 mM, 1 mM, 2 mM or 4 mM and its
concentration after 0 min, 30 min, 60 min, 90 min and 120 min of
incubation was determined. Cultivable cells after 0 min and
120 min of incubation were counted as described below. Cultivable
cell loss for each condition was determined by subtracting the final
cellular concentration of a culture with H0; addition to the final
cellular concentration of a control culture without any H,0; addi-
tion. The complete experimental design was repeated indepen-
dently three times.

2.3. Analytical methods

A Stomacher Laboratory Blender (Interscience, St. Nom la
Breteche, France) was used (4 min) to separate cellular aggregates
in culture samples. The cellular concentrations were determined by
plating and counting on Baird-Parker-agar supplemented with
Rabbit Plasma Fibrogen (Biokar) for S. aureus and on BHI supple-
mented with 1.5% agar for L. garvieae. In co-cultures, the L. garvieae
colonies were differentiated by their shape, size, color and number
(the number of L. garvieae colonies was always at least 10 times
higher than the number of S. aureus colonies).

Hydrogen peroxide concentrations during cell growth in buff-
ered BHI were determined as described by Delbes-Paus et al.
(2010). Briefly, we mixed 100 pL of culture supernatant with
750 pL of phosphate buffer NayHPO4/NaH,PO4 (0.1 M, Sigma),
100 pL of 4-aminoantipyrin solution (4 mg mL™!, Sigma), 20 pL of
water-saturated phenol (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, California,
USA) and 30 pL of peroxidase type VI-A from horseradish
(~1000 U mL™" solution in sodium phosphate buffer at pH 6,
Sigma). Hydrogen peroxide concentration of the solution was
determined by comparing the solution absorbance at 505 nm to a
standard curve performed with Hy0; solutions (Sigma) ranging
from 0.5 mM to 5 mM in BHL
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2.4. Determination of S. aureus gene expression by RT-gPCR

After storage at —80 °C, frozen cell pellets obtained from cul-
tures at 6 h and 9 h were suspended in 500 pL of cold Tris—EDTA
buffer. Then, 25 pL of 20% SDS, 500 pL of phenol at pH 4, 3.5 pL of -
mercaptoethanol, and 600 mg of Zirconium beads were added. The
solution was milled in a Retsch MM200 mixer mill (VERDER Group,
Haan, Germany) at 30 Hz for two 2-min runs with 2-min cooling on
ice in between. Next, 200 pL of chloroform were added. The solu-
tion was gently hand-mixed and centrifuged at 13,000x g for
20 min at 4 °C. Extraction of RNAs was then performed on the
aqueous and translucent phase using NucleoSpin RNA-L or RNA-II
kit (Macherey—Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren, Germany)
following the suppliers instructions. Then we treated RNA extracts
with rDNAse | using an Ambion DNA-free™ Kit (Ambion, Inc.,
Austin, Texas, USA) following the suppliers instructions. Absence of
residual DNA was confirmed by gPCR with S. aureus gyrB reference
gene primers (Table 1). If needed, rDNAse 1 treatment was repeated
until Cycle threshold (Ct) were >30. The RNA extracts were quan-
tified using a Nanodrop™ 2000C (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA). Adjusted quantities of RNAs
(162 ng and 335 ng for the culture samples after 6 h or 9 h,

contained positive controls (genomic DNA of S. aureus SA15 and
MW?2) and negative controls (genomic DNA of L. garvieae N201
and ultra-pure water). Each sample reaction was repeated at
least twice. Primer efficiency were determined according to a 10-
fold template dilution standard and were all between 1.90
(~95%) and 214 (~107%) according to the equation:
Efficiency = 10l 1/slope of calibration curvel (posyyssen, 2001). All R?
calibration curve slopes were >0.99. The primers targeting ahpF,
codY, mraZ, mraW were designed using PrimerExpress® software
(Applied Biosystems®, Life Technologies). Their analytical speci-
ficity was checked using BLASTn. Three reference genes were
used together for the normalization of gene expressions
(Table 1). They were housekeeping genes commonly used as
reference genes in S. aureus (Duquenne et al., 2010; Sihto et al,,
2014; Valihrach and Demnerova, 2012): gyrB encoding the DNA
gyrase subunit B, hu encoding a DNA-binding protein and recA
encoding the recombinase A. Their expression was stable in pure
cultures under the different conditions at 6 h and 9 h but less
stable at 24 h (data not shown). A gene of interest (“goi”)
expression was calculated according to the formula introduced
by Hellemans et al. (2007):

(goi efficiency)®C&°

\’/(hu

efficiency)*™™ x (gyrB efficiency)*™®™ x (recA efficiency)*“"*

respectively) were retro-transcribed using a high capacity cDNA
reverse transcription kit (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
California, USA) following the supplier's instructions.

Genes of interest (Table 1) Ct were determined in qPCR assays
using 2 uL cDNA suspensions which were 10 fold diluted in pure
water and 18 pL qPCR mix containing 20 nmol of forward and
reverse primers, 4 pL of pure water and 10 pL of SyBR Green PCR
Mastermix (Applied Biotechnology, Life Technologies). qPCR re-
actions were performed using an ABI Prism 7000 qPCR system
(Applied Biotechnology, Life Technologies) set at the following
parameters: 50 °C for 2 min, followed by 95 °C for 10 min and 40
cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min. Each qPCR reaction

2.5. Comparison of gene expression and statistical analyses

Gene expression changes were evaluated by calculating the ratio
of gene expression between two modalities of an experimental
factor while other factors remained unchanged. The influence of two
experimental factors was studied: the presence of L. garvieae (gene
expression in pure culture compared to co-culture) and the aeration
level (gene expression in high aeration level compared to low
aeration level). Effect of aeration level on gene expressions was
individually determined for each strain in pure culture. Effect of
L. garvieae presence on S. aureus gene expressions was determined
either under the high aeration level (shaking) or the low aeration

Table 1
Targeted S. aureus genes primers for qPCR analysis.

MW2 ORF Gene” Description Forward primer Reverse primer References

MWO0005  gyrg® DNA gyrase AATCAGCGTTAGATGTAGCAAGC GTCACGACCAGATTTTGTAGACC (Cretenet et al., 2011)
MW1362 hu® DNA-binding protein TTTACGTGCAGCACGTTCAC AAAAAGAAGCTGGTTCAGCAGTAG (Valihrach and Demnerova, 2012)
MW1168  recA” Recombinase A GGGAGACACTCACGTTGGTTTAC AACTTTTTCACGAATTTGGTTGATG  (Valihrach and Demnerova, 2012)
MW1963  agrA/RNAIl Accessory gene regulator A CCTCGCACCTGATAATCCTTATG ACGAATTTCACTGCCTAATTTGA (Cretenet et al., 2011)
MWO0356 ahpF Alkyl hydroperoxidase F TCTGACGGACCTCTATTTGA CGCTAGCGAATTCGAATAAT This study

MWO0480 clpC Clp proteinase C AGTTATTGCAGGATGGACAGGTA TITGCCCAATAACTCTCTCATGT (Cretenet et al,, 2011)
MWO0477 ctsR Transcriptional repressor CAGCTGATTGGACCTTCTATTTC GCTTGAATCATTTTAGCTTCACG (Cretenet et al,, 2011)

of stress-genes

MW1338 codY Transcriptional repressor AATCTTACGTGAGAAGCATAGTGAAGTAG  GCTTTATCGCGCGCTTCTT This study

MW1532  dnakK Chaperone protein DnaK AAGGTTCACGTACAACACCATCT GATTGAACAGTGTITGGGTTTGT  (Cretenet et al, 2011)
MW1959  hid/RNAIIl  Deltahemolysin TAAGGAAGGAGTGATTTCAATGG GTGAATTTGTTGACTGTGTCGAT  (Cretenet et al, 2011)
MW1221  katA Catalase ATTTACGTCATATGCATGGGTTC TTTTCAATACCTTGTTGCGTTCT (Cretenet et al., 2011)
MW1062 mraW S-adenosyl methyltransferase GCGAGGAGAAATTTTCAAAACAG CGCGATGTGCTTCGATTCTT This study

MW1061 mraZ Transcriptional regulator ATGTTCITCTCIGGTGCIGTTGAA AATACGCCCTTGCTTATCAAGTTC  This study

MWO667  saeS Histidine protein kinase TCAATATTGCAACCATATGAGCA AGTGGCGTTCGATATTGATAAAA  (Cretenet et al., 2011)
MWO0759 secd Enterotoxin C AAACATGAAGGAAACCACTTTGA TITGCACTTCAAAAGAAATTGTG (Cretenet et al., 2011)
MWO760 sel2 Enterotoxin L GGTTACCGCACAAGAAATAGATG TGCCGTATTCTTTACCTTTACCA (Cretenet et al., 2011)
MW1505 sodA Superoxide dismutase TTCTGGGAGTTACTTTCACCAAA CTGCTTTGTCAGCAAATTCTTTT (Cretenet et al., 2011)
MW1446 srA Staphylococcal respiratory ATCTTTTGAAATCCATGAAGCAA TCCATTTCAGGCAACATTAAATC (Cretenet et al., 2011)

response

* Reference genes.
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level (static). A gene was considered as upregulated or down-
regulated when its expression was changed by at least a factor of two
after an experimental factor modification (p-value < 0.1 or 0.05).
Statistical analyses were performed using Statistica software (Stat-
Soft, Inc., StatSoft France, Maisons-Alfort, France) by the analysis of
one-factor variance (ANOVA) with a Newmann—Keuls post-hoc test.

3. Results

3.1. Growth inhibition of S. aureus by L. garvieae under high
(shaking) or low (static) aeration level

Cultivable cell counts of L. garvieae N201, S. aureus SA15 and
MW?2 in pure culture or co-culture, under high or low aeration
levels in BHI are shown in Table 2. pH values remained between 6.9
and 7.1 in all cultures (data not shown). L. garvieae growth was not
affected by S. aureus regardless of the condition. In pure cultures
under the high aeration level, S. aureus MW2 grew slightly more
rapidly than S. aureus SA15, with a significant difference between
the cell counts of the two strains at 3 h (5.7 log [CFU mL™"] for
S. aureus SA15 and 6.4 log [CFU mL™'] for 5. aureus MW2). Under the
low aeration level in pure culture, the S. aureus MW2 cellular
concentration was similar to the SA15 cellular concentration from
0 h to 24 h. Both S. aureus SA15 and MW?2 growth was inhibited by
L. garvieae under the two aeration levels.

Under the high aeration level, maximal inhibition was observed
for the two strains after 9 h. S. aureus count in broth inoculated with
L. garvieae was ~5.2 + 0.5 log (CFU mL ") lower for SA15 strain and
~3.6 + 0.3 log (CFU mL ') lower for MW2 strain than in the cor-
responding pure culture.

Under the low aeration level, S. aureus growth inhibition by
L. garviege was lower than that observed under the high aeration
level. Maximal inhibition for the two strains was delayed at 24 h. 5.
aureus count in broth inoculated with L. garvieae was ~3.7 + 0.6 log
(CFU mL™") lower for SA15 strain and ~3.1 + 0.3 log (CFU mL™!)
lower for MW?2 strain than in the corresponding pure culture.

Inhibition was significantly higher (student test, p-value < 0.05)
for S. aureus SA15 than for MW2 after 3 h, 6 h, and 9 h under the
high aeration level. Under the low aeration level, inhibition did not
differ significantly between the two strains.

3.2. Evolution of hydrogen peroxide concentration in L. garvieae
and S. aureus pure cultures and co-cultures

In order to evaluate the potential role of hydrogen peroxide in

Table 2

the observed inhibition, H»O; concentration was measured in pure
cultures of L. garvieae or S. aureus and in co-cultures after 3 h, 6 h,
9 h and 24 h of incubation under high (shaking) or low (static)
aeration levels (Table 2). Hydrogen peroxide was detected only
after 6 h under the high aeration level in cultures in which
L. garvieae was present. Hydrogen peroxide concentration reached
apeakat9 h(~1.69 mM in L. garvieae pure culture) and then slightly
decreased from 9 h to 24 h. In co-cultures, maximal concentrations
of Hy0; at 9 h were ~1.64 mM of H»0; in presence of S. aureus SA15
and ~1.40 mM in presence of S. aureus MW?2. The higher the H,0»
concentration, the more important the growth inhibition of
S. aureus. When catalase was added to L. garvieae N201 and
S. aureus MW2 pure cultures and co-cultures under the high
aeration level, no H;0;, was detected and S. aureus MW2 growth
was not inhibited.

3.3. Survival of S. aureus to H;0; exposure

To evaluate the capacity of S. aureus SA15 and MW?2 strains to
survive to HyO; exposure, H;0, was added at final concentrations
of 0.5 mM—4 mM in S. aureus pure culture under the high aeration
level and loss of S. aureus cultivable cells was then measured
(Fig. 1). After 1 mM—4 mM of H,0, initial spiking, S. aureus SA15
and MW2 cultivable cell counts were reduced in comparison to
Hz03-free cultures. The S. aureus MW2 cultivable cell loss was 4.9
times lower after the addition of 1 mM of H,0,, 11.8 times lower
after the addition of 2 mM of H,0; and 10.6 times lower after the
addition of 4 mM of Hy0; than the S. aureus SA15 cultivable cell loss
under the same conditions. Concomitantly, H,O, concentration
rapidly decreased in all assays. Only 25% of initially added H;0, was
detected after 30 min in the presence of S. aureus SA15 or MW2
(data not shown). However, no significant difference in H;0; con-
centration reduction was observed between the two strains over
time regardless of the initial H;0, concentration (data not shown).

3.4. Effect of aeration level on S. aureus gene expression in pure
culture

Hydrogen peroxide was detected from 6 h under the high
aeration level and its concentration reached a peak at 9 h when
maximal S. aureus inhibition was observed. Therefore, 6 hand 9 h
sampling time-points were considered of prime importance for
gene expression comparative analyses by RT-qPCR. To further
characterize the effect of aeration level (shaken condition versus
static condition) on S. aureus at the transcriptomic level, the

Growth and H20; concentration evolution over 24 h in pure cultures or co—cultures of L garvieae N201 and S. aureus SA15 or MW?2 under high (shaking) or low (static) aeration

level.

Time (h) L. garvieae cellular concentration S. aureus cellular concentration Hydrogen peroxide
(log [CFU mL™']) (log [CFU mL™']) concentration (mM)
0 3 6 9 24 0 3 6 9 24 0 3 6 9 24
High aeration level Pure cultures N201 700 78 84 87" 89 ND ND ND ND ND ND ND 080" 1.69° 149"
SA15 ND ND ND ND ND 60" 57" 65 82*°P¢ 99° ND ND ND ND ND
Mw2 ND ND ND ND ND 6.2 64° 7.2%b  ggac 94 ND ND ND ND ND
Co-cultures  N201+4SA15 7.0° 78" 84° 89" 90° 600 479 42¢ 304 51" ND ND 083" 164 1327
N201 + MW2 7.1° 7.7° 8.57 8.9° 8.9° 62 613 524 5.2° 60° ND ND 076° 140° 1.01°
Low aeration level Pure cultures N201 7.3° 7.9° 8.8* 8.9° 9.0° ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
SA15 ND ND ND ND ND 6.0° 63 72° 7.6° 83° ND ND ND ND ND
Mw2 ND ND ND ND ND 60° 64° 72 76" 87° ND ND ND ND ND

9.1¢ 59" 55 6.2* 5.3° 46" ND ND ND ND ND
9. . 6.0% 6.6 5.7° 56° ND ND ND ND ND
9.1° ND  NT ND ND ND ND ND ND ND ND
ND 63" NT 81" 92 97" ND ND ND ND ND
9.1° 63" NT 79" 89° 96° ND ND ND ND ND

Co-cultures N201 4 SA15  7.2° 8.0° 897 89°
N201 -+ MW2 732 8.0° 897 9.0°
High aeration level Pure cultures N201 7.22 NT 8.7¢ 8.9°
with catalase Mw2 ND NT ND ND
Co-culture N201 + MW2 7.1° NT 8.9° 9.0°

abcde

a same letter indicates values which are not significantly different (p-value < 0.05 by Newman—Keuls method) through one table column. ND = values below the

detection limit (<1 log [CFU mL~"] for the cell counts and <0.5 mM for hydrogen peroxide concentrations). NT = non-tested values.
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Fig. 1. Loss of S, aureus SA15 (empty bars) and MW2 (full bars) cultivable cells *under
H;0;-stress condition, [*difference between the cellular concentration in culture with
no Hz05 and cultures with H;05 spiking (0.5, 1, 2 or 4 mM) after two hours of incu-
bation. *significant difference between the two S. aureus strains (p-value < 0.05 ac-
cording to Newman—Keuls test)].

expression of fifteen genes involved in cellular global regulations,
H,0, or stress-response, cell division and virulence was followed
by RT-qPCR (Table 1). For most of these genes, expression was not
or slightly affected by the aeration level in both S. aureus strains
(Table 3).

In S. aureus SA15 at 9 h, agr system was slightly induced by the
high aeration level, as much as the cell-division gene mraZ.
Conversely, stress-response genes clpC, ctsR and dnaK were
repressed at 9 h. For the other genes, expression was equivalent
under both aeration levels.

Contrarily to S. aureus SA15 genes, no gene was induced in
S. aureus MW?2. However, stress-response genes clpC, ctsR and dnak
were similarly repressed by the high aeration level in both S. aureus
strains at 9 h.

3.5. Effect of L. garvieae on S. aureus gene expression under the high
aeration level

Among the fifteen tested genes, twelve genes were down-
regulated by L. garvieae presence under the high aeration level at
6 h or 9 hin S. aureus SA15 or MW2 (Table 4). Four of these genes
(mraZ, mraW, srrA and saeS) were significantly repressed in both
S. aureus strains, while the eight others were repressed either in
S. aureus SA15 or in S. aureus MW2.

Table 3

167

In S. aureus SA15, agr system (here agrA/RNAIl and hid/RNAIII),
saeS and srrA regulatory genes and mraZ and mraW cell-division
genes were repressed while codY was slightly induced, especially
at 9 h. Among all tested genes, mraW was the most downregulated
gene with an 18.7-time repression. The expression of catalase-
encoding gene katA was 5.9 times repressed at 6 h and 6.3 times
repressed at 9 h in S. aureus SA15. Similarly, sodA was 11.3 times
repressed at 6 h and 9.9 times repressed at 9 h. Conversely, stress-
response genes and enterotoxin-encoding genes expression
remained stable. The expression levels of both S. aureus SA15 en-
terotoxins genes were very low compared to other genes (data not
shown). Moreover, their expression in 5. aureus SA15 was on
average 35 times (sec4) and 29 times (sel2) lower than in S. aureus
MW?2 in all conditions.

In both S. aureus strains, regulatory genes saeS and srrA and cell-
division genes mraZ and mraW were repressed at 9 h. However,
S. aureus MW2 gene expression variations were generally different
compared to S. aureus SA15. agr system was unaffected and codY
repressed at 6 h. Stress-response genes clpC, ctsR and dnakK were
slightly repressed at 9 h. The H;0;-response genes katA and sodA
were not repressed in S. aureus MW2 and ahpF was even 5.8 times
induced.

3.6. Effect of L. garvieae on 5. aureus gene expression under the low
aeration level

Under the low aeration level, expression of eleven S. aureus
genes was repressed by L. garvieae, and most of gene expression
variations occurred at 9 h (Table 5).

In S. aureus SA15, saeS, repressed at 9 h, was the only affected
regulator. Stress response genes clpC, ctsR and dnaK were repressed
at 9 h, as well as HzOp-response gene sodA and enterotoxin-
encoding gene secqd. Cell-division genes mraZ and mraW were
repressed only at 6 h.

In S. aureus MW2, comparable repressor effect was observed on
saes, cIpC, ctsR, dnak, sodA and sec4 gene expression. Intriguingly,
S. aureus MW2 mraZ and mraW genes were repressed only at 9 h
whereas they were repressed only at 6 h in S. aureus SA15. S. aureus
MW?2 agrA/RNAII and codY regulatory genes and sel2 enterotoxin-
encoding gene were repressed while their expression remained
stable in S. aureus SA15.

4. Discussion

In food matrices, biopreservation can be an alternative to ad-
ditives for the control of pathogens. While the interest in L. garvieae
(Alomar et al, 2008b; Delbes-Paus et al.,, 2010) and other H;0;-
producing LAB (Adesokan et al., 2010; Batdorj et al., 2007; Charlier
et al,, 2009; Ito et al., 2003) for their biopreservative potential in

Aeration-induced gene expression changes at 6 h and 9 h in S. aureus SA15 or MW2 pure cultures (ratio of gene expression under shaken condition versus under static

condition) at 6 hand 9 h.

Gene category

Regulators (virulence-related)

Stress-response Cell division

Gene

agrA/RNAN

hid/RNAIT clpC ctsR dnak mraZ

6h SA15
Mw2
SA15
Mw2
SA15
Mw2
SA15
Mw2

Genes up-regulated by the high aeration level
9h
Genes down-regulated by the high aeration level 6h

9h

2.5

45" 22
3_611(

41*
5.7

6.3*
34

2.5
3.3%

Genes were considered differentially expressed when the p-value was lower than 0.05 (**) according to the Newman—Keuls test, and simultaneously when the expression

change was of at least 2 times.
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Table 4

Genes expression modifications induced by L garvieae under the high aeration level at 6 h and 9 h in 5. aureus SA15 or MW?2 (ratio of gene expression in co-culture versus pure

culture).

Gene category Regulators (virulence-related)

Stress-response  HzOz-response Cell division Enterotoxins

Gene agrA/RNAIL hid/RNAHI codY saeS srrA clpC ctsR dnaK katA sodA  ahpF mraZ mraW secd  sel2
Genes up-regulated by L garvieae 6 h SA15
Mw2 5.8
9h SA15 20
Mw2 33% 7.1™
Genes downregulated by L. garvieae 6 h SA15 2.6 2.5 59** 11.3* 8.2*
Mw2 47 5.1* 3.7 122** 62°
9h SAl15 22 3.7 4.5 50" 6.3* 99* 6.1** 18.7*
Mw2 11.1* 6.8 25" 3.0 34° 131" 14.5°

Genes were considered differentially expressed when the p-value was lower than 0.1 (*) or 0.05 (**) according to the Newman—Keuls test, and simultaneously when the

expression change was of at least 2 times.

dairy and other food products is growing, little is known about the
underlying molecular mechanisms involved in the control of
S. aureus or other pathogens growth. Understanding the bio-
preservative mechanisms is therefore needed to promote this
approach. This study aimed to better understand the molecular
mechanisms of S. aureus growth inhibition by HzO0z-producing
L. garvieae through the characterization and the comparison of the
transcriptomic response of two different S. aureus strains. To our
knowledge, this is the first study investigating the S. aureus tran-
scriptomic changes associated with its inhibition by L. garvieae.
The suppression of growth inhibition when catalase was added
confirmed the important role of H»03 in S. aureus MW2 growth
inhibition, as it has been shown for S. aureus SA15 (Delbes-Paus
et al.,, 2010). S. aureus MW?2 pathogenic strain was less inhibited
than S. aureus SA15 dairy strain by L. garvieae under the high
aeration level. This difference was not explained by different H;03-
scavenging capacities but was rather associated with the higher
capacity of S. aureus MW2 to manage and control stress induced by
hydrogen peroxide. Indeed, during the exponential growth phase,
S. aureus MW?2 survived to a higher degree than S. aureus SA15 to
H,0, exposure in highly aerated pure cultures. The repression of
S. aureus SA15 katA and sodA H;0,-response genes by L. garvieae
under the high aeration level would likely diminish the capacities
of this strain to manage H;0; stress. In the same conditions, the
overexpression of S. aureus MW2 ahpF likely enhanced its capac-
ities to manage H20; stress compared to SA15 strain. It has already
been observed that growth of a S. aureus AkatA mutant or AkatA
AahpC double-mutant is impaired under aeration and in the pres-
ence of hydroxyl-radicals (Cosgrove et al, 2007; Maalej et al,
2006). Moreover, a S. aureus AsodA mutant growth is inhibited af-
ter a stress induction (Clements et al., 1999). Thus, growth inhibi-
tion differences between S. aureus SA15 and MW2 were consistent
with H;O,-response transcriptional differences, suggesting an

important role of katA, sodA and ahpF in S. aureus response to in-
hibition by L. garvieae. The repressor effect of L. garviege on
expression of genes involved in H;0; response was more pro-
nounced under the high aeration level than under the low aeration
level (Tables 4 and 5, p-value < 0.05), consistently with the pre-
sumed foremost role of H;0; in S. aureus growth inhibition.

To enlarge our investigations to general stress-response mech-
anisms, we analyzed the expression of three ctsR regulon genes:
ctsR, clpC and dnak. It is known that expression of clpC and ctsR in
S. aureus MW?2 can be repressed by L. lactis (Even et al, 2009).
Consistently in S. aureus MW?2, these three genes were repressed by
L. garvieae under both aeration levels. A strong growth impairment
of S. aureus cIpC or dnaK mutants has already been shown in the
presence of various stresses, such as Hz02 presence (Chatterjee
et al, 2005; Kriiger et al., 1994; Singh et al,, 2007). Therefore,
repression of cIpC, ctsR and dnaK by L. garviege, was likely more
detrimental to S. aureus growth under the high aeration level
(when H;0; was present) than under the low aeration level.

Additionally, we observed a general repression of S. aureus cell-
division genes mraZ and mraW by L. garvieae under both aeration
levels. These genes belong to the cell-division conserved dcw
cluster (Vicente et al., 1998). Among genes regulated by the tran-
scriptional regulator mraZ (Eraso et al., 2014) or co-transcribed with
mraZ and mraW in E. coli (Hara et al., 1997), some of them (for e.g.
ftsW, ftsl, ftsL) are essential genes involved in septum formation.
Thus, the repression of mraZ and mraW could also be involved in
the S. aureus growth delay in the presence of L. garvieae. Supporting
this observation, a low expression level of three other dew cluster
genes of S. aureus MW?2 (ftsZ, ftsl and ftsH) has previously been
observed in the presence of inhibitory L. lactis in cheese or in a
fermenter (Cretenet et al., 2011; Even et al., 2009).

The control of S. aureus virulence in food, in particular when
associated with enterotoxin production, is as relevant as its growth

Table 5
Genes expression modifications induced by L garvieae under the low aeration level at 6 h and 9 hin 5. aureus SA15 or MW?2 (ratio of gene expression in co-culture versus pure
culture).
Gene category Regulators (virulence-related) Stress-response Hz0s-response  Cell division Enterotoxins
Gene agrA/RNAN codY saes cpC  ctsR dnakK  sodA ahpF  mraZ mraW secd sel2
Genes up-regulated by L garvieae 6h SA15 22 4.1*
Mw2
9h SAl5
Mw2
Genes downregulated by L. garvieae 6 h SA15 2.8 85" 4.0
MwW2
9h SA15 3.5 26  50™ 527 69™ 2.0
Mw2 29* 4.9** 4.4 13.0* 11.3* 109* 3.5* 11.8** 38 56* 3.2°

Genes were considered differentially expressed when the p-value was lower than 0.1 (*) or 0.05 (**) according to the Newman—Keuls test, and simultaneously when the

expression change was of at least 2 times.
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control. Indeed, the production of enterotoxins by S. aureus is the
predominant cause of food poisoning outbreaks and thus one of the
most important virulence-related properties of S. aureus (Le Loir
et al, 2003). Therefore we investigated whether the S. aureus
growth inhibition by L. garvieae was associated with the modula-
tion of its virulence. In S. aureus, virulence factors are controlled by
the agr system (Queck et al, 2008). Depending on the culture
conditions, the agr system can be under the control of the CodY
transcriptional repressor (Majerczyk et al., 2008), the SaeSR or
SrrAB TCS (Liang et al., 2006; Yarwood et al., 2001). The expression
of codY, saeS and srrA were variously affected by L. garvieae and by
the aeration level, suggesting a modulation of 5. aureus virulence by
these factors. Interestingly, expression changes of all tested
virulence-related genes were different between the two S. aureus
strains (for e.g. agr system was repressed under the high aeration
level in S. aureus SA15 while it was repressed under the low aera-
tion level in S. aureus MW?2). This may reveal differences in their
virulence potential. sec4 and sel2 were the only two enterotoxin-
encoding genes identified in both S. aureus SA15 and MW2 ge-
nomes (data not shown). Both genes were poorly expressed in the
dairy strain SA15 compared with the human pathogenic strain
MW?2. It has been demonstrated that expression of the gene
encoding the enterotoxin C (sec4) can be positively associated with
agrA/RNAII and hid/[RNAIII transcription in S. aureus MW?2 (Queck
et al., 2008). This was consistent with the concomitant variations
of sec4 and agrA/RNAIl expression observed in co-cultures under
the low aeration level. In this condition, L. garvieae repressed both
S. aureus MW2 sec4 and sel2 (and S. aureus SA15 sec4) gene ex-
pressions at 9 h. This was consistent with the non-detection of
enterotoxins A to E up to 24 h previously observed by Alomar et al.
(2008a) under similar conditions.

This study provides new insights in microbial interaction
mechanisms potentially related to biopreservation by suggesting at
least three pathways which may act synergistically to explain the
S. aureus growth inhibition by L. garvieae. Firstly, reduction of
S. aureus H>03-scavenging and HoO»-stress management capacities
would likely have a negative impact on growth in the presence of
H;0; produced by L. garvieae. Secondly, cell division genes
repression could be detrimental to 5. aureus growth whatever the
aeration level. Thirdly, reduction of stress-response gene expres-
sion by L. garvieae could be responsible for a lower stress resistance
and have a negative effect on growth especially in presence of HyO,.
For a better understanding of the molecular mechanisms involved
in or affected by this inhibition, the global transcriptomic response
of the two partners should be studied. The antistaphylococcal
properties of L. garvieae N201 against the SA15 dairy strain, against
wild S. aureus populations in raw milk cheese (Delbes-Paus et al.,
2010) as well as against the MW2 human pathogenic strain sug-
gested that this LAB strain may be efficient to control a panel of
S. aureus strains. The repression of 5. aureus enterotoxin-encoding
genes by L. garvieae is of particular interest for food preservation.
Also, the control of this repression, as well as the importance of the
three proposed pathways in S. aureus response to inhibition by
L. garvieae should be further evaluated in complex food matrices.
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Chapitre 3
Détermination des mécanismes de L. garvieae N201
impliqués dans I’antagonisme contre S. aureus

Aujourd’hui, peu d’études ont exploré les mécanismes de L. garvieae dans le cadre
d’antagonismes envers d’autres bactéries. Si le peroxyde d’hydrogene a été suggéré comme étant
le composé inhibiteur de S. aureus principal produit par L. garvieae (Delbes-Paus et al., 2010),
I’organisation et la modulation du métabolisme sous-jacent sont inconnues dans cette espece. De
plus, au moins un autre effecteur jouerait un role dans 1’inhibition de S. aureus.

Afin de mieux caractériser les mécanismes inhibiteurs de L. garvieae N201 contre le
développement de S. aureus, nous avons exploré la réponse de cette souche aux changements de
niveau d’aération et a la présence de S. aureus. Premierement, une approche génomique a permis
d’identifier les genes potentiellement impliqués dans les mécanismes inhibiteurs. La souche
N201 étant une candidate intéressante comme agent de biopréservation, nous avons également
recherché ses éventuels génes de virulence. Deuxiémement, les variations transcriptomiques de
cette souche ont été évaluées en réponse a un niveau d’oxygénation élevé ou faible et a la
présence ou I’absence de S. aureus. Troisiemement, les mécanismes candidats pour expliquer
I’inhibition suite a cette approche transcriptomique ont été évalués par une approche
physiologique.

Certains résultats de 1’approche génomique ont été présentés dans un « genome announcement »,
en attente de soumission. Les résultats de 1’approche transcriptomique et physiologique font

I’objet d’un article soumis pour publication dans Applied and Environmental Microbiology.

Article n°2 : Genome announcement, en attente de soumission :

« Genome sequence of Lactococcus garvieae N201 isolated from Saint-Nectaire cheese and
showing anti-staphylococcal activities »

Stéphanie Bornes, Pierre Delpech, Etienne Rifa, Mathieu Almeida, Agnés Hébert, Anne-Laure Abraham,
Valentin Loux, Francoise Irlinger, Marie-Christine Montel, Pierre Renault, Céline Delbeés

Article n°3 : soumis dans Applied and Environmental Microbiology :

« New insights into the biopreservative potential of Lactococcus garvieae against
Staphylococcus aureus using RNA sequencing profiling »

Pierre Delpech, Etienne Rifa, Sabine Nidelet, Emeric Dubois, Genevieve Gagne, Marie-Christine Montel,
Céline Delbes, Stéphanie Bornes
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PARTIE I : APPROCHE GENOMIQUE

1.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est disponible dans le chapitre IV.1. de la section
« Méthodologie » du manuscrit ainsi que dans le genome announcement de Bornes et al., pas

encore publié, disponible a la suite de cette partie.

1.2. Résultats

L’obtention du génome de L. garvieae N201 a permis d’établir une premicre liste des outils
génomiques dont disposait la bactérie. Les données principales ont été présentées dans un
« genome announcement » visible a la suite de cette partie. Les principaux résultats ainsi que des
analyses complémentaires sont détaillés dans les paragraphes suivants.

Dans le cadre de I’¢tude de L. garvieae au niveau de ses mécanismes d’interaction avec S. aureus
et de I’évaluation de son potentiel comme agent biopréservateur, nous avons donc répondu a deux
problématiques principales. Premierement, nous avons cherché a identifier les geénes de cette
souche qui pouvaient étre impliqués dans I’inhibition de croissance de S. aureus. Secondement,
nous avons exploré le génome de L. garvieae N201 afin de distinguer de potentiels facteurs de

virulence.

I.2.1. Identification de genes potentiellement impligqués dans

1’inhibition de S. aureus

L’analyse du génome de L. garvieae N201 par BLASTn nous a permis de valider la présence de
genes potentiellement impliqués dans I’inhibition de S. aureus. Ceux-ci sont présentés dans le
tableau 18. Les voies métaboliques ciblées et la liste des génes recherchés ont été établies a partir

de la synthése bibliographique présentée précédemment.

121



Tableau 18. Genes potentiellement impliqués dans l'inhibition de S. aureus identifiés
dans la souche L. garvieae N201. Les génes ont été identifiés par BLASTn.

Fonction Catégorie de génes dNorr‘Ibre Dénomination ?
e génes
. pyruvate oxydase 1 pox
Synthése du H,0, SodA 1 SodA
alkyl hydroperoxydase 2 ahpC, ahpF
thiorédoxine 2 trxA1 et trxA2
Dégradation du H,0, thioréQoxin.e réductase 2 trxB1 et trxB2
glutarédoxine 0 _
glutathion réductase 1 gshR
glutathion peroxydase 1 gpx ou gpo
Dégradation des autres famille osmC / ohr 2 ohrA et ohrR
peroxydes
NADH déshydrogénase 2 noxA, noxB
Consommation du O, NADH oxydase 1 noxE
lactate monooxygénase / oxydase 1 lox ou IctO
. . hrcA 1 hrcA
Régulateurs de la réponse au . .
stress géne codant le facteur sigma B 1 rpoB
CtsR 1 CtsR
groES 1 groES
groEL 1 groEL
dnaK 1 dnaK
Chaperonnes dnadJ 1 dnaJ
grpE 1 grpE
ybeY 1 ybeY
codY 1 codY
clpB 1 clpB
clpC 1 clpC
clpD 0
ATPases et cloE ! clot
protéases de type Clp clpQ 0
clpY 0
clpX 1 clpX
clpL 0
clpP 1 clpP
Régulateurs de la réponse SOS recA 1 rec/
lexA 0

®sur la base de I'annotation RAST ou des homologies identifiées

Ces résultats ont montré que les genes codant pour la pyruvate oxydase pox et la superoxyde
dismutase sodA étaient présents dans le génome. Ce sont donc probablement les principaux genes
impliqués dans la synthése du H,O, par L. garvieae. La souche serait également capable de
résister aux peroxydes produits en présence de O, grace a la présence la peroxyrédoxine AhpC et

son cofacteur AhpF, ainsi que grace au systéme de régénération par les thiorédoxines (TrxAl,
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TrxA2, TrxB1 et TrxB2). Les deux enzymes pouvant réduire ou oxyder le glutathion, GshR et
Grx, ont été identifiées. L. garvieae N201 ne semble pas posséder de glutarédoxine.

La souche N201 de L. garvieae dispose également des principaux génes impliqués dans la
réponse au stress oxydatif tels que les génes codant pour les chaperonines, les protéines Clp et les
régulateurs principaux HrcA, CtsR et 6. La présence de ces génes est cohérente avec la capacité
de cette bactérie a se développer en condition de divers stress oxydatifs (présence de H,0O,,
aérobiose vs. anaérobiose).

En revanche, L. garvieae ne dispose pas du géne codant pour le répresseur de la réponse SOS,
lex4. A Tinstar des souches Lg2 et ATCC 49156, la souche N201 posséde un géne annoté
« hdiR » (donnée non montrée), présentant 70% d’homologie avec le géne AdiR de L. lactis,
espece dans laquelle son réle proche de celui de LexA (Eisen and Hanawalt, 1999; Savijoki et al.,
2003) a été¢ démontré. Cependant, cette homologie ne concerne que la partie terminale du géne
hdiR de L. lactis, suggérant que le géne de L. garvieae serait tronqué et potentiellement inactif.
L’absence de potentiel régulateur négatif connu (lexA, hdiR) chez L. garvieae suggere que la
réponse SOS est dysfonctionnelle ou régulée de maniére originale et encore mal définie.

Nous avons finalement recherché la présence de bactériocines dans le génome de L. garvieae
N201 a l’aide du logiciel BAGEL3. Une seule bactériocine potentielle a été identifiée : la
garvieacine Q (figure 11). Le gene identifié présentait 97% d’identité avec le géne de L. garvieae

BCC 43578 codant pour la garvieacine Q (Tosukhowong et al., 2012).

Figure 11. Organisation du locus relatif a la bactériocine GarQ identifié suite a
I’analyse par BAGEL3.

Il Bactériocine [] Transport et clivage [ mmunité / Transport [] Non défini
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I.2.2. Détermination des génes de virulence potentiels de L.

garvieae N201

L’utilisation de L. garvieae N201 en tant qu’agent biopréservateur requiert son absence de
virulence pour I’ Homme. Nous avons donc recherché par BLASTn si des génes homologues aux
genes de virulence répertoriés dans la base de données de VFDB (« Virulence Factors
DataBase » : http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm) ¢étaient présents dans le génome de L.
garvieae N201. Le résultat a ét¢ comparé a celui obtenu pour la souche Lg2 et d’autres especes

(Tableau 19).

Tableau 19. Genes de virulence potentiellement identifiés dans le génome de plusieurs
bactéries selon la E-value (recherche d’identité par BLASTn sur la base de données
VFDB).

Nombre si E- | Nombre si E- si E-value < 0,001
value £ 0,05 | value £0,01
Nombre Geénes
Lactococcus garvieae N201 11 8 5 clpB, clpC, clpP, fbp/pavA, hasC
. clpB, clpC, cIpE, clpP, fbp/paVvA,
Lactococcus garvieae Lg2 12 10 8 hasB, hasC, IspA
Lactococcus lactis 111403 10 8 5 clpB, clpC, clpE, htpB, psaA
Streptococcus pneumoniae R6 24 22 22 -
Staphylococcus aureus SA15 78 77 75 -
Staphylococcus aureus MW2 86 82 82 -

Le nombre (5) et la nature des génes de virulence identifiés chez L. garvieae N201 sont proches
de ceux identifiés chez L. lactis, bactérie considérée comme non virulente pour ’Homme et
bénéficiant du statut GRAS dans I’industrie laiticre. Des genes clp ont été identifiés mais leur
role dans la virulence est indirect, ce sont plutdt des régulateurs métaboliques globaux. De méme,
le géne hasC est impliqué dans la syntheése de I’acide hyaluronique de Streptococcus pyogenes
(Crater et al., 1995). Cette activité est liée a la synthése de la capsule des streptocoques mais
aussi a d’autres réactions métaboliques (Arrecubieta et al., 1994; Dougherty and van de Rijn,
1993). Enfin, une identité a été établie entre un gene de L. garvieae N201 et le géne fbp de
Streptococcus pyogenes ou son homologue, le géne pavA de Streptococcus agalactiae. Ces genes
codent pour des protéines d’adhésion aux cellules humaines. Ces geénes de virulence ont été

¢galement identifiés dans le génome de L. lactis 111403 (donnée non montrée). Ceci suggere que
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leur présence n’est pas suffisante pour induire un mécanisme de virulence fonctionnel contre
I’Homme. Globalement, la souche L. garvieae N201 présente des homologies avec peu de génes
de virulence répertoriés en comparaison avec des bactéries pathogénes de I’Homme.

Les résultats similaires pour L. lactis IL1403, L. garvieae N201 et la souche pathogéne en milieu
aquatique, L. garvieae Lg2, suggerent que les mécanismes de virulence spécifiques a L. garvieae
ne sont pas bien caractérisés dans la base de donnée VFDB. En effet, 1’analyse réalisée n’a relevé
la présence d’aucun geéne relatif a la synthése de la capsule ou des hémolysines, pourtant présents,
dans le génome de L. garvieae Lg2. Pour compléter notre analyse, nous avons donc recherché la
présence de ces geénes dans le génome de L. garvieae N201 par BLASTn. La souche L.
garvieae N201 ne posséde aucun gene du cluster de la capsule identifiée chez L. garvieae Lg2.
Cependant, trois hémolysines potentiellement impliquées dans la virulence de L. garvieae Lg2
(LCGL 0323 / LCGL RS11635, LCGL 0597 / LCGL RS12985, LCGL 0374 /
LCGL _RS11890) ont été identifiées dans le génome de L. garvieae N201.

1.3. Conclusion de la partie [

La souche de L. garvieae ne semble pas posséder de mécanisme de virulence particulier contre
I’Homme, confirmant les hypothéses décrites dans I’étude bibliographique. Par ailleurs, 1’analyse
du génome de cette souche a permis de formuler les hypothéses sur les mécanismes mis en jeu
dans I’antagonisme contre S. aureus. Le métabolisme du H,O, implique probablement
majoritairement pox et sod4 au niveau de la synthese et ahpC, ahpF, trxAl, trxA2, trxBl, trxB2 et
gpx au niveau de sa dégradation. Pour aller plus loin, I’expression et la régulation de ces voies

génétiques, ainsi que les phénotypes associés, devront étre déterminés.
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Article n°2 (genome announcement) : Genome sequence of

Lactococcus garvieae N201 isolated from Saint-Nectaire cheese and

showing anti-staphylococcal activities

Running title: Draft genome of Lactococcus garvieae N201 from cheese

l#Stéphanie Bornes, “Pierre Delpech, ’Etienne Rifa, *Mathieu Almeida, 4Agnés Hébert, *Anne-Laure
Abraham, *Valentin Loux, 5Franc;oise Irlinger, *Marie-Christine Montel, *Pierre Renault, Céline Delbés.
'Laboratoire de Biologie, Clermont Université, Université d’Auvergne, IUT Aurillac, 63000 Clermont-
Ferrand, France.

’Institut National de la Recherche Agronomique, UR 545 URF, 15000 Aurillac, France.

*Institut National de la Recherche Agronomique, UMR 14121 MICALIS, 78350 Jouy-en-Josas, France;
*AgroParisTech, UMR 782 GMPA, 78850 Thiverval-Grignon, France;

“Institut National de la Recherche Agronomique, MIG, 78350 Jouy-en-Josas, France

SInstitut National de la Recherche Agronomique, UMR 782 GMPA, 78850 Thiverval-Grignon, France;

* Corresponding author: stephanie.bornes@udamail.fr

Abstract.

Lactococcus garvieae, well known as a fish pathogen, is also ubiquitous in food such as raw milk
dairy products. We report the draft genome sequence of L. garvieae N201 strain which was
isolated from Saint-Nectaire cheese and showed anti-staphylococcal activities associated with
hydrogen peroxide production.

Lactococcus garvieae is one of the most important fish pathogens, responsible for lactococcosis (1), and
has been also associated with animal and human infections (2, 3). It is commonly isolated from healthy
animals (4, 5) and various food niches, such as vegetables (6, 7), meat (8, 9) and dairy products. It is also a
major component of cheese manufactured from raw milk (10, 11). To date, the genome sequences of 13 L.
garvieae isolated from fish (12-15), cheese (15, 16), meat (17), human blood (18), mallard duck intestines
(19), fermented broccoli (20) and Timber Rattlesnake feces (21) have been released.

We report the draft genome sequences of L. garvieae N201, isolated from Saint-Nectaire cheese. L.
garvieae N201 has been shown to inhibit the growth of Staphylococcus aureus in pasteurized,
microfiltered and raw milk and in cheese (22, 23), but little is known about the underlying mechanisms.
The inhibition involved the production of hydrogen peroxide by L. garvieae N201 in aerated culture broth
(22).

L. garvieae N201 genome sequence was determined using a multi-strain controlled DNA pool sequencing
strategy, combining Illumina HiSeq 2000 and SOLiD 4 technologies, as described by Almeida et al. (24).
The assembly was first performed using SOAPdenovo (v1.04) (25) and optimized using Velvet (26).
Scaffold gaps were filled using SOAPdenovo GAPCloser (25). The draft genome sequence of L. garvieae
N201 included 27 contigs covering 1,979,109 bases pairs with a G+C content of 39.6% (GC calculator
(http://www.genomicsplace.com)) (24). No plasmid was identified. Functional annotation was performed
on the 27 contigs by the RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) server (27) and checked
by BLASTP analysis (28). A total of 1,936 predicted coding sequences (CDSs) were classified into 291
subsystems (sets of related functional roles). Forty-one RNAs were annotated. In order to confirm

126




assembly realized by multi-strain DNA pool strategy (24) and to improve the annotation, RNA-seq
experiments using [llumina HiSeq 2000 technology (Delpech P., unpublished data) were performed on
pure cultures of L. garvieae N201. RNA sequences were mapped using Bowtie (29) on L. garvieae N201
genome sequence and on the 13971 other contigs of the pool not attributed to a genome sequence. This
procedure confirmed that the assignment procedure produced a high quality genome draft (completion and
absence of contaminant contigs).

Considering L. garvieae N201 as having a bio-preservative potential, it was of interest to check the
presence of pathogenic characters. Virulence of L. garvieae Lg2 for fish is, in part, dependent on strain
ability to form a capsule (6, 30). However, the capsular genes cluster identified in the L. garvieae Lg2
genome (13) was not found in the genome of L. garvieae N201 using local Blast2seq application.
BAGEL3 software allowed the identification of one putative garvieacin Q encoding gene which has 97%
identity with L. garvieae BCC 43578 garQ (31). Moreover, L. garvieae N201 genome contains 3
homologs of a-hemolysins found in L. garvieae Lg2 (13), 8831, UNIUDO074 and 21881 (32) genomes.

A more detailed analysis of this genome and comparative genomes analyses will expand our knowledge
about intraspecific genetic variation of this ubiquitous bacterium, and provide candidate genes potentially
involved in pathogen growth inhibition.

Nucleotide sequence accession numbers. The Whole Genome Shotgun project has been deposited in
DDBJ/EMBL/GenBank under accession number Gb0034836 (GOLD Biosample ID) (Lactococcus
garvieae N201). The version described in this article is the first version.
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PARTIE I1 : APPROCHE TRANSCRIPTOMIQUE

I1.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est disponible dans les quatre premiers paragraphes de la

partie « Materials and Methods » de I’article n°3, disponible a la suite du chapitre 3.

11.2. Résultats

L’adaptation de L. garvieae au changement d’aération et a la présence de S. aureus a été évaluée
a 9 h de culture par une approche transcriptomique globale : le RNA-sequencing (« RNA-seq »).
Le point 9 h a été choisi car il représentait la concentration minimale de S. aureus lorsque sa
croissance €tait inhibée par L. garvieae ainsi que le pic de concentration en H,O, en aération. Les
données issues de ce travail, couplées aux données de la partie III, ont fait 1’objet d’un article
(article n°3, consultable a la fin du chapitre).

L’analyse globale par RNA-seq nous a permis d’observer que le transcriptome de L. garvieae
n’était pas modifié directement par la présence de S. aureus, ni en aération ni en absence
d’aération. Ceci suggere que le potentiel inhibiteur de L. garvieae vis-a-vis du pathogene qu’il
inhibe n’est pas induit par la présence de celui-ci. En revanche, le transcriptome de L. garvieae a
¢té fortement affecté par le changement d’aération (~18% des genes), comme il avait déja été
observé pour L. lactis (Pedersen et al., 2008) ou S. aureus (Fuchs et al., 2007). De maniéere plus
surprenante, nous avons montré que la réponse au niveau d’aération de plus de la moitié des
genes concernés ¢était modulée par la présence de S. aureus. Les données de RNA-seq ont alors
permis d’identifier quatre processus biologiques d’intérét affectés par les facteurs modulant
I’antagonisme de L. garvieae contre S. aureus. Premiérement, les processus biologiques relatifs
au métabolisme primaire, c’est-a-dire les processus (post-)transcriptionnels et (post-
)traductionnels, étant logiquement affectés par le changement des conditions de croissance, ils ne
présentaient pas d’intérét propre a la compréhension du mécanisme d’inhibition. Deuxiémement,
les génes de réponse au stress, liés au stress oxydatif, ont été majoritairement réprimés par
’aération (article n°3 : figure 1). Une analyse plus précise a mis en avant que 1’aération affectait

I’expression de génes du métabolisme du O, de L. garvieae, effet fortement modulé par S.
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aureus, et du métabolisme du H,O,, effet peu modulé par S. aureus. Les deux derniers processus
biologiques principalement affectés par I’aération concernaient des geénes relatifs d’une part au
métabolisme nutritionnel et d’autre part aux transports extracellulaires (article n°3 : figure 1 et 2).
La modulation de ces processus étaient potentiellement associée a 1’expression d’un autre
effecteur de I’antagonisme.

Afin de confirmer la cohérence de nos données de RNA-sequencing et d’approfondir la
caractérisation du métabolisme du O; et du H,O,, nous avons vérifi¢ les niveaux d’expression de
10 genes d’intérét par RT-qPCR a 6 h, 9 h et 24 h. Nous avons obtenu une bonne adéquation
entre les résultats obtenus a 9 h par RT-qPCR et par RNA sequencing (Tableau 20).

Tableau 20. Effet de I’aération sur |’expression de genes déterminée par RNA-seq ou
par RT-qPCR a 9 h (ratio de |I'expression du géne en aération divisée par celle en
absence d’aération).

Gene expression en culture pure expression en co-culture

RNA seq RT-gPCR RNA seq RT-gPCR
ahpC 0,5 0,6 0,5 0,4
ahpF 0,3 0,3 0,4 0,4
gpx 0,9 0,7 0,8 0,9
trxB1 1,4 2,2 1,4 1,2
ohrR 3,8 2,2 43 3,1
ohrA 33,8 16,7 45,3 20,2
noxE 0,2 0,4 0,7 0,9
lox 0,2 0,2 0,5 0,4
poxB 0,4 0,4 0,5 0,4
sodA 1,2 1,7 1,3 1,1

Les valeurs indiquées correspondent aux valeurs brutes sans prise en compte de la
significativité.

La modulation par S. aureus de la réponse de L. garvieae au changement d’aération pourrait
s’expliquer principalement par des différences au niveau du métabolisme du O,. En aération, la
catalase de S. aureus pourrait avoir un effet primordial sur la dégradation de H,O,, et ainsi sur la
concentration en O,. Nous avons pu observer que les geénes de L. garvieae impliqués directement
dans la consommation du O, du milieu étaient affectés par 1’aération en culture pure alors que
leur expression restait généralement stable en co-culture (article n°3 : table 2 et table S3). La
variation d’expression de ces geénes, dont noxE, lox, et les génes de 'ETC (Electron-Transport

Chain, Chalne Respiratoire) montre une analogie avec les résultats obtenus par Tachon et al.
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(Tachon et al., 2010) sur L. lactis. Comme dans le cas de L. lactis, la NADH oxydase NoxE de L.
garvieae pourrait étre la principale responsable de la consommation en O, en phase exponentielle
de croissance (pic d’expression a 6 h). Par la suite, les enzymes impliquées seraient plutdt celles
de PETC. De plus, les variations de la concentration en O, causées par ces enzymes entrainent
des variations importantes du potentiel d’oxydo-réduction dans les cultures de L. lactis. Le RNA-
seq a révélé que I’expression de génes liés aux processus d’oxydo-réduction de L. garvieae était
modifiée par 1’aération, effet parfois modulé par S. aureus. Ceci suggere que L. garvieae pourrait
¢galement réduire certains composés du BHI pour modifier le potentiel d’oxydo-réduction, ce qui
pourrait avoir des conséquences sur le métabolisme de S. aureus.

Nous avons également observé plusieurs variations de 1’expression de génes impliqués dans le
métabolisme du H,O; essentiellement non-modulées par la présence de S. aureus. Afin d’affiner
et confirmer les résultats de RNA-seq, obtenus seulement pour le temps 9 h, nous avons
déterminé I’expression des genes de synthese (pox, sodA) et dégradation (ahpC, ahpF, gpx,
trxB1) du H,O; a partir des mémes cultures que celles utilisées pour le RNA-seq, a 6 h, 9 h et 24
h par RT-qPCR. Les résultats combinés du RNA-seq (article n°3 : table S3) et des RT-qPCR
(article n°3 : table 2) nous ont permis de conclure que les geénes de synthése du H,0, étaient peu
ou pas affectés par le changement d’aération. Au contraire, les génes de dégradation du H,O,
étaient globalement surexprimés en absence d’aération. Ceci nous a conduits a proposer que le
métabolisme de L. garvieae engendrant la production de H,O, serait actif quel que soit le niveau
d’aération. Ainsi, la concentration en H,O, inférieure en absence d’aération dans les cultures de
L. garvieae pourrait s’expliquer a la fois par la plus faible disponibilit¢é en O, mais aussi par
I’induction des mécanismes de dégradation du H,O,. Comme il avait déja été suggéré par Delbes-
Paus et al. (Delbes-Paus et al., 2010), le peroxyde d’hydrogéne pourrait ¢galement étre présent
sous un faible niveau d’aération, mais serait rapidement dégradé. En concentration tres faible, il
pourrait alors jouer un role modéré dans I’inhibition de S. aureus.

En parallele, I’aération avait un effet, parfois modulé par S. aureus, sur ’expression de genes
reliés au métabolisme nutritionnel. Un tel résultat avait déja été observé concernant 1’effet de
I’aération (Dijkstra et al., 2014; Pedersen et al., 2008) et de S. aureus (Nouaille et al., 2009) sur le
transcriptome de L. lactis. Comme L. garvieae est capable de consommer rapidement la L-
thréonine (Alomar et al., 2008b) et que cet acide aminé a été identifié comme essentiel pour la

croissance de S. aureus dans des conditions de cultures proches de celles étudiées ici (Pohl et al.,
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2009), la compétition pour la L-thréonine pourrait étre impliquée dans 1’antagonisme de L.
garvieae contre S. aureus. Nous avons également observé que 1’expression des geénes impliqués
dans des fonctions de transport extracellulaire était modifiée par 1’aération, effet modulé par la
présence de S. aureus. Ainsi, L. garvieae pourrait modifier la matrice extracellulaire selon le
niveau d’aération et la présence ou absence de S. aureus, ce qui pourrait donc jouer un rdle dans

I’antagonisme contre S. aureus.

1.3. Conclusion

L’analyse transcriptomique globale de L. garvieae en condition d’inhibition de S. aureus a permis
de mieux caractériser 1’antagonisme de L. garvieae contre S. aureus a un niveau moléculaire et de
formuler plusieurs hypothéses qui ont ensuite été évaluées sur un plan phénotypique :
- la présence de L. garvieae pourrait moduler le potentiel d’oxydo-réduction et jouer un
role dans I’antagonisme contre S. aureus,
- L. garvieae produirait du H,O; en condition non-aérée et cette production aurait un effet
inhibiteur sur la croissance de S. aureus,
- D’inhibition pourrait également étre causée par une compétition pour la L-thréonine

- Dl’inhibition pourrait également étre causée par un effecteur extracellulaire.
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PARTIE III : APPROCHE PHENOTYPIQUE

I1.1. Matériel et méthodes

La méthodologie relative a ce travail est disponible dans le chapitre IV.2. de la section
« Méthodologie » de ce manuscrit ainsi que dans le dernier paragraphe de la partie « Materials

and Methods » de I’article n°3, disponible a la suite du chapitre 3.

11.2. Résultats

Dans cette partie, 1’objectif était de vérifier les hypothéses formulées suite a I’analyse
transcriptomique (partie II). Certaines données issues de ce travail, couplées aux données de la

partie II, ont fait I’objet d’un article (article n°3, consultable a la fin de ce chapitre).

IT.2.1. Hypothése n°l : Modification du potentiel d’oxydo-

réduction durant 1’interaction entre L. garvieae et S. aureus

La mesure du potentiel d’oxydo-réduction dans les cultures sous aération €levée n’était pas
réalisable (cf. paragraphe IV.2.1 de la section « Méthodologie »). L’évolution du potentiel
d’oxydo-réduction a donc été¢ déterminée uniquement dans des cultures sous un niveau d’aération
faible. Les résultats sont exposés figure 12 et n’indiquent que des tendances. Ainsi, sous faible
aération, la présence de L. garvieae N201 et de S. aureus SA15 semble accentuer la chute rapide
du potentiel d’oxydo-réduction. Ce phénomene est probablement li¢ a la consommation de O,
résiduel et a la réduction du milieu par les bactéries, comme il a déja été observé pour L. lactis en
lait sous un faible niveau d’oxygéne (Jeanson et al., 2009; Tachon et al., 2010). Sous un niveau
d’aération faible, 1’évolution du potentiel d’oxydoréduction dans la culture pure de S. aureus
SA15 semble similaire a celle dans la co-culture en présence de L. garvieae. Ceci suggere le
potentiel d’oxydo-réduction ne serait pas impliqué dans I’inhibition de S. aureus par L. garvieae

sous un faible niveau d’aération.
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Figure 12. Evolution du potentiel d’oxydo-réduction au cours du temps dans du BHI
non-inoculé ou inoculé par L. garvieae N201 et / ou S. aureus SA15 en condition
d’aération faible.
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Excepté I’évolution dans la culture pure de L. garvieae N201 (moyenne de duplicats),
les courbes représentent des expériences uniques.

IT.2.2. Hypothése n°2 : Production de H,O, impliqué dans

1’inhibition de S. aureus par L. garvieae en absence d’aération

Par un test de diffusion en milieu gélosé (BHI), nous avons montré que les surnageants provenant
de cultures non-aérées de L. garvieae pouvaient inhiber la croissance de S. aureus. La présence
de catalase dans la gélose supprimait cet effet inhibiteur (article n°3 : table S4).

Cette expérience a permis de prouver que L. garvieae pouvait produire du peroxyde d’hydrogene
sous le faible niveau d’aération testé, ce H,O, pouvant inhiber la croissance de S. aureus. La
présence de O, étant nécessaire a cette production, elle pourrait étre due a une oxygénation faible

mais suffisante ou a du O, produit par le métabolisme interne des bactéries.

IT.2.3. Hypothése n°3 : 1’inhibition de S. aureus par L.

garvieae serait médiée par la compétition pour la L-thréonine

Comme la concentration en L-thréonine en BHI excéde les besoins des souches bactériennes, un

effet compétitif entre les deux bactéries était improbable dans ces conditions. Cependant, cet effet
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devait étre évalué¢ dans un contexte de biopréservation en matrice alimentaire. La quantité de L-
thréonine en lait microfiltré est relativement faible et est rapidement consommée par L. garvieae
(Alomar et al., 2008b). Une complémentation, méme forte (& hauteur de la concentration en
BHI), en L-thréonine dans le lait microfiltré n’a cependant eu aucun effet sur I’inhibition de
croissance (article n°3 : table S5). La compétition nutritionnelle pour la L-thréonine n’est donc
probablement pas impliquée dans les mécanismes d’antagonisme de L. garvieae contre la

croissance de S. aureus.

IT.2.4. Hypothése n°4 : un autre effecteur de 1’inhibition de

S. aureus par L. garvieae serait extracellulaire

Nous avons recherché la présence d’un effecteur inhibiteur dans des surnageants de co-culture de
L. garvieae N201 / S. aureus SA15 en phase exponentielle sous un faible niveau d’aération et en
absence de H,O; (ajout de catalase). Nous avons démontré que ce surnageant avait un effet
inhibiteur sur la phase stationnaire de croissance de cultures pures de S. aureus, suggérant la
présence d’un nouvel effecteur impliqué dans I’antagonisme (article n°3 : figure S1). Les
résultats du RNA-seq ayant mis en exergue la modulation par 1’aération et par S. aureus de
I’expression de transporteurs impliqués dans des voies métaboliques différentes, nous avons
supposé que ces voies pouvaient conduire a I’expression de cet effecteur. Nous avons alors traité
les surnageants par divers enzymes pour valider ou invalider nos hypothéses. Nos résultats ont
montré que cet effecteur n’était ni associé a une compétition nutritionnelle quelconque, ni de
nature protéique (donc pas la garvieacine Q), ni de nature lipidique, ni de nature
polysaccharidique. En revanche, ’effet inhibiteur du surnageant de co-culture semblait éliminé
par autoclavage a 121°C durant 12 min (un seul réplicat, donnée non montrée). Cet effecteur
pourrait étre li¢é a ’homéostasie ionique et/ou des métaux ou a des signaux de stress ou de

quorum sensing.
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CHAPITRE 3 : BILAN

Nos résultats nous ont conduits a proposer que le contrdle par L. garvieae du H,O, autogene était

majoritairement effectué par les mécanismes de dégradation du peroxyde d’hydrogeéne et non par

ceux de synthése. Ainsi, une partie de I’inhibition de S. aureus par L. garvieae observée sous un

faible niveau d’aération serait due a la présence, faible mais suffisante, de peroxyde d’hydrogéne.

Nos résultats suggérent également 1’existence d’un autre effecteur de ’inhibition, mais sa nature

est encore inconnue. Il serait extracellulaire et aurait un effet négatif sur la phase stationnaire de

croissance de S. aureus.

Les résultats de ce travail ont été synthétisés dans la figure 13.

Figure 13. Mécanismes moléculaires impliqués dans l’antagonisme de L. garvieae

contre la croissance de S. aureus.
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Abstract

Biopreservative potential of Lactococcus garvieae lies on its capacity to inhibit the growth of staphylococci,
especially S. aureus, in dairy products and in vitro. In vitro, this effect is modulated by the aeration level
because of the production of hydrogen peroxide (H,O,) by L. garvieae under aeration. To better
understand H,O,-related inhibition mechanism at the transcriptomic level and to identify other
mechanisms potentially involved, we determined the transcriptomic response of L. garvieae to changing
aeration level and to presence or absence of S. aureus by RNA sequencing. L. garvieae transcriptome
was drastically modified by changes in aeration level mainly in biological processes related to fundamental
functions and nutritional adaptation. The transcriptomic response of L. garvieae to changing aeration level
was modulated by S. aureus presence. The higher concentration of H,O, under the high aeration level
was not associated with a higher expression of L. garvieae H,O,-synthesis genes (pox, sodA, spxA1) but
rather with a repression of L. garvieae H,O,-degradation genes (trxB1, ahpC, ahpF, gpx). Moreover, the
presence of another extracellular inhibition effector was evidenced in vitro. This effector was neither a
protein (bacteriocin), nor a lipid, nor a polysaccharide, nor related to a deficiency in L-threonine. Analysis
of the L. garvieae transcriptome highlighted changes in several processes suggesting that this effector
may be related to transport of various components (vitamins, metal homeostasis) or to signal molecules
(stress, quorum sensing).

Keywords
Lactococcus garvieae, Staphylococcus aureus, hydrogen peroxide, transcriptome, growth inhibition,

biopreservation
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Introduction

Interest for Lactic Acid Bacteria (LAB) as biopreservative agents against foodborne pathogens has been
growing for the last 15 years (1-4). Dairy industry has a potential interest in Lactococcus garvieae
because of its ubiquity in dairy products. This bacteria has been isolated from milk (5-7) and dairy
products (8—17) from different origins. Considering their technological properties, the use of L. garvieae
strains as starter or adjunct cultures has been suggested provided that these strains are safe (18).
Biopreservative interest of L. garvieae lies particularly on its capacity to inhibit the growth of staphylococci,
and especially S. aureus, as already observed in milk, in cheeses and in vitro (15, 19-21). Conversely to
most of other LAB (15, 22), L. garvieae biopreservative potential is likely not associated with acidification
or nutritional competition mechanisms (15).

Under high aeration, S. aureus inhibition is mainly associated with hydrogen peroxide (H,O,) produced by
L. garvieae, as already observed in vitro (20, 21). Under low aeration, H,O, is not detected and this
inhibition is lower. The transcriptome of L. /actis is drastically modified by the aeration level (23). Several
L. lactis H,O,-metabolism genes (e.g. ahpC, ahpF, gshR, sodA, gpx) are differentially expressed
depending on the aeration level (24). Biological functions of L. lactis related to aerobiosis, i.e. O,
response, menaquinone metabolism and stress response, are variably affected by the presence of S.
aureus (22). Little is known about the H,O,-metabolism of L. garvieae as a biopreservative process. To
our knowledge, changes in L. garvieae transcriptome in response to a pathogen and to aeration have
never been investigated.

In this study, we better characterized the biopreservative potential of L. garvieae through RNA
sequencing, an accurate and efficient method to reveal bacterial transcriptomic profiles (25). The
expression of L. garvieae genes from in vitro cultures associated with changing aeration level and with
changing biotic environment (absence or presence of S. aureus) was determined. Resulting data led us to
a better understanding of L. garvieae hydrogen peroxide metabolism. Moreover, Delbes-Paus et al. (20)
suggested the existence of another effector from L. garvieae involved in the residual S. aureus inhibition
observed in absence of H,0O, (20). This study led to first hypotheses on the nature of this new effector.

Materials and Methods

Strains and culture conditions

Lactococcus garvieae N201 and Staphylococcus aureus SA15 were isolated from raw milk and obtained
from the INRA UR545 collection (19). Both strains were aerobically grown in Brain-Heart Infusion broth
(“BHI”, Biokar Diagnostic, Pantin, France) for 20 h, at 30°C for L. garvieae or at 37°C for S. aureus. Then,
they were inoculated separately or in co-culture at 10°® cells.mL™ for S. aureus or 10’ cells.mL™ for L.
garvieae in BHI buffered at pH = 7 with phosphate buffer KH,PO,, 3H,O/K;HPO, (KH,POy4, 3H,0, Riedel-
de-Haen, Honeywell GmbH, Seelze, Germany; K,;HPO,, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) previously
equilibrated at 30°C. Pure cultures and co-cultures of both strains were performed either under a high or
under a low aeration level depending on the experiment. Low aeration level cultures were set in static fully
filled and sealed 50-mL Nunc EZ Flip conical centrifuge tubes (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).
The high aeration level was obtained with a mechanical shaking at 150 rpm on 50-mL cultures in 250-mL
erlenmeyers. All cultures were incubated at 30°C for 24 h in an Infors HT Minitron (Infors AG, Bottmingen,
Switzerland). The cultivable cell counts were determined after plating for each sampling time as described
by Delpech et al. (21).

Sample preparation for RNA analyses

Pure cultures and co-cultures of L. garvieae N201 and S. aureus SA15 were performed under the high or
the low aeration level. After 3 h, 6 h, 9 h and 24 h of incubation, 40 mL of each culture were centrifuged at
9,600 x g for 10 min at 4°C. Hydrogen peroxide concentration and pH values were determined on the
supernatants by enzymatic reaction and spectrophotometry as described by Delbes-Paus et al. (20). The
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cell pellets were immediately frozen in an ethanol bath and then stored at -80°C. Extraction of total RNA
from the frozen cell pellets was performed as described by Delpech et al. (21). For each sample of total
RNA referring to one culture condition, a first aliquot part was used for RNA sequencing after rRNA
depletion and a second aliquot part was used for RT-qPCR analyses. The whole experimental design was
repeated three times.

Determination of L. garvieae transcriptome changes by RNA sequencing

Ribosomal RNAs were depleted from the total RNA (2 x 5 pg of RNA by sample) using a Magnetic Kit
RiboZero for Gram Positive Bacteria (lllumina Inc., San Diego, California, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The quality and concentration of RNA in each sample were assessed using a
RNA 6000 pico kit (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). The following steps were
performed by the MGX Plateform (Montpellier GenomiX, CNRS, Montpellier, France) using lllumina kits
and devices (lllumina Inc.): the construction of the mRNA library using a TruSeq Stranded mRNA Sample
Preparation Kit, the cluster generation with the cBot system using a Cluster Generation Kit, the hybridation
of the sequencing primer on a the flow-cell, the 50-bp single-read sequencing using a HiSeq 2000 device
with SBS technology and informatic pretreatments, i.e. the image analysis with the HiSeq Control
Software and Real-Time Analysis component, the base-calling with the RTA software and the
demultiplexing with CASAVA (lllumina).

The quality scores across all bases of all reads and the N (non-attributed bases) content across all bases
were determined for each condition with the FastQC software from the Babraham Institute
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Both analyses showed good quality values
(data not shown). The reads were next aligned simultaneously on L. garvieae N201 (unpublished, GOLD
project ID = Gp0034836 and NCBI BioProject ID = 184287) and S. aureus MW2 (RefSeq number =
NC_003923.1) reference genomes using the BWA package (26) with a seed of 32 bases and a maximum
of 2 mismatches tolerated on the seed. Using the Samtools suite (27) we excluded from further analyses
the reads with low alignment quality score (MAPQ index < 20). Reads which mapped on multiple sites
(between 0.3% and 3.2% depending on the sample) or reads which did not map with any site considering
the used stringency (between 8.7% and 15.5% depending on the sample) were excluded from further
analysis (see Table S1 in the supplemental material). The counting of reads overlapping genes was
performed with the HTSeq Count software in Union mode (28). Finally, we identified the significant
differentially expressed genes using three different R (http://www.R-project.org/) packages: DESeq,
DESeq2 and EdgeR. Differentially expressed genes were identified using the Bioconductor R
(http://www.R-project.org/) packages EdgeR, DESeq and DESeq2 (29-31). Genes with less than 15 reads
(cumulating the three biological replicates of two compared samples) were filtered and thus removed from
the analysis. Data were normalized using the Relative Log Expression (RLE) normalization factor for
EdgeR and the DESeq normalization factor for DESeq and DESeqg2. Gene expression changes with
adjusted p-value less than 0.05 (according to the FDR method from Benjamini-Hochberg) were declared
differentially expressed. The differentially expressed genes highlighted by at least one of the three
packages were considered for deeper investigation.

Genes were sorted in two lists: either genes differentially expressed in both the pure culture and the co-
culture or genes differentially expressed only in pure culture or only in co-culture. These lists were
submitted to a Blast2Go analysis (32) separately. Blast2Go analyses consisted first in a BLASTX
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) on the nr database with 20 hits and a maximum E-value of 1.0E™,
The resulting data were enriched with an InterPro scan analysis (33). Blast hits of each sequence were
then mapped with Gene Ontology (34) terms which was annotated with a maximum E-value of 1.0 E® a
cut-off of 55 and a GO weight of 5. The number of genes involved in each Biological Process GO category
was calculated from combined graphs with no filter and a score alpha of 0.6. Since more than 450
different biological processes were identified for each category of genes, we excluded biological
processes involving less than 9 genes. When several biological processes involved the same genes and
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were associated with comparable functions, we considered only the most relevant of them according to
our scientific hypotheses.

Determination of gene expression by RT-qPCR
Total RNA was retro-transcribed using a High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) following the supplier's instructions. Genes of interest (see
Table S2 in the supplemental material) Ct were determined by RT-gPCR as described by Delpech et al.
(21). All primers were designed using PrimerExpress® software (Applied Biosystems®, Life
Technologies). By comparison with the Ct of the tufB reference gene stable in our conditions (data not
shown), gene of interest (“goi”) expression was calculated according to the formula introduced by Pfaffl
(35):

(goi efficiency)?Ct9°
(tuf B efficiency)ACttufB
The influence of two experimental factors was studied: the presence of S. aureus (under the high or the
low aeration level, gene expression in co-culture divided by gene expression in pure culture) and the
aeration level (in presence or absence of S. aureus, gene expression in shaken condition divided by gene
expression in static condition). Statistical analyses were performed using Statistica software (StatSoft,
Inc., StatSoft France, Maisons-Alfort, France) by the analysis of one-factor variance (ANOVA) followed by
a Newmann-Keuls post-hoc test.

Expression of a goi =

Impact of untreated or enzymatically treated L. garvieae culture supernatant on S. aureus growth
Impact of supernatants from co-cultures or from L. garvieae pure cultures on S. aureus was determined by
two methods: by a well-diffusion agar test or through ODgyo monitoring of planktonic cultures.

Firstly, well-diffusion agar tests were performed with pure cultures of L. garvieae N201 and S. aureus
SA15 under the high (only for L. garvieae) or the low aeration level. After 6 h, 9 h or 24 h of incubation, 2
mL of each culture were centrifuged at 9,600 x g for 10 min at 4°C and supernatants stored at 4°C for a
maximum of 45 min. A well-diffusion agar test was performed, as described by Hernandez et al. (36) with
slight modifications, using a 24-hour culture of S. aureus that was exposed to the supernatants or to a
BHI-diluted H,O, solution at 10 mM. S. aureus SA15 culture was spread (100 uL from a 1/10000° dilution)
on a Petri dish containing BHI-agar (BHI + 1.5% of agar) or BHI-agar supplemented with catalase at 400
U.mL” (Sigma-Aldrich). Each supernatant (70 yL) was then poured into 9-millimeter wells previously dug
in the agar. After prediffusion at room temperature during 1 h, the plates were incubated at 37°C for 48 h.
The size of the inhibition zone for a well corresponded to the mean of four distances (corresponding to the
same directions for all the wells) between a well edge and the first colony. A halo size value was
considered (i.e. > 0) only if the four distances measured for a well were > 1 mm. The whole experimental
design was repeated three times.

Secondly, the impact of supernatants from L. garvieae / S. aureus co-culture on the planktonic growth of
S. aureus was measured by ODgog monitoring over 25 h. Non-inoculated BHI and supernatant from a pure
culture of S. aureus SA15 were used as controls. Prior to bacteria inoculation, catalase at 400 U.mL" was
added in all culture broths which were then incubated under the low aeration level. After 6 h of incubation,
40 mL of the cultures devoted to the supernatants preparation were centrifuged at 9,600 x g for 10 min at
4°C and supernatants stored at 4°C until their utilization. Four milliliters of the remaining S. aureus culture
were centrifuged at 7,500 x g for 10 min and 20 mL of fresh 2X-concentrated buffered BHI were added to
the cell pellet in order to obtain a 0.2X S. aureus culture. The supernatants were treated or not with
proteases, i.e. proteinase K (AMRESCO LLC, Solon, Ohio, USA, ref: 0706-100MG) and pronase E (Merck
KGaA, ref: 537088), with lipase (Sigma-Aldrich, ref: L3126-100G) or with a-amylase (Sigma-Aldrich, ref:
A3176-500KU). According to supplier's indications, the enzymes were added at 6 mAnson-U/mL, 19.3
PUK/mL, 2 U/mL and 2.32 U/mL for proteinase K, pronase E, lipase and a-amylase in supernatants,
respectively, that is to say at 0.2 mg. mL™" from stock solutions at 10 mg.mL'1 prepared in 200 mM of
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phosphate buffer at pH = 7. Treatments with lipase and a-amylase consisted in an incubation of the
supernatants with the enzyme at 37°C during 5 h. Treatment with proteases consisted in a first incubation
of the supernatants with proteinase K at 50°C during 2 h 15, then a second incubation with pronase E at
37°C during 2 h 15. After the incubation period, each enzyme was inactivated at 95°C for 15 min. Then,
0.2X S. aureus culture and treated or untreated supernatants were distributed in 1:1 volume ratio in a
CytoOne 24-wells cell plate non-treated for cellular culture covered with a lid (STARLAB, Hambourg,
Germany). The cell plate was incubated for 25 h in a spectrophotometer SAFAS Xenius XC (SAFAS
Monaco, Monaco) and thermostated at 30°C with a Julabo CryoStat (JULABO Gmbh, Seelbach,
Germany). S. aureus growth in each well was determined by measuring the ODgy every 15 min for 1 h
and then every 30 min for 24 h. Before each ODgoy measurement, the cell plate was shaken at 5 Hz during
20 s with an orbital diameter of 6 mm. The whole experimental design was repeated three times. To
identify sample means that were significantly different from each other, statistical analyses were
performed on values at 9 h, 12 h, 15 h, 18 h, 21 h and 24 h, using Statistica software (StatSoft) by the
analysis of one-factor variance (ANOVA) followed by a Newmann-Keuls post-hoc test.

Results

Determination of aeration and S. aureus effects on L. garvieae transcriptome by RNA sequencing
To determine the most relevant conditions for studying the transcriptome of L. garvieae N201 with respect
to its capacity to inhibit S. aureus SA15, we followed the growth of the two bacteria in pure cultures or co-
cultures in BHI during 24 h under the high or the low aeration level (Table 1). The growth of L. garvieae
was not affected by S. aureus. The growth of S. aureus was inhibited by L. garvieae under both aeration
levels. Under the high aeration level, maximal inhibition was observed from 9 h to 24 h. At 9 h, H,0O,
concentration reached a peak concomitant to the lowest S. aureus concentration. Under the low aeration
level, inhibition was lower than under the high aeration level and observed later, at 24 h. Concomitantly,
H,0O, was not detected in these cultures. pH values remained between 6.9 and 7.1 in all cultures (data not
shown).

Table 1. Evolution of cell counts and H,0, concentration over 24 h in pure cultures or co-
cultures of L. garvieae N201 and S. gureus SA15 in BHI broth under a high or a low aeration
level.

L. garvieae cellular S. aureus cellular concentration Hydrogen peroxide

A?raﬁlon Culture | concentration (log [CFU.mL-1]) (log [CFU.mL-1]) concentration (mM)
eve

Oh 3h 6h 9h 24h|0h 3h 6h 9h 24h|0h 3h 6h 9h 24h

High SA15 | NT NT NT NT NT |5.62 523 12 743 9.02|ND NT ND ND ND

Low SA15 | NT NT NT NT NT |5.62 6.1¢ 7.02 732 80C¢|ND NT ND ND ND

6.52 7.32 887 887 893|562 56Pc 627 657 6.29 ND NT ND ND ND

2b¢ 5 different letter indicates values which are significantly different (p-value < 0.05 by Newman-

Keuls method) through one table column. ND = not detectable values (below the H,0, detection
limit using the spectrometry method). NT = not tested.
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Considering these data, we chose to analyze the L. garvieae transcriptome in pure culture and in co-
culture with S. aureus after 9 h of incubation under the high and the low aeration levels. RNA sequencing
generated a number of reads by sample varying from 12,365,133 to 15,670,131 depending on the sample
after the initial quality filter (see Table S1 in the supplemental material). From 83.1% to 91.0% of these
reads mapped correctly on the reference genomes. Analysis of the mapped reads showed that no L.
garvieae gene expression was significantly modified by S. aureus itself (data not shown). The expression
of ~18% of L. garvieae genes, i.e. 358 genes, was modified by changing aeration level (see Table S3 in
the supplemental material). The expression of 181 of these genes was modified independently of S.
aureus presence (i.e. similarly in pure culture and in co-culture). The expression of 177 L. garvieae
responded differently to changing aeration level depending on the presence or absence of S. aureus: 88
gene expressions were modified exclusively in pure culture and 89 gene expressions were modified
exclusively in co-culture.

Effect of the aeration level on the L. garvieae biological processes

After RNA sequencing data treatments, 22 Gene Ontology biological processes related to L. garvieae
genes differentially expressed depending on the aeration level in pure culture as well as in co-culture were
identified using Blast2Go (Figure 1). Changes in gene expressions were shown in Table S3 in the
supplemental material.

Most of the biological processes affected were related to fundamental growth functions (Fig. 1A and 1B)
and nutrition (Fig.1C). Under the high aeration level, two genes (ilvA, LCGN_1922) related to “threonine
metabolism” were repressed while two genes (LCGN_1919, LCGN_1920) was overexpressed.

Fourteen genes related to “transport” biological process were differentially expressed depending on the
aeration level both in pure culture and co-culture, and among them genes involved in the transport of
metals (lead, cadmium, zinc, copper and / or mercury) and vitamins (riboflavin and folate).

Genes and GO biological processes related to O, and H,O, metabolisms were affected. “Oxidation-
reduction process” and “response to stress” biological processes involved more repressed genes (17 and
8, respectively) than overexpressed genes (6 and 1, respectively). Three genes related to H,0O,
metabolism (ahpF, pox and spxA17) and one gene related to O, consumption (/ox) were repressed under
the high aeration level. Several stress response genes (hrcA, groES, groEL, dnaK, dnaJ, grpE, clpB and
five genes belonging to universal stress protein family) were repressed as well. Genes related to peroxide
resistance (ohrA and ohrR) were strongly overexpressed under the high aeration level. Electron Transport
Chain (ETC) genes (cydB, menH and ubiE) were overexpressed.

Modulation by S. aureus of aeration effect on L. garvieae biological processes

We identified 27 Gene Ontology biological processes related to genes differentially expressed depending
on the aeration level either in pure culture or in co-culture (Figure 2). Changes in gene expressions were
shown in Table S3 in the supplemental material.

Most of the biological processes affected were related to fundamental growth functions (Fig. 2A, 2B), or
nutrition (Fig. 2C). Four genes of the lysine metabolism (LCGN_0575, LCGN_0576, LCGN_0577,
LCGN_0578) and 2 genes of the threonine metabolism (LCGN_0576 and LCGN_0577) were induced
under the high aeration level only in pure culture. Four genes of the galactose metabolism were induced
under the high aeration level exclusively in co-culture (LCGN_1809, LCGN_1810, LCGN_1811 and
LCGN_1812).
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Figure 1. High aeration level effect on L. garvieae biological processes involving genes
differentially expressed in both pure culture and co-culture.
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Compiled bars represent the number of genes repressed (grey bars) or overexpressed (white bars)
under the high aeration level as compared with the low aeration level after the Blast2Go analysis
and data filtering. Biological processes were manually sorted according to their relation with a
global function: (A) processes related to fundamental growth function, i.e. global cellular,
metabolic and biosynthetic processes, (post-)transcriptional and (post-)translational functions, (B)
processes potentially associated with fundamental growth functions but also potentially associated
with other metabolisms, (C) nutrition-related processes and (D) transport processes.

Additionally, four biological processes related to transport functions were highlighted (Fig. 2D): “transport”,
“transmembrane transport”, “organic substance transport” and “ion transport”. In pure culture, genes
involved in the transport of cobalt/zinc/cadmium (LCGN_1867) and an unspecified monosaccharide
(LCGN_0332) were overexpressed under the high aeration while a gene involved in the transport of
copper (LCGN_1427) was repressed. Two genes of the fur regulon (ferrous iron transport) were
overexpressed under the high aeration level: one in pure culture (feoA), one in co-culture (feoB).

The H,O,-degradation gene ahpC was repressed under the high aeration level in co-culture but not in
pure culture. In pure culture, two genes related to O, consumption, noxE and LCGN_0208, were
repressed and six genes related to ETC, cydA, cydC, menB, menC, menD and LCGN_0364, were
overexpressed.
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Figure 2. High aeration level effect on L. garvieae biological processes involving genes differentially expressed exclusively in pure

culture or exclusively in co-culture.
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Impact of aeration on the expression of potential L. garvieae biopreservation-related genes

To better understand the molecular mechanisms underlying L. garvieae biopreservative potential, we
focused on the expression of ten genes involved in the O, metabolism potentially related to S. aureus
inhibition mechanism. These genes were involved in O, consumption (noxE and lox), H,O, synthesis (pox
and sodA), H,O, degradation (ahpC, ahpF, gpx and trxB1) and resistance to other peroxides (ohrA and
ohrR). Their expression was determined at 6 h, 9 h and 24 h by RT-qPCR from the same cultures as
those used for RNA sequencing.

S. aureus induced only slight changes in their expression (data not shown). Under the high aeration level,
ahpC and pox were 2.4-time and 2.0-time overexpressed by S. aureus at 6 h, respectively. Under the low
aeration level, S. aureus induced a 3.1-time overexpression of trxB71 at 9 h and a 3.3-time repression of
gpx at 24 h.

Conversely, RT-gPCR results showed major modifications in H,O,-metabolism gene expression induced
by the changing aeration level (Table 2). The expression of ohrA was strongly induced under the high
aeration level in pure culture and in co-culture at 9 h. While {rxA2 was identified as upregulated under the
high aeration level in pure culture and in co-culture at 9 h (Table S3) by RNA sequencing, other H,0,-
degradation genes (ahpC, ahpF, gpx and trxB1) were identified as repressed at 6 h, 9 h or 24 h by RT-
gPCR. The lactate monooxygenase gene lox seemed slightly repressed under the high aeration level but
this modification was significant only at 9 h in co-culture. In pure culture, the expression on noxE reached
a peak at 6 h under the high aeration level when it was 11.0-time higher than under the low aeration level.
Under the low aeration level, noxE expression gradually increased over time. No significant change on the
expression of H,O,-synthesis genes (pox and sodA) depending on the aeration level was observed.

Table 2. Modification of the expression of L. garvieae H,0, metabolism regulation genes in
pure culture or co-culture by the aeration level, as determined by RT-qPCR.

Up-regulated under high aeration level Downregulated |232|er high aeration
Gene category | Gene Pure culture Co-culture Gene Pure culture Co-culture
6h 9h 24h  6h 9h  24h 6h  9h 24h  6h 9h  24h
ahpC 06" 06* 04™
degradation of NT NT | ahpF 03* NT 04* | NT
H:0, gpx 02* 04+
trxB1 0.2* 02*
degradation of
other ohrA 16.7* NT 7.0* 202* NT NT NT
peroxides
0, noxg 11.0* noxE 04" 01~
consumption /
H.O synthesis NT NT lox NT 04* NT

Ratios of gene expression under the high aeration level (shaken condition) versus the low aeration
level (static condition) were determined at 6 h, 9 h, or 24 h in pure culture or in co-culture. Only
significant ratios using the Newmann-Keuls test were shown (* = p-value < 0.1 and ** = p-value <
0.05). NT = not tested.

Effect of L. garvieae supernatants on S. aureus growth

Since the expression of H,O.-synthesis genes was not repressed, L. garvieae may be able to produce
H,O, under the low aeration level provided that enough O, was available. To verify this hypothesis, a well-
diffusion agar test in presence or absence of catalase was performed and inhibition halos generated in
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BHI-agar by L. garvieae culture supernatants on a S. aureus pure culture were measured (see Table S4 in
the supplemental material). In absence of catalase, the halo sizes with supernatants from L. garvieae
cultures after 6 h and 24 h of incubation under the low aeration level were similar to that under the high
aeration level. Conversely, halos generated by supernatants from L. garvieae after 9 h of incubation were
significantly wider under the high aeration level (4.5 mm) than under the low aeration level (2.5 mm).
Halos generated by these L. garvieae supernatants and by 10 mM of BHI-diluted H,O, were suppressed
when catalase was added in BHI-agar.

Effect of enzymatically treated co-culture supernatants on S. aureus growth

Since 38 genes involved in transport functions were regulated by aeration and S. aureus presence,
extracellular compounds other than H,O, may be involved in S. aureus inhibition. We monitored the S.
aureus growth (ODggg) over 24 h in a medium composed of BHI and supernatants prepared from H,O.-free
L. garvieae and S. aureus co-cultures under the low aeration level in presence of catalase. Results are
shown in Figure S1 in the supplemental material.

During the stationary phase, the ODgy measured in S. aureus cultures in presence of untreated
supernatant from L. garvieae and S. aureus co-culture was lower than that in presence of untreated
supernatant from S. aureus pure culture. Growth of S. aureus in presence of non-inoculated BHI was
comparable to that in presence of supernatant from S. aureus pure culture (data not shown). At the end of
the experiment, S. aureus concentration (UFC.mL'1) measured in presence of co-culture supernatant was
1.5 times lower than in presence of untreated S. aureus pure culture supernatant (data not shown). This
inhibition was still observed when supernatants were treated with proteases, lipase or a-amylase.

Discussion

This study aimed to better characterize L. garvieae metabolisms associated with biopreservation
mechanisms, through the example of S. aureus inhibition. To our knowledge, this is the first study
investigating the transcriptome of L. garvieae with respect to its anti-pathogenic potential. The expression
changes observed by RT-qPCR and by RNA sequencing were in agreement (Table 2 and Table S3), thus
confirming the consistency of our results.

The highest aeration level and the resulting highest H,O, concentration were associated with the highest
inhibition level of S. aureus, which confirmed previous observations in the same conditions (15, 20, 21). It
is known that changes in the aeration level is associated with drastic modification of the transcriptome of
L. lactis (23, 24) and with likely related metabolic adaptations (23, 24, 37, 38). The highest aeration level
was also associated with drastic modifications of the L. garvieae transcriptome in biological processes
related to fundamental growth functions, nutritional and metabolic adaptations and transport functions.
The presence of S. aureus did not directly induce changes in L. garvieae transcriptome. This could be
explained by the considerably lower cellular concentration of S. aureus compared to L. garvieae over the
kinetics. However, the presence of S. aureus modulated the aeration effect on L. garvieae transcriptome.
While L. garvieae is a catalase-negative bacterium, the main S. aureus enzyme involved in H,O,
dismutation is the catalase KatA (39). In aerated co-cultures, the S. aureus catalase may affect the L.
garvieae transcriptomic response to the changing aeration level through the modulation of O, and H,0,
concentrations. Consistently, the main enzymes involved in O, consumption in L. lactis, i.e. NADH-
oxidase NoxE and ETC enzymes (40), were repressed in L. garvieae under the high aeration level only in
pure culture. The expression of the L. garvieae noxE reached a peak at 6 h (beginning of exponential
growth) and then decreased until 24 h under the high aeration level. This suggested that L. garvieae NoxE
is the main responsible for O, consumption at the beginning of exponential growth under aeration, as
observed for L. lactis NoxE (40, 41). The induction of most of the L. garvieae ETC genes (cydA, cydB,
cydC, menB, menC, menD, menH and LCGN_0364) under aeration at 9 h (beginning of stationary phase)
suggested that ETC may rather be involved in O, consumption during the stationary phase in L. garvieae,
as already shown in L. /actis (40, 42). It is known that aeration regulates the expression of S. aureus
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virulence factors (43) and also the biopreservative effect of L. garvieae on S. aureus growth (20, 21).
Therefore this modulation of L. garvieae response to aeration by S. aureus presence may be an important
factor of L. garvieae biopreservative potential against S. aureus.

Previous studies showed hydrogen peroxide production by L. garvieae depends on the aeration level and
plays a key role in S. aureus inhibition (20, 21), but little was known about the H,O, metabolism in L.
garvieae whatever the aeration level. While H,O, was undetectable by spectrometry method under the low
aeration level, the well-diffusion agar test suggested it was still present in sufficient concentration to impair
S. aureus growth. This result confirmed that of Delbes-Paus et al. (20) who observed that S. aureus
growth inhibition under the low aeration level was partially released by addition of catalase. The inhibition
of S. aureus by low H,O, concentrations under the low aeration level could be explained by an increased
sensitivity to H,O,. Indeed, it is known that the aeration level could affect the S. aureus transcriptome (44)
and especially the expression of H,O,-response genes (21). As regards L. garvieae, RNA-sequencing and
RT-gPCR analyses showed an overexpression of the H,O,-degradation genes ahpC, ahpF, gpx and trxB1
under low aeration in comparison to high aeration while the expression of H,O,-synthesis genes pox and
sodA remained stable. Although the difference in H,O, concentration between the two aeration levels was
likely primarily conditioned by the availability of O,, our transcriptomic results suggest that it was also
associated with a L. garvieae control of H,O, degradation rather than with a control of H,O, synthesis. The
widespread organic hydroperoxide detoxifying system ohrAR, known to be overexpressed by high O, level
(45-51), was consistently induced under the high aeration level in L. garvieae. Since peroxiredoxin system
AhpCF was repressed, the OhrAR system was likely preponderant in L. garvieae resistance to ROS (other
than H,O,) under the high aeration level.

Additionally to H,O, metabolism, this analysis of L. garvieae transcriptome led us to explore two modified
L. garvieae pathways which are potentially associated with biopreservative capacities: nutritional
competition and production of extracellular compounds. The expression variations of codY gene, involved
in nutritional adaptation (52, 53), and of several nutritional-related metabolisms (lysine, threonine,
mannitol, aspartate, ribose, fructose and galactose) suggested differential nutritional adaptation of L.
garvieae depending on the aeration level and the presence of S. aureus. In a rich medium like BHI,
nutritional competition should be limited. Transcriptomic changes in L. lactis, related to nutritional
competition with S. aureus have been observed in a minimal growth medium (22). It is known that L.
garvieae can consume in less than 3 h all the L-threonine in microfiltered milk (15) and that S. aureus
growth could be inhibited by L-threonine depletion (54). However, we showed that biopreservative
potential of L. garvieae against S. aureus was not associated with its consumption of L-threonine in
microfiltered milk (see Table S5 in the supplemental data).

RNA sequencing also revealed that the aeration level affected the expression of many genes encoding for
extracellular transporters or related to extracellular transport. These changes suggested that L. garvieae
could have modified the extracellular medium depending on the aeration level and on the presence of S.
aureus. The supernatant of a S. aureus and L. garvieae co-culture after incubation under low aeration
reduced S. aureus population reached at the stationary phase. The only putative bacteriocin identified in
L. garvieae N201 genome was homolog to the garvieaecin Q (data not shown) belonging to bacteriocins
of the class Ild (55). Class lld bacteriocins are sensible to protease treatment as stringent as that we used
in this study (76, 77). Therefore, the effector triggering the S. aureus growth inhibition during stationary
phase was not a bacteriocin. In view of the results of enzymatic treatments on supernatants, the inhibitory
gap during stationary phase was likely neither caused by hydrogen peroxide, nor by a protein, nor by a
lipid, nor by a polysaccharide. This effector may be related to several genes identified as regulated by
aeration level after RNA seq analysis, like genes involved in metal homeostasis, chemical and ionic
equilibrium (58, 59), in transport of vitamin-related compounds (60) and in unknown proteins export. It may
also be related to signal molecules (stress, quorum sensing). It is known that L. garvieae can modify the
expression of several S. aureus genes belonging to environment-sensing systems like agr system, CodY
or two-component systems SaeRS and SrrAB (21).
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To conclude, RNA sequencing analyses revealed a transcriptomic adaptation of L. garvieae to the
aeration level which was modulated by the presence of S. aureus. This led to a better understanding of
potential biopreservative pathway used by L. garvieae against S. aureus summarized in Figure 3. Our
findings confirmed that H,O, could be produced by L. garvieae and inhibit S. aureus growth even under
the low aeration level. In parallel, the control of autogenic H,O, was likely carried out by H,O,-degradation
genes rather than by H,O,-synthesis genes. Additionally, this study led us to suggest the involvement of
an unidentified inhibitory effector that can take part on the inhibition of S. aureus observed during the
stationary phase. The potential inhibitory role of metals and signal molecules (e.g. stress signal, quorum
sensing) generated by L. garvieae should be investigated in order to identify this additional effector. In
order to promote the use of H,O,-producing bacteria as biopreservative agents, future studies should
explore the relation between H,0,-metabolism, H,O,-producing LAB and the pathogen they inhibit.

Figure 3. Potential biopreservative pathways used by L. garvieae against S. aureus and their
relation with the aeration level (presence of O, and ROS).
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Regulations are indicated by different arrows (& for a positive regulation and F for a negative
regulation). Dotted lines indicated hypothesized or variable relationships. Hydrogen peroxide was
formed by H,0,-forming enzymes Pox and SodA from O, or free radicals. This H,0, could be
degraded by a set of enzymes which are mainly repressed in presence of oxygen. Degradation by
these enzymes could be higher under the low aeration level. NADH-oxidase NoxE and ETC enzymes
were induced or repressed under the high aeration level depending on the growth phase. Their
activity generated ROS which could be degraded by peroxide-degrading enzymes. Among ROS, H,0,
is involved in biopreservation of S. aureus while the biopreservative potential of other ROS is still
unclear. Although the inhibition of S. aureus was mainly caused by H,0,, another effector, still
unidentified, could act as a biopreservative agent.
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- SUPPLEMENTAL DATAS -

Supplementary figure 1. S. aureus growth in presence of enzymatically treated or untreated
supernatants determined by ODggo monitoring.
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Growth of S. aureus in presence of supernatants from S. aureus pure cultures (solid lines) or from
co-cultures (dotted lines). Supernatants were prepared from cultures with catalase and untreated
(A), treated with proteases (B), a-amylase (C) or lipase (D).
Newmann-Keuls test were indicated by asterisks below the time point (* = p-value < 0.1 and ** = p-
value < 0.05).

Supplementary table 1. Number of reads generated by RNA-sequencing for each condition after

bioinformatics and filtering treatments.

Significant differences using the

Samples Number of reads

Culture Aeration level Replicate Tot @ Map ® Multi © Unk @
Pure culture High A 15,441,932 14,049,750 48,851 1,343,331
Pure culture High B 14,435,199 12,935,269 55,060 1,444,870
Pure culture High C 12,365,133 10,824,067 104,424 1,436,642
Pure culture Low A 13,461,986 11,669,070 428,462 1,364,454
Pure culture Low B 13,282,584 11,622,174 72,065 1,588,345
Pure culture Low C 11,447,286 9,828,863 72,059 1,546,364
Co-culture High A 12,835,317 11,508,274 54,644 1,272,399
Co-culture High B 13,823,339 12,111,806 371,004 1,340,529
Co-culture High C 13,627,195 12,156,053 43,826 1,427,316
Co-culture Low A 14,219,669 12,788,703 44,121 1,386,845
Co-culture Low B 15,670,131 13,426,626 459,401 1,784,104
Co-culture Low C 14,721,283 12,231,362 212,832 2,277,089

@) Tot = Total of reads generated on the HiSeq 2000 (lllumina) after the filtering of image. (b) Map =
reads mapped on the two reference genomes (Map = Tot - Multi - Unk). ) Multi = reads which
mapped on at least two different sites of the references genomes. @ Unk = reads which did not

map with any site of the reference genomes (unknown reads).
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Supplementary table 2. Targeted L. garvieae genes primers for gPCR analysis.

Gene Description

Forward primer

Reverse primer

tufB* elongation factor Tu

ahpC  alkyl hydroperoxidase C
ahpF  alkyl hydroperoxidase F
gpx  glutathione peroxidase

L-lactate 2-
monooxygenase
noxE  NADH oxidase

ohr A organic hydrogen

lox

CTGGTATCGAAATGTTCCGTAAAA
GATAAAGTGCGTGCTGCACAAT
ATTGCTTATTGTCCGCATTGTG
GTACAACTTTTCCACGCTTTCAAA

CAGGACGACCAATGGCAACT

CACGCTAACGGTGCTAAAAAAGT

CATGGGCCATTTCTAACAATTCT

peroxide resistance A

organic hydrogen
ohrR  peroxide resistance
regulator

poxB  pyruvate oxidase
sodA  superoxide dismutas

trxBl thioredoxine reductase

* reference gene.

TGCTTTCAACTGTACATTGCTTCTAA

TGGCGTACATCTGGCTTGTTT
e ACCACACAATGTTCTGGGAATG

Supplementary table 3. Voir annexe 7 de la thése.

GCCTTTAGCTGATCTTGGTGT

CCACGGAGAAGTACACCAACGT
TTTCCGCATCTTCTTTCCATTT
CTCCCCCAACTACGGCAACT
CCAGCGGGCTTCCTTTTT

TGTACGTCGTGGTGAGCATGT
CCGTGGTTAGTGTTGAAAACGATAGTT
TGTTGACATCGTCGGACACA

AACGCATTGACGGTCATGTC

AAGTCTAGTTTGGCCGAAATCG
TGCTACAGCGATATCACCTGTTG
TTGATTGTTTTTGTTGCACCATT

Supplementary table 4. Size of S. aureus SA15 growth inhibition halos (mm) generated by diffusing
supernatants of L. garvieae N201 or S. aureus or a H,0, solution at 10 mM.

S. aureus SA15 plated on BHI

Incubation time Aeration BHI BHI + catalase
level
L. garvieae N201 6h High 29 03°
L. garvieae N201 6h Low 20° 0°
L. garvieae N201 9h High 45" 0.5°
L. garvieae N201 9h Low 25° 0°
L. garvieae N201 24 h High 25° 0°
L. garvieae N201 24h Low 3.9%® 0°
S. aureus SA15 24 h Low 0° 0°
H,0, 10 mM 16.6 ¢ 0°

a,b,c,d

Keuls method).
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Supplemental data : Determination of L-threonine impact on S. aureus inhibition in microfiltered
milk

Pure culture of S. aureus SA15 and co-cultures of S. aureus SA15 with L. garvieae N201 were performed,
under the high or the low aeration level as specified in 2.1. with slight modifications. The cultures were
performed in microfiltered milk (Marguerite, Candia, Lyon, France). Catalase at 400 U.mL” (Sigma) and
different concentrations (0 mM, 0.1 mM, 1 mM or 10 mM) of L-threonine (Merck KGaA) were added before
the bacteria inoculations. The S. aureus growth was evaluated from cultivable cell enumerations after 3 h,
6 h, 9 h and 24 h of incubation by plating as described by Delpech et al. (2015). The whole experimental
design was repeated independently three times.

Results are shown in supplementary table 5.

Under the high aeration level, S. aureus growth was not significantly inhibited by L. garvieae and the L-
threonine supplementation had no effect. Under the low aeration, S. aureus growth was inhibited by L.
garvieae at 24 h (difference in S. aureus cultivable cell counts of 0.6 log [UFC.mL'1] between the pure
culture and the co-culture). This low but significant inhibition was not suppressed by the L-threonine
supplementation of 100 uM. Moreover, higher L-threonine supplementations (1 mM and 10 mM) did not
suppress the inhibitory effect of L. garvieae in S. aureus growth (data not shown).

Supplementary table 5. Evolution of cell counts over 24 h in pure cultures or co-cultures of L.
garvieae N201 and S. aureus SA15 in catalase-treated microfiltered milk under a high (shaking) or a
low (static) aeration level and supplemented or not with 100 uM of L-threonine.

L. garvieae ) ) n n i ) . n
presence

Aeration level + + + + - - - -

Threonine - + - + - + - +
Oh NT NT 7.1°% 7.1° NT NT 7.1°% 7.1°
L. garvieae cellular 3h NT NT 737 7.4° NT NT 7.4*% 7.4°
concentration (log 6h NT NT 7.7% 7.5°% NT NT 7.8° 7.8°%
[UFC.mL™]) 9h NT NT 7.8° 7.7° NT NT 7.9% 8.1°
24 h NT NT 7.9° 7.7° NT NT 8.1° 7.9
Oh 6.1° 6.1° 6.2° 6.2° 6.2° 6.2° 6.2° 6.2°
S. aureus cellular 3h 6.6° 6.6° 6.5° 6.6° 6.6° 6.6° 6.6° 6.6°
concentration (log 6h 7.6% 7.6% 7.4% 7.6% 7.6% 7.5% 7.1 7.2°
[UFC.mL™]) 9h 83% 84" 80™ 80 [80® 79% 72% 72°
24h 87* 87* 87° 88* [81* 82° 75° 75°

a,b,c
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La connaissance des mécanismes sous-jacents a [’antagonisme de microorganismes
protecteurs vis-a-vis d’un microorganisme indésirable est 'un des éléments nécessaires pour
maitriser un processus de biopréservation. Dans ce contexte, cette thése avait pour but de
mieux comprendre I’antagonisme de L. garvieae N201 vis-a-vis de S. aureus. Le role central
du peroxyde d’hydrogeéne sous aération ayant déja ét¢ montré (Delbes-Paus et al., 2010), le
métabolisme du H,O; de L. garvieae ainsi que la réponse de S. aureus a la présence de
cette molécule ont été explorés. Au cours de cette ¢tude, nous avons €galement identifi¢
trois autres mécanismes inhibiteurs potentiels, discutés dans les paragraphes suivants. Les

principaux résultats sont synthétisés dans la Figure 14.

Voie du peroxyde d’hydrogene : rdle et régulation durant la

relation antagoniste

Production et contréle par L. garvieae

Dans un premier temps, il a été observé que le niveau d’aération modulait I’expression des
génes de L. garvieae impliqués dans le métabolisme des peroxydes, dont le H,O,, comme
il avait déja été observé dans le cas de L. lactis (Pedersen et al., 2008). En aération, la
syntheése de H,O, par L. garvieae serait due essentiellement a la pyruvate oxydase codée par
pox et a la superoxyde dismutase codée par sodA, et celle des autres peroxydes pourrait étre
liée a PETC (« Electron Transport Chain », Chaine Respiratoire). Or, nos résultats suggérent
que les génes de L. garvieae responsables de la formation de H,O; (pox, sodA) seraient
exprimés de maniére constitutive quel que soit le niveau d’oxygéne. Un résultat
comparable avait déja été observé concernant pox chez L. lactis et B. subtilis, mais
I’expression de sodA est plutot induite par I’aération et la présence de peroxydes (Mostertz et
al., 2004; Pedersen et al., 2008). Ainsi, comme il a déja été€ observé dans le cas de souches de
streptocoques (Ryan and Kleinberg, 1995), L. garvieae pourrait produire du H,O; sous une
faible aération a condition que assez de O, soit disponible (oxygénation faible mais suffisante
ou O, formé a partir du métabolisme interne). Les résultats expérimentaux ont permis de
valider cette hypothese, déja proposée par Delbes-Paus et al. (2010). Cette production de
peroxyde d’hydrogeéne a semblé suffisante pour inhiber la croissance de S. aureus in

vitro.
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Figure 14. Mécanismes impliqués dans I’antagonisme de L. garvieae et réponse de
S. aureus dans le cadre de l'interaction L. garvieae / S. aureus : (A) sous un niveau
d’aération élevé ; (B) sous un niveau d’aération faible.
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En parall¢le, une répression des génes de dégradation du H,O, de L. garvieae (principalement
ahpC, ahpF, trxB1 et gpx) a été observée sous un niveau d’aération élevé (et donc en présence
de H,0,). De manicre étonnante, la régulation de 1’expression de ces genes de L. garvieae va
a I’inverse de ce qui est généralement observé chez d’autres bactéries, telles que L. lactis et B.
subtilis, ou ces geénes sont plutdt induits sous un niveau d’aération élevé et par la présence de
H,0, (Mostertz et al., 2004; Pedersen et al., 2008). Ce mode de régulation original de L.
garvieae pourrait étre en lien avec une régulation du métabolisme du peroxyde d’hydrogene
plutdot qu’avec la réponse générale au niveau d’aération. En effet, les génes ohrR et ohrA,
sensibles a la présence de ROS autres que le H,O,, sont eux surexprimés sous un niveau
d’aération élevé chez L. garvieae de maniére comparable a ce qui a déja été observé chez
L. lactis ou B. subtilis (Mostertz et al., 2004; Pedersen et al., 2008). Ainsi, nous avons proposé
que le contréle du niveau de H,0, autogéne par L. garvieae s’effectuerait via les
mécanismes de dégradation plutot que via les mécanismes de synthése du H,O,. En plus de
I’importance du niveau d’oxygene disponible, la surexpression de génes de dégradation du
peroxyde d’hydrogene par L. garvieae pourrait également jouer un role dans la plus faible

concentration en H>O, sous un niveau d’aération faible.

Réponse de S. aureus

Nous avons également caractérisé la réponse moléculaire et physiologique de S. aureus a
I’antagonisme engendré par la production de H,O, de L. garvieae. L’importance de
I’expression des génes de réponse au H,O; de S. aureus (katA, sodA, ahpF) dans la
survie de S. aureus en présence de H,O, et la réponse a I’antagonisme de L. garvieae a
été suggérée. Ce résultat est en adéquation avec plusieurs publications démontrant 1’effet
positif sur la croissance de S. aureus de la fonction de ahpC (co-transcrit avec ahpF) et katA
sous aération et présence de ROS (Cosgrove et al., 2007; Maalej et al., 2006) et de sod4 en
condition de stress (Clements et al., 1999). Aux concentrations détectées, 1’effet du peroxyde
d’hydrogeéne pourrait €tre bactéricide ou bactériostatique (Baldry, 1983). La méthode de
LIVE/DEAD permettrait de déterminer la nature de cet effet. Cette approche a été entreprise
dans ce travail de thése mais n’a pas donné de résultats exploitables car les deux especes
bactériennes ne pouvaient €tre distinguées I'une de 1’autre au microscope optique (données
non montrées). Cette méthode pourrait étre optimisée en la combinant a de la cytométrie de
flux (rapidité, fiabilit€¢), comme cela a déja été réalisé avec succes (Berney et al., 2007). Ces

analyses devront également étre associ€es a une autre méthode permettant de différencier les
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deux especes : expression de protéines fluorescentes de type GFP (« Green Fluorescent
Protein »), séparation des deux populations bactériennes avec une membrane ou des anticorps,

etc.

Autres mécanismes moléculaires identifiés potentiellement

impliqués dans la relation antagoniste

Répression des genes de réponse au stress de S. aureus par la

présence de L. garvieae et par l’aération

Ajouté a cela, nos résultats suggerent que la répression par L. garvieae de plusieurs
régulateurs centraux de la réponse au stress oxydatif de S. aureus (dnak, ctsR et clpC)
pourrait constituer un second mécanisme d’inhibition. Appuyant cette hypothese,
I’importance de ces geénes pour la croissance de S. aureus en condition de stress, dont
I’exposition au H,O,, a déja été observée (Chatterjee et al., 2005; Kriiger et al., 1994; Singh et
al., 2007). Une répression des genes ctsR et clpC de S. aureus MW?2 a déja été observée en
cas d’exposition longue (une heure ou plus) au peroxyde d’hydrogéne (Palazzolo-Ballance et
al., 2008). Dans notre étude, la répression de ctsR, clpC et dnaK par L. garvieae a été¢ modulée
par le niveau d’aération. Ces ¢léments suggeérent que cette répression pourrait étre directement
causée par le peroxyde d’hydrogene. Cependant, un effet répresseur similaire de L. lactis sur
ces genes a déja été observé dans des conditions proches de celles utilisées dans ce travail de
thése mais sans production de H,O, (Even et al., 2009), contredisant cette hypothese. Le role
du peroxyde d’hydrogéne dans cette répression reste donc a éclaircir. Pour ce faire,
I’expression de ces genes devrait étre déterminée en co-cultures sous un niveau d’aération

¢levé mais en absence de H,O; (ajout de catalase).

Répression des genes de division cellulaire de S. aureus par

la présence de L. garvieae

Un troisitme mécanisme d’inhibition via une répression des deux premiers genes du
cluster dcw de division cellulaire de S. aureus, mraZ et mraW, en présence de L. garvieae
a également été proposé. De plus, cette répression pourrait témoigner d’une répression
globale des mécanismes de division cellulaire de S. aureus (cf. Etude bibliographique). Etant
donné que cet effet répresseur est peu modulé par le niveau d’aération, il n’est probablement

pas causé par le peroxyde d’hydrogene.
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Production d’un autre effecteur extracellulaire par L.

garvieae

Un quatrieme mode d’action de L. garvieae contre S. aureus a été suggéré durant ce
travail de thése. Celui-ci impliquerait un effecteur inhibiteur extracellulaire, différent
du H;0,, présent dans les co-cultures de L. garvieae et S. aureus sous un faible niveau
d’aération. Cet effecteur agirait durant la phase stationnaire de croissance de S. aureus. Cet
effecteur n’est pas sensible aux traitements enzymatiques appliqués, pourtant stringents,
dégradant les protéines, les lipides et les polyysaccharides. Néanmoins, certaines protéines,
notamment des bactériocines, sont extrément résistants a ce type de traitement. L hypothése
de la garvieacine Q ne Les conditions de culture excluraient également I’hypothése d’une
compétition nutritionnelle. Les résultats issus du RNA-seq ont permis d’identifier des génes
de L. garvieae codant pour des transporteurs dont I’expression était modulée selon le niveau
d’aération et la présence ou absence de S. aureus. Ceux-ci pourraient étre responsables de
I’excrétion de cet effecteur inhibiteur. Finalement, plusieurs hypothéses ont été
principalement retenues sur la nature de ce nouvel effecteur et devront étre testées :
I’homéostasie pour un ou plusieurs métaux ou une molécule autre que le HO, (molécule de
signal, de stress ou de quorum sensing). L’inhibition engendrée sur S. aureus par la présence

de cet effecteur devra également étre évaluée sous un niveau d’aération €levé.

Hypothéses de mécanismes impliqués dans la relation

antagoniste invalidées au cours de cette étude

En plus des quatre mécanismes identifiés et / ou caractérisés, ce travail a permis d’exclure
deux hypothéses d’effecteurs envisagés dans cet antagonisme.

L’hypothése d’un effet inhibiteur de la compétition nutritionnelle pour la thréonine (cf. Etude
bibliographique), improbable dans un milieu riche comme le BHI, a été définitivement
invalidée dans un milieu limité, le lait microfiltré.

En paralléle, I’analyse des données de RNA-seq et de RT-qPCR a permis de suggérer que L.
garvieae modulerait le potentiel d’oxydo-réduction en réduisant le O, du milieu, comme il a
déja été observé pour L. lactis en lait (Jeanson et al., 2009; Tachon et al., 2010). En BHI, nos
données suggerent que les variations de ce potentiel ne seraient pas impliquées dans
I’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus sous un faible niveau d’aération en BHIL

Néanmoins, le role du potentiel redox n’a pas pu €tre caractérisé en aération. De plus, la
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réduction de composés dans une matrice laitiere ou fromagere par L. garvieae pourrait

engendrer une évolution du potentiel redox dans le temps différente de celle observée en BHI.

Modulation de la virulence de S. aureus par L. garvieae

Ce travail a permis de mettre en évidence un effet de L. garvieae sur I’expression de genes
de virulence de S. aureus, particulicrement intéressant dans le cadre de 1’étude de
mécanismes de biopréservation. Nous avons en effet observé que L. garvieae modulait
I’expression d’importants régulateurs de virulence de S. aureus (systetme agr, saeS, srrA,
codY) en fonction de 1’aération et de la souche de S. aureus, aboutissant & une répression des
génes codant pour les entérotoxines C et L a 6 h et 9 h sous un niveau d’aération faible.
Ces résultats pourraient en partie expliquer pourquoi la production d’entérotoxines n’a pas été
détectée dans des co-cultures statiques de S. aureus SA15 et L. garvieae N201 entre 3 h et 24
h d’incubation in vitro ou en fromage de type Saint-Nectaire aprés 48 h d’incubation (Alomar
et al., 2008a). Néanmoins, la présence de L. garvieae ne suffirait pas a empécher la
production d’entérotoxines par S. aureus en phase stationnaire tardive (> 24 h) dans ces
conditions (Alomar et al., 2008a). Une étude plus approfondie devrait étre menée pour
confirmer I’impact négatif de L. garvieae sur la production d’entérotoxines par S. aureus en

matrice alimentaire.

Perspectives générales

L’ensemble de ces résultats a ainsi permis de mieux caractériser l’antagonisme de L.
garvieae vis-a-vis de S. aureus et de suggérer plusieurs perspectives d’application de la
démarche utilisée lors de ce travail et des résultats obtenus a 1’étude d’autres antagonismes et

a une éventuelle utilisation de L. garvieae en tant qu’agent biopréservateur.

Une démarche adaptable a d’autres contextes

La démarche utilisée lors de ce travail pourrait étre adaptée pour étudier d’autres
antagonismes entre deux bactéries, voire au sein de communautés microbiennes plus
complexes. Combiner des approches génomiques, transcriptomiques et des validations
phénotypiques est nécessaire pour avoir une vue d’ensemble des mécanismes impliqués dans

une interaction microbienne. Cette démarche pourrait néanmoins étre complétée par des
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approches protéomiques ou métabolomiques afin d’identifier d’autres molécules inhibitrices
produites et d’autres régulations.

La comparaison des profils transcriptomiques bactériens en fonction de paramétres de
culture modulant ’inhibition (aération, présence / absence de S. aureus, souches différentes
de S. aureus) a été particuliérement pertinente pour identifier les mécanismes sous-
jacents. Dans le cas d’une inhibition forte (comme dans notre mod¢le d’étude), 1’approche
transcriptomique globale n’est pas réalisable sur I’espéce inhibée en co-culture (concentration
cellulaire trop faible, différence de niveau trop élevée entre la population bactérienne
antagoniste et la population inhibée). D’autres expérimentations peuvent alors é&tre
envisagées. L’identification des effecteurs inhibiteurs et modes d’inhibition peut étre réalisée
via des tests enzymatiques ou encore par analyse protéomique ou métabolomique des
surnageants de culture et des extraits cellulaire. La nature de I’antagonisme peut étre explorée
par observation en microscopie €lectronique (détermination du contact entre les cellules,
observation de la forme des bactéries pour évaluer I’effet de I’inhibition sur la division
cellulaire). De plus, si I’inhibition ne requiert pas de contact cellulaire, les expérimentations
peuvent étre menées en co-cultures avec séparation par une membrane, permettant alors
d’isoler chaque population bactérienne. Néanmoins, la démarche méthodologique devra étre
adaptée a I’interaction antagoniste étudiée en tenant compte du contexte : mode d’inhibition,

espéces bactériennes, conditions abiotiques.

Des données pouvant servir de pistes de compréhension

d’autres relations antagonistes

Les données issues de ce travail pourraient également servir de piste de compréhension
d’autres interactions entre des bactéries lactiques et des microorganismes pathogénes.
Bien que les conditions requises soient variables, la plupart des bactéries lactiques sont
capables de produire du peroxyde d’hydrogene (Ito et al., 2003; Klebanoff et al., 1991). Ainsi,
des paralleles pourraient étre réalisés entre le mécanisme moléculaire menant a Deffet
antagoniste de L. garvieae via la production de H,O, et de tels mécanismes concernant
d’autres bactéries lactiques. En contexte alimentaire, 1’antagonisme d’une bactérie lactique
via la production de peroxyde d’hydrogene représente un mécanisme innovant, peu décrit
jusque-la. L’effet antagoniste d’autres bactéries lactiques d’origine vaginale vis-a-vis de S.
aureus via le H,O, a été plus étudié (Ocana et al., 1999a, 1999b; Otero and Nader-Macias,

2006). Ocaia et al. (1999b) ont observé que des souches de Lactobacillus paracasei subsp.
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paracasei produisaient du H,O, de manie¢re comparable a L. garvieae N201 in vitro :
uniquement en aération et avec une évolution de la concentration similaire (indétectable
plusieurs heures, puis pic a ~ 3 mM aprés ~ 10 h de culture, puis stagnation). La production
de peroxyde d’hydrogene par ces souches étant détectée uniquement en présence d’oxygene,
leur potentiel protecteur dans 1’écosystéme vaginal a été supposé comme limité (O’Hanlon et
al., 2011). L’hypothése d’une production de H,O, en milieu anaérobie ou micro-aérobie par
des lactobacilles en écosystéme vaginal a néanmoins été formulée (Ocafia et al., 1999b). En
effet, il a déja été observé que certains streptocoques pouvaient produire du H,O;, en
anaérobiose (Ryan and Kleinberg, 1995). Nos résultats démontrent qu’un lactocoque, L.
garvieae N201, est également capable de produire du peroxyde d’hydrogéne a des
concentrations suffisantes pour inhiber la croissance de S. aureus méme dans une condition
d’oxygénation faible. Une meilleure caractérisation des processus inhibiteurs mis en jeu
sous un niveau d’aération faible, couplée a un criblage de souches de bactéries lactiques
capables de produire de fortes concentrations en H,O; sous faible oxygénation,
permettrait d’identifier des souches possédant des capacités protectrices potentiellement

applicable en conditions d’anaérobiose ou de micro-aérobiose.

L. garvieae, une bactérie bioprotectrice potentielle a mieux

comprendre

L’analyse de nos données nous a finalement permis de suggérer que la souche L.
garvieae N201 possédait un potentiel biopréservateur intéressant. En raison de 1’ubiquité
de L. garvieae dans les produits laitiers et de son potentiel biotechnologique (Fernandez et al.,
2010), cette bactérie pourrait €tre proposée comme ferment a intérét technologique et
biopréservateur. Puisque cette souche est capable d’inhiber la croissance de souches de S.
aureus d’origines différentes, comme celles d’autres staphylocoques possédant une coagulase
(Delbes-Paus et al., 2010), elle pourrait étre testée en tant qu’agent inhibiteur de ce pathogene
dans d’autres contextes. Il a été démontré que L. garvieae pouvait induire une inhibition de S.
aureus dans une large gamme de conditions in vitro : inoculation de L. garvieae allant de 6,0
et 9,0 log (UFC.mL™), oxygénation faible ou élevée, de 18°C a 34°C, d’un pH 5,0 4 6,8
(Alomar et al., 2008a). De plus, I’acteur principal de cette inhibition est le peroxyde
d’hydrogene, un composé inhibiteur a large spectre disposant du statut GRAS (« Generally
Recognized As Safe ») et pouvant inhiber d’autres pathogenes plus fortement que S. aureus

(Alasri et al., 1992).
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Cependant, nos données ayant été essentiellement obtenues in vitro, elles constituent des
pistes de compréhension qui devront nécessairement étre confirmées dans la matrice
alimentaire concernée dans le cas d’un processus de biopréservation. L’implication du
H,0,; dans I’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus a également été observée en
lait (Delbes-Paus et al., 2010), suggérant que le mécanisme révélé par notre travail serait
extrapolable a ce milieu. Néanmoins, une matrice alimentaire est plus complexe qu’un milieu
in vitro, et peut donc moduler différemment 1’antagonisme étudié. Si le peroxyde d’hydrogene
joue un réle en lait, les mécanismes moléculaires sous-jacents identifiés pourraient Etre
différents sur certains points. De plus, la diffusion du H,O, dans le milieu serait probablement
diminuée en matrice laitiére, particuliecrement en milieu solide tel que le fromage. Le lait
contient également des enzymes dégradant le peroxyde d’hydrogéne et des organismes
capables de synthétiser de telles enzymes. A une concentration naturelle en lait, la
lactoperoxydase permet de réduire I’inhibition de S. aureus engendrée par la présence de L.
garvieae de ~ 30% (Delbes-Paus et al., 2010). L’éventuelle utilisation du H,O; produit par L.
garvieae en tant qu’agent biopréservateur nécessiterait donc de mieux caractériser les
régulations de son métabolisme en matrice alimentaire et ’effet de cette matrice sur son
efficacité inhibitrice intrinséque (diffusion, dégradation, etc). De plus, les qualités sensorielles
de fromages préparés avec L. garvieae en tant que ferment devraient étre évaluées.

La limite principale a I’utilisation éventuelle de L. garvieae en biopréservation réside
dans le fait que certaines souches semblent posséder des mécanismes de virulence
efficaces contre des espéces aquatiques (Vendrell et al., 2006) et certains rongeurs
(Kawanishi et al., 2006; Reimundo et al., 2011). Néanmoins, les souches fromageres, dont la
souche N201, ne semblent pas disposer de ces mécanismes. En effet, alors qu’elles sont
ingérées en grande concentration depuis des si¢cles par ’Homme sans probléme sanitaire
(produits laitiers et autres aliments, cf. étude bibliographique), les infections humaines de L.
garvieae sont rares et dues a des souches aquatiques au mode d’action supposé opportuniste
(Aguado-Urda et al., 2011; Mofredj et al., 2007; Ortiz et al., 2014). L.’étude bibliographique
de L. garvieae ainsi que 1’étude génomique menée sur la souche N201 suggeérent un
potentiel de virulence faible ou nul sur I’Homme, et proche de celui de L. lactis. Pourtant,
elle ne dispose pas du statut GRAS, contrairement a L. lactis. L’identification complete des
mécanismes de virulence de L. garvieae est donc d’une importance capitale pour prouver la
potentielle innocuit¢ de L. garvieae pour I’Homme et envisager son utilisation en

biopréservation. Si des mécanismes de virulence efficaces sur I’Homme étaient identifiés chez
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L. garvieae, les futures recherches devront se concentrer sur des souches de L. garvieae ne

possédant pas ces mécanismes.

- CONCLUSION -
Les travaux présentés dans cette thése ont donc permis de mieux caractériser le réle du
peroxyde d’hydrogeéne dans 1’antagonisme de L. garvieae vis-a-vis de S. aureus, ainsi que de
proposer I’implication de trois autres mécanismes : la réponse au stress de S. aureus, la
division cellulaire de S. aureus et ’action d’un effecteur extracellulaire produit par L.
garvieae dont la nature reste a identifier. La souche de L. garvieae N201 semble étre une
candidate intéressante pour des processus de biopréservation. Cependant, son innocuité pour
I’Homme devra étre formellement démontrée, son effet sur la virulence de S. aureus devra
étre mieux caractérisé et son antagonisme sur S. aureus devra étre évalué dans la matrice
alimentaire concernée. Les données générées ainsi que la démarche développée pourront étre
utilisées afin d’étudier des interactions entre d’autres espéces d’intérét, dans des écosystémes

différents et avec des objectifs de valorisation variés.
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ANNEXE 1 (page 191 et 192) . Effet de I'interaction bactérienne, de 'aération, de la présence
de H,O, et de la température sur 'expression de genes et protéines de S. aureus, L. lactiset L.
garvieae impliqués dans les mécanismes moléculaires décrits dans ’étude bibliographique.
ANNEXE 2 (page 193) : Préparation des milieux de culture utilises lors de ce travail de these.
ANNEXE 3 (page 194) : Protocole de titrage de la solution-mere de H;O; en vue d’en verifier
la concentration.

ANNEXE 4 (pages 195 et 196) . Protocole de déplétion des ARNr avec le kit Magnetic
RiboZero pour bactéries a Gram + (tebu-bio Sas, Le-Perray-en-Yvelines, France).

ANNEXE 5 (page 197) : Protocole de détermination de I'effet de surnageants de co-cultures
de L. garvieae N201 + S aureus SA15, de cultures pures de S. aureus SA15 et de BHI non-
inoculé, non-traités ou traité avec des protéases, sur la croissance de S aureus SA15 en
microplaques.

ANNEXE 6 (pages 198 et 199) . Liste des genes préesents dans le génome d’une souche de S.
aureus (SA15 ou MW2) et absente de I'autre.

ANNEXE 7 (pages 200 a 212) . Supplementary table 3 de I'article n°3.
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ANNEXE 1 . Effet de I'interaction bactérienne, de 1’aération, de la présence de H,O et de la
température sur ’expression de génes et protéines de S. aureus L lactis et L. garvieae
impliqués dans les mécanismes moléculaires décrits dans 1’étude bibliographique.

Le tableau récapitulatif est consultable sur la plage suivante. Les effets positifs ou
négatifs sont indiqués par des signes « + » ou « - ». Les signes « - / + » un effet variable
selon un autre parametre (généralement le temps) ou des données contradictoires dans
la méme expérience.

A = étude in vitro a 30°C et pH 6,6 de I'effet de L. lactis sur le transcriptome de S. aureus
(Even et al., 2009) ou de S. aureus sur le transcriptome de L. lactis (Nouaille et al., 2009),
B = étude en modele fromage de I"effet de L. lactis sur le transcriptome de S. aureus
(Cretenet et al., 2011),

C = étude in vitro de l'effet de I'aération (cultures agités / statiques) sur le
transcriptome et protéome de L. lactis (Pedersen et al., 2008),

D = étude in vitro du passage en anaérobiose (agité a statique) sur le transcriptome et
protéome de S. aureus (Fuchs et al., 2007),

E = Base de donnée SAMMD référencant les effets de divers stress sur le transcriptome
de S. aureus (Nagarajan and Elasri, 2007),

F = étude in vitro de |'effet d’une injection de H,0, (5 mM) sur le transcriptome de
cellules de S. aureus provenant de cultures agités en milieu de phase exponentielle
(Palazzolo-Ballance et al., 2008),

G = étude jn vitro du transcriptome de S. gureus 20 min apreés injection de H,0, a 10 mM
(Chang et al., 2006),

H = étude in vitro du transcriptome de S. gureus aprés une injection progressive durant
10 min de H,0, a 10 mM (Deng et al., 2014),

| = Effet d’une exposition de 10 mM de H,0, sur le transcriptome de S. aqureus, base de
donnée Aureolib (Fuchs et al., 2013),

Les deux derniers contextes concernent |'étude in vitro de l'effet de la
température (37°C / 18°C) sur le transcriptome de deux souches de L. garvieae
(Aguado-Urda et al., 2013): J = la souche 8831 provenant d’une lactococcose de
truite ; K =la souche 21881 provenant d’une endocardite humaine.
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ANNEXE 2 . Préparation des milieux de culture utilisés lors de ce travail de these.

Bouillon BHI (Brain-Heart Infusion)
Le bouillon BHI a été préparé a partir de 3,7% de BHI en poudre (Brain-Heart Infusion, Biokar

Diagnostic, Pantin, France) ajouté a de 1’eau distillée. Le bouillon BHI tamponné a pH = 7 a été
composé d’un bouillon BHI auquel a été ajouté, pour 100 mL :

- 1,44 g de KH,PO,, 3H,0 (Riedel-deHaen, Honeywell GmbH, Seelze, Germany)

- 0,49 g de K,HPO,4 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

Avant utilisation, ces milieux ont été autoclavés a 121°C durant 15 min.

Bouillon M17
Le bouillon M17 a été préparé a partir de 4,22% de M17 en poudre ajouté a de I’eau distillée (Biokar).

Avant utilisation, ce milieu a été autoclavé a 115°C durant 20 min.

Bouillon M17

Le lait microfiltré provenait de la laiterie Marguerite (Candia, Lyon, France).

Milieu solide BHI pour étalements

Le milieu solide BHI destiné aux étalements en boite de Pétri a été composé de la méme fagcon qu’un
bouillon BHI non-tamponné auquel a été ajouté 1,5% d’agar bactériologique de type A (Biokar).

Avant utilisation, ce milieu a été autoclavé a 121°C durant 20 min.

Milieu solide BP (Baird-Parker) pour étalements

Le milieu solide BP destiné aux étalements en boite de Pétri a été préparé a partir de 5,8% de poudre
BP (Biokar) ajouté a de 1’eau distillée. Ce milieu a ensuite été autoclavé a 115°C durant 20 min et
laissé refroidir a 48°C. Du plasma de lapin fibrinogéne, préparé a partir de lyophilisats en flacons
(Biokar) repris dans 10 mL d’eau distillée stérile préchauftée a 37°C, a ensuite été ajouté a hauteur de

10%.
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ANNEXE 3 . Protocole de titrage de la solution-mére de H,O, en vue d’en vérifier la

concentration.

Etape n°l : Titrage du KMnO, par [’acide oxaligue

Principe : L’ion permanganate MnOy (violet) est réduit en Mn*" (quasiment incolore) si I’on
se trouve en milieu acide. On utilise donc du H,SO, pour acidifier le milieu. La fin du titrage
est indiquée par ’apparition d’une coloration rosée due a un exces de MnOy'.

MnO, + 5¢"+ 8H" > Mn®" + 4H,0

[MnO,] = ([acide oxalique] x Volume d’acide oxalique x 2) / Volume titré x 5

Attention : La réaction peut étre plus ou moins rapide. Bien attendre que la coloration ne
disparaisse pas avant quelques minutes pour acter la fin du titrage.

Mode opératoire : - dans la burette : solution de KMnQO,4 a ~ 0,002 M a titrer
- dans le bécher : 10 mL d’acide oxalique a 0,005 M
15 mL environ d’H,SO, a2 M
50 mL d’eau distillée chaude
Placer le bécher sur un agitateur pour garder un mélange
homogene en permanence.
Théoriquement, le titrage s’arréte aux alentours de 10 mL.

Etape n°2 : Titrage de la solution mere de peroxyde d’hydrogene :

Principe : Dosage également basé sur la réduction de I’ion permanganate en milieu acide.
2 MnOy + 6H" + 5 H,0, > 2Mn*" + 8 H,0 + 50,

[H0,] = ([MnO,] x Volume titré x 5) / Volume de H,0, x 2

Attention : La réaction peut étre plus ou moins rapide. Bien attendre que la coloration ne
disparaisse pas avant quelques minutes pour acter la fin du titrage.

Mode opératoire : - dans la burette : solution de KMnO, précédemment dosée

- dans le bécher : 10 mL de la solution mére de H,O, a doser
diluée au 1/2000° dans de ’eau stérile
15 mL environ d’H,SO4 a 2M
10 mL d’eau distillée chaude

Placer le bécher sur un agitateur pour garder un mélange

homogene en permanence.

Théoriquement, le titrage s’arréte aux alentours de 10 mL.

Validité du dosage :
La concentration de la solution mére doit étre comprise entre 29% et 31%/
d=1,11,so0it IL > 1110 gdonc 1110 x 29% =321,9g et 1110 x 31% = 344,1g.
La masse molaire du peroxyde d’hydrogéne est de 34 g/mol, donc :

- [H202]min = 321,9/34 =9,47 M

- [Hy05]max = 344,1/34 = 10,12 M
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ANNEXE 4 . Protocole de déplétion des ARNr avec le kit Magnetic RiboZero pour bactéries a
Gram + (tebu-bio Sas, Le-Perray-en-Yvelines, France).

Le Kit Magnetic Ribo-Zero for Gram-Positive Bacteria (6rx) contient deux boites :

> RiboZero rRNA Removal Reagents (stockage entre -70 et -80°C)

- Ribo Guard RNase Inhibitor 100 U/pL 10 pLL
- rRNA Removal Solution — (G — PB) 75 pL
- RiboZero Reaction Buffer 50 pLL

» Magetic Core Kit (stockage a 4°C, NE PAS CONGELER !)

NB : Le kit pour 24 réactions a également été utilisé.

Avant-propos : Le protocole comporte 4 étapes. Les étapes 1 a 3 doivent se faire successivement.
L’étape 4 peut s’effectuer plus tard, si congélation des échantillons a la fin de 1’étape 3.

1.

Etape n°1 : Préparation des billes magnétiques

Sortir les Removal Reagents du congélateur et les placer dans la glace. Placer le Magnetic
Core Kit & RT quelques minutes pour équilibrer la température.

Me¢langer les Magnetic Beads par pipettage.

Pipetter 225 pL x nombre de réactions a effectuer dans un tube 1,5 mL RNase-free

Placer le tube sur un support magnétique durant au moins 1 minute, la solution doit
devenir claire.

Enlever le surnageant par pipettage en laissant le tube sur le support magnétique (sous
hotte : présence de sodium azide).

Enlever le tube du support magnétique et ajouter le méme volume qu’enlevé (225 pL x
nombre de réactions a effectuer) d’eau RNase-free.

Me¢élanger doucement et bri¢vement, répéter les 3 derniers points de fagon a effectuer un
deuxiéme lavage a 1’eau.

Placer le tube sur support magnétique au moins une minute, puis prélever et jeter le
surnageant a la pipette.

Enlever le tube du support magnétique, ajouter 60 uL x nombre de réactions a effectuer de
Magnetic Beads Resuspension Reagent, mélanger par pipettage puis vortexer doucement.
Aliquoter 65 pl x nombre de réactions a effectuer dans le nombre de tubes 1,5 mL
RNase-free souhaité.

Optionnel : Ajouter 1uL. de RiboGuard RNase Inhibitor, vortexer briévement.

Stocker les aliquots de billes a RT jusqu’a leur utilisation a [D’étape n°3.

Etape n°2 : Destruction des ARNr

Les volumes a traiter dépendent de la quantité en ARN de chaque échantillon !

- volume d’ARN en réaction : 28uL (si < 2,5 ug), 26uL (si > 2,5 ug)
- volume de RiboZero Removal Solution : 8uL (si <2,5 pg), 10uL (si > 2,5 pg)

Dans un tube a PCR 0,2 mL, ajouter :

-4 uL RiboZero Reaction Buffer
-26 ou 28 uLL d’ARN a traiter
-8 ou 10 puL de RiboZero Removal Solution (cf. premier point)
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e Mc¢langer doucement

e Ranger les réactions RiboZero Removal Reagents a -70°C

e  Mettre le tube dans un thermocycler avec comme réaction : - 68°C 10 min
-22°C 5 min

e Laisser a RT et passer immédiatement a 1’étape n°3.

Etape n°3 : Déplétion et évacuation des ARNr

e Régler le bain-marie a 50°C

e Ajouter le volume d’ARN traité de I’étape n°2 a un aliquot de billes préparé a 1’étape n°1,

et mélanger immédiatement a la pipette au moins 10 fois. Puis vortexer le tube

immédiatement a moitié régime durant 10 secondes. Laisser a RT.

Incuber 5 min a RT.

Vortexer doucement 10 s.

Incuber au bain-marie 5 min a 50°C.

Placer immédiatement le tube sur un support magnétiquement durant au moins 1 minute

(jusqu’a éclaircissement).

e Enlever doucement le surnageant (ARN déplété en ARNr) et le transférer dans un tube 1,5
mL RNase-free. Vérifier sur le support magnétique qu’il ne reste pas de billes, s’il en
reste, enlever le surnageant et placer dans un nouveau tube.

o Placer le tube sur de la glace si I’étape 4 est effectuée dans la foulée, sinon stocker a -
80°C.

Etape n°4 : Purification a I’éthanol

Pooler les réplicats de déplétion d’un méme échantillon.

Ajuster le volume de chaque échantillon a 180 pL en utilisant de 1’eau RNase-free.
Ajouter 18 uL d’Acetate de Sodium 3M (0,1 volume).

Ajouter 2 uL de Glycogéne (10mg/mL).

Vortexer doucement.

Ajouter 600 pL d’éthanol 100% froid (3 volumes)

Vortexer doucement.

Incuber a -20°C entre 1 h (minimum) et une journée.

Centrifuger a 12000 x g 30 min.

Enlever délicatement et jeter le surnageant.

Reprendre le culot dans 600 pL d’éthanol 70%, centrifuger 12000 x g 5 min.
Répéter les deux points précédents une fois (lavage a 1’éthanol 70%).

Enlever délicatement et jeter le surnageant. Effectuer une short-centrifugation pour faire
tomber 1’éthanol restant : enlever et jeter délicatement (cones 10-100 pL).

Incuber les tubes ouverts (séchage) durant Smin a RT (sous hotte).

e Reprendre le culot dans 11,5 pL d’eau RNase-free, stocker a -80°C.
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ANNEXE 5 . Protocole de détermination de 1’effet de surnageants de co-
cultures de L. garvieae N201 + S. aureus SA15, de cultures pures de S. aureus
SA15 et de BHI non-inoculé, non-traités ou traité avec des protéases, sur la
croissance de S. aureus SA15 en microplaques.

J+0O = prélevement des surnageants :

+ catalase 30mL 3omL

P

Apréscomptage
encellulede
Petroff Incubation Minitrons
a | 30°C statique
SA15 5415+ N201 : |I ‘ ‘
g0
6h
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SA15 | |SA15+ N201 tmlmmants
S0mL
+ préparation des cultures de nuitde ™
SAL1S pour 41 (avant midi) . 95008
+ préparation des bouteilles BP et BHI 15 mL de surnageants prélevés, £\ 10 min
filtrés et conservés _é 4°C pour J41

pour les étalements sur gélose + puits

..... S

Traitement hydrolases
surtous les surnageants + BHI frais

Apréscomptage
encellulede
Petroff
V
oL 25 mL
m
&talements | | | |
: / / rles2 N
: —— I =
Incubation Minitrons : ‘e k- traitements
30°C statique : ! protéinese K& 02mgfml ¢ - pronase Ed 0 2mgfml :
6h A sl T | [T s H
3A15 ; P S0C | Sh | peetbolyse | 37C |15|. :
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‘ 255C | 10emin :l'n:ch'ﬂh'cm : gjncvlcml'“
£ 2mL } : W |d= lenzyme | W
|'I r II \‘-. wf !
| H AN N oprel s /
| : ~._contenus, flltre‘s}Iu
H H\"-. A
| +10mLEBHI 4 Y oY
| stérile :
\[sA15 [ten EU 1/5%) :
) / | HER
7300g surnageant ‘ E
10 min widex - - aMz a2pEs spEpEe 2pEs
: Y
H ¢
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E c sa13 P par puits (ten aU 1/107) / 750uL par puits
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= ST " -suivi de la D04y 24h
'E L EHI pE -30C
E A =4I &= - agitation avant mesure
(] K BHI pkpE
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ANNEXE 6 . Liste des génes présents dans le génome d’une souche de S, aureus (SA15 ou
MW?2) et absente de Pautre.

Les indications de chaque liste correspondent aux annotations des CDS du génome d’une des souches
lorsque ces CDS ne s’alignent pas sur le génome de autre souche avec l'algorithme BWA-MEM.

Lorsque plusieurs CDS sont annotées de manicre identique, le nombre est indiqué entre parentheses.

présents chez SA15 et absents chez MW2 (133) présents chez MW2 et absents chez SA15 (160)

5-aminolevulinate synthase

ABC-type transporter ATP-binding protein EcsA
ABI-like protein

antirepressor

Arsenate-mycothiol transferase ArsC2
ATP-dependent DNA helicase PcrA
ATP-dependent RecD-like DNA helicase
Bacteriophage replication gene A protein (GPA)
Bacteriophage scaffolding protein D

CAAX amino terminal protease self- immunity (2)
Divergent AAA domain protein

DNA helicase

DNA-binding partial

DNA-binding protein (2)

EamA-like transporter family protein

ERF superfamily protein

excisionase

Family transcriptional regulator

Had family hydrolase

helix-turn-helix DNA binding protein
HTH-type transcriptional activator HxIR
hypothetical phage-related protein (3)
Hypothetical protein (15)

Inner membrane transport permease YbhR
Inner membrane transport protein YdhC
Integrase core domain protein

lipoprotein

major antigen-like

Maijor spike protein (G protein)

membrane protein (7)

membrane spanning protein

Metallothiol transferase FosB

Microvirus H protein (pilot protein)
Microvirus J protein

Murein DD-endopeptidase MepM
Nitricoxide reductase subunit B

Nitronate monooxygenase

Pathogenicity island protein (4)

pf07252 family protein
pf12358 family protein

phage DNA-binding protein
phage likeprotein

phage minor head protein
phage protein (18)

Phage protein C

phage pvl protein

phage repressor protein
phage transcriptional regulator

phage transcriptional repressor
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ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter permease (2)

ABI-like protein (2)
accumulation-associated protein
acetyltransferase (2)

acyldehydratase

ATP-dependent DNA helicase
beta-lactamase

cassette chromosome recombinase a
cassette chromosome recombinase b
cell wall surface anchor protein

cobalt ABC transporter ATP-binding protein
cobalt transporter

Collagen adhesin

Complement inhibitor scin

Cytosolic protein

d-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase
DNA-binding protein

Ear protein

endodeoxyribonuclease
Endopeptidase resistance protein
enterotoxin

enterotoxin a sea

enterotoxin H

enterotoxin sek

enterotoxin seq

Family transcriptional regulator (3)
Genomic island nu sa alphaZ2 (3)
glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
Gnat family acetyltransferase
HMG-CoA synthase

Hnh endonuclease

hth-type transcriptional regulator sart
hth-type transcriptional regulator saru
hypothetical phage protein
Hypothetical protein (17)

Integrase (4)

Iron complex transport system substrate-binding
protein

lipoprotein

major facilitator superfamily transporter
membrane protein (12)
metallo-beta-lactamase

Methicillin resistance mecr1 protein
Mfs transporter

nadh:ubiquinone oxidoreductase

orf 56

oxidoreductase

Pathogenicity island family protein
penicillin binding protein 2 methicillin resistance
determinant



phage-derived single-stranded DNA-binding
protein (2)

phagic LexA-like repressor

Phagic PemK-likeprotein

phi eta orf 25-like protein

phi pv83 orf 10-like protein

phi pv83 orf 19-like protein

Protease synthase and sporulation protein PAI 2
Proteins of 100 residues with WXG

putative ABC transporter ATP-binding proteinYbhF
Putative ATP-dependent DNA helicase YjcD
putative NAD-dependent malic enzyme 2
Replication initiation and membrane attachment
Replication protein

Replicative DNA helicase

Restriction enzyme Bgcl subunit alpha

Restriction enzyme Bgcl subunit beta

Sap domain-containing protein

seps16b protein

Siphovirus Gp157

Staphylococcal complement inhibitor precursor

topisomerase

Toxic shock syndrome toxin-1
Transcriptional regulator family
Transcriptional repressorAdcR

transposase (3)

Transposase from transposon Tn916
Tyrosine recombinase XerC
Tyrosine recombinase XerD
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peptide ABC transporter ATP-binding protein

pf03235 family protein

pf06114 domain protein

pf07799 family protein

pf12102 domain protein (2)

phage DNA family a

phage protein (19)

Primosome subunit

recombinase

Recombination protein

replication initiation protein (2)
repressor

rhodanese

Rnd transporter
s-adenosyl-I-methionine hydroxide
adenosyltransferase

single-strand DNA-binding protein
Staphylococcus aureus paralogous family
staphylokinase

tandem five-tm protein (3)

tandem lipoprotein

Tetracenomycin polyketide synthesis o-
methyltransferase

Transcriptional regulator (3)
transposase (7)

Trp repressor binding protein

type i site-specific deoxyribonuclease restriction
subunit

Uncharacterized conserved protein
upf0397 protein hmpref0776_0754

Xre family transcriptional regulator (2)
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ANNEXE 7 . Supplementary table 3 de I’article n°3.

Supplementary table 3. Genes differentially expressed depending on the changing aeration level according to the three R packages used (DESeq, DESeq2
and EdgeR). Only significant ratios of the expression of genes under the high aeration level / under the low aeration level are indicated either in pure
culture or in co-culture.

(A) Genes differentially expressed and discussed in this article.

(B) Other genes differentially expressed both in pure culture and in co-culture.
(C) Other genes differentially expressed exclusively in pure culture.
(

D) Other genes differentially expressed exclusively in co-culture.

(A) Genes differentially expressed and discussed in this article.

ratio of gene expression in pure culture ratio of gene expression in co-culture
Name Description under the high / low aeration level under the high / low aeration level
DESeq DESeg2 EdgeR DESeq DESeq2 EdgeR
0O, metabolism

Electron Transport Chain
cydB Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit Il 1.96 272 2.35 2.27 2.78
menH 2-succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1- 267 2 64

carboxylate synthase
UbiE Ubiquinone/menaquinone biosynthesis 013 0.15 018 017 018 0.20
methyltransferase UBIE
cydA Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit | 2.14
cydC Transport ATP-binding protein CydC 2.19
menC O-succinylbenzoate-CoA synthase 2.56
menB Naphthoate synthase 2.23 2.87
2-succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-
menD ’ . 273 3.50
cyclohexene-1-carboxylic-acid synthase
Putative coproporphyrinogen Ill oxidase of BS
LCGN_0364 HemN-type oxygen-independent in heat 1.99
shock gene cluster
Other
lox Lactate 2-monooxygenase 0.26 0.46
noxE NADH oxidase 0.30 0.34
LCGN_0208 Lactate 2-monooxygenase 0.31
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Peroxide / H202 metabolism

Synthesis of H,0;

pox Pyruvate oxidase 0.40 0.50
SpxA1 Transcriptional regulator SpxA1 0.14 0.14 0.20 0.22
Resistance to H20;
trxA2 Thioredoxin 2.22 2.90 2.50 2.43 2.9
ahpF Alkyl hydroperoxide reductase protein F 0.35 0.44 0.42
ahpC Alkyl hydroperoxide reductase protein C 0.53
Resistance to other peroxides
ohrA Organic hydroperoxide resistance protein 33.80 24.43 48.30 45.26 39.96 55.21
ohrR Organic hydroperoxide resistance 3.95 4.64
transcriptional regulator
Nutritional metabolisms
Threonine metabolism
LCGN_1919 L-threonine 3-dehydrogenase 2.54 3.19 2.48 2.41 2.90
LCGN_1920 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase 2.82 3.62 2.65 2.59 3.10
ilvA Threonine dehydratase, catabolic 0.22 0.26 0.25 0.30
LCGN_1922 Alanine dehydrogenase 0.28 0.35 0.38
Threonine and lysine metabolism
LCGN_0576 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 3.05
LCGN_0577 Aspartokinase 3.20
Lysine metabolism
LCGN_0575 2345-tetrahydropyridine-26-dicarboxylate N- 306
acetyltransferase
LCGN_0578 N-acetyl-LL-diaminopimelate deacetylase 2.54
Galactose metabolism
LCGN_1809 UDP-glucose 4-epimerase 2.89 3.38
LCGN_1810 Galactose-1-phosphate uridylyltransferase 4.06 5.33
LCGN_1811 Galactokinase 443 5.92
LCGN 1812 Aldose 1-epimerase 6.05 4.87 6.34
Transport and extracellular compounds
Bacteriocin
LCGN_0476 putative garvieaecin Q 0.34 0.41
Vitamins and vitamers
Substrate-specific component RibU of
LCGN_0251 riboflavin ECF transporter 0.13 0.13 0.12 0.11
LCGN_0714 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase 2.9 3.36 3.26 3.70
LCGN_1870 Substrate-specific component FolT of folate 4.97 416 5.62 359 397
ECF transporter
Monosaccharide
LCGN_0332 Unspecified monosaccharide ABC transport 2.01
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system permease component 2
Metals
Zinc ABC transporter, periplasmic-binding

ZnuA : 0.25 0.35
protein ZnuA
Lead, cadmium, zinc and mercury transporting
LCGN_0683 ATPase %3B Copper-translocating P-type 0.15 0.17 0.20 0.19 0.20 0.22
ATPase
Lead, cadmium, zinc and mercury transporting
LCGN_1104 ATPase %3B Copper-translocating P-type 2.82 212 2.59
ATPase
Lead cadmium zinc a mercury transporting
LCGN_0139 ATPase %3B Copper-translocating P-type 0.32
ATPase
Lead cadmium zinc a mercury transporting
LCGN_1428 ATPase %3B Copper-translocating P-type 0.31
ATPase
LCGN_1867 Cobalt-zinc-cadmium resistance protein 212
LCGN_1426 Negative transcriptional regulator-copper 0.39
transport operon
LCGN_1427 Copper chaperone 0.20 0.23
feoA Ferrous iron transport protein A 0.33
feoB Ferrous iron transport protein B 0.32
Stress response
hrcA Heat-inducible transcription repressor HrcA 0.06 0.08 0.08 0.19 0.22 0.22
groES Heat shock proteirE;Grgéeémily co-chaperone 0.35 0.44 047
groEL Heat shock protein 60 family chaperone GroEL 0.23 0.27 0.31 0.33 0.38
dnaK Chaperone protein DnaK 0.04 0.07 0.06 0.07 0.08 0.09
dnad Chaperone protein DnaJ 0.1 0.15 0.16 0.23 0.24 0.27
grpE Heat shock protein GrpE 0.04 0.05 0.05 0.12 0.13 0.14
clpB ClpB protein 0.12 0.14 0.17 0.23 0.24 0.27
LCGN_1088 Universal stress protein family 0.31 0.37 0.40
LCGN_1532 Universal stress protein family 0.26 0.32 0.32 0.34 0.38
LCGN_1556 Universal stress protein family 0.13 0.15 0.18 0.21 0.23
LCGN_1557 Universal stress protein family 0.45 0.47
UsSpA Universal stress protein UspA 0.40 0.45
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(B) Other genes differentially expressed both in pure culture and in co-culture.

ratio of gene expression in pure culture

ratio of gene expression in co-culture

Name Description under the high / low aeration level under the high / low aeration level
DESeq DESeqg2 EdgeR DESeq DESeqg2 EdgeR
LCGN_0004 Predicted sugar phosphatase of HAD family 0.30 0.37 0.30 0.34
LCGN_0006 LSU ribosomal protein L9p 0.40 0.40
LCGN_0059 hypothetical protein 0.18 0.20 0.23 0.29 0.30 0.34
LCGN_090 COG3525: N-acetyl-beta-hexosaminidase 0.34 0.32
LCGN_0116 rRNA methylase 0.38 0.48
LCGN_0117 Acylphosphate phosphohydrolase , putative 0.52 0.50
PTS system, N-acetylglucosamine-specific
IIA component / PTS system, N-
ptbA acetylglucosamine-specific 11B component / 1.97 2.29
PTS system, N-acetylglucosamine-specific
[IC component
LCGN_0140 Transcriptional regulator, PadR family 3.61 4.32 5.44
LCGN_0141 similar to membrane protein 3.24 3.86 4.78
LCGN_0142 hypothetical protein 3.15 4.21 4.58 4.24 4.92
bacA / uppP Undecaprenyl-diphosphatase 3.29 4.26 3.57 3.42 3.89
LCGN_0144 Transcriptional regulator, TetR family 2.67 4.48 3.13 3.98
LCGN_0145 hypothetical protein 4.76 3.87 713 4.85 4.19 6.08
Putative Dihydrolipoamide dehydrogenase
%3B Mercuric ion reductase %3B PF00070
LCGN_0146 family, FAD-dependent NAD(P)-disulphide 7.38 5.84 10.86 9.94 8.56 12.04
oxidoreductase
cblB / metC Cystathionine gamma-lyase 8.51 711 11.92 9.48 8.49 11.51
LCGN_0148 hypothetical protein 0.49 0.45
LCGN_0149 hypothetical protein 0.43 0.37 0.39
LCGN_0153 FMN-dependent NADH-azoreductase 0.22 0.24 0.30
LCGN_0154 Ribosomal subunit interface protein 0.28 0.34 0.35
Glycine betaine ABC transport system,
LCGN 0158 permease protein OpuAB / G!ycine bgtaine 0.40 0.36 0.38
- ABC transport system, glycine betaine-
binding protein OpuAC
LCGN 0199 Ribose ABC transport system, high affinity 315 293
permease RbsD
LCGN_0200 Ribokinase 3.67 3.44 3.17
rbsR Ribose operon repressor 3.51 3.58 3.29
LCGN_0203 hypothetical protein 0.42 0.51
LCGN_0204 hypothetical protein 0.40 0.50
LCGN_0233 multidrug resistance protein 0.43 0.51
LCGN_0244 hypothetical protein 0.27 0.33 0.32 0.34 0.38
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LCGN_0276

LCGN_0277

LCGN_0287
vraS

vraR

LCGN_0295
LCGN_0300

pydB

elaA

parC
LCGN_0365
LCGN_0368
LCGN_0398
LCGN_0402
LCGN_0411
LCGN_0412
LCGN_0420
LCGN_0454

LCGN_0455

glpF
LCGN_0483
LCGN_0494

LCGN_0513

ptnD

LCGN_0522
LCGN_0523
lacD / lacF
LCGN_0555
LCGN_0564
LCGN_0565
LCGN_0566
LCGN_0567
LCGN_0610
LCGN_0625
LCGN_0638

LCGN_0660
LCGN_0661

Dihydroorotase
Orotate phosphoribosyltransferase
hypothetical protein
Sensor histidine kinase VraS
Two component transcriptional regulator
VraR
hypothetical protein
Carbamoyl-phosphate synthase large chain
Dihydroorotate dehydrogenase electron
transfer subunit B
ElaA protein
Topoisomerase IV subunit A
Phage lysin, glycosyl hydrolase, family 25
Transporter
putative amino acid permease
hypothetical protein
transcription regulator
hypothetical protein
Transcriptional regulator, TetR family
Glycerol kinase
Aerobic glycerol-3-phosphate
dehydrogenase
Glycerol uptake facilitator protein
putative acetyltransferase
hypothetical protein
PTS system N-acetylgalactosamine-specific
IIA component
PTS system, mannose-specific 11D
component
Galactosamine-6-phosphate isomerase
Tagatose-6-phosphate kinase
Tagatose 1,6-diphosphate aldolase
UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase
conserved hypothetical protein
Transcriptional regulator, MarR family
CAAX amino terminal protease family
putative tryptophan transport protein
hypothetical protein
Alpha-acetolactate decarboxylase
hypothetical protein
Dihydrolipoamide dehydrogenase of acetoin
dehydrogenase
Dihydrolipoamide acetyltransferase

0.13

0.03

0.06
0.10

0.06

0.10

0.22
0.22

6.27

7.53

8.23

10.36
34.11

0.16
0.16
0.30
0.40

0.46

0.29
0.25

0.17

2.15
2.55
2.66
4.40
0.05
0.31
0.27
0.32
0.38
0.07

0.11

0.28
2.23
0.42

0.09

0.14

0.24
0.24
0.25
0.45
4.50
5.35
5.47
6.20

25.29

2.34
0.20

2.79

0.15
0.15
0.34

0.36
0.22

0.10

3.32

6.13
0.04
0.38
0.32

0.07
0.12

0.29
3.01

0.08

0.13

6.67
8.12
9.10
10.93
48.32
3.08

3.88
2.95

0.25

0.32

4.48
0.04

0.04
0.07

0.09

0.10

0.22
0.25
0.25

6.93
8.05

10.74
42.40
3.00
0.21
2.57

0.21
0.27
0.40
0.47

0.52

0.34
0.21

0.17

1.89
2.21
2.17
4.11
0.04
0.31
0.27
0.31
0.21
0.04

0.08

0.18
1.81
0.46

0.23
0.26
0.26
0.50
5.98
6.65
5.55
7.49

36.50

2.9
0.22

2.46
2.05

0.20

0.38
0.18

0.12

2.43

4.69
0.04
0.35
0.31

0.05
0.08

0.17
2.20

0.10

0.12

7.49
8.53
7.70
11.05
52.69
3.46
0.23

3.14
2.63
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LCGN_0699

gatA

gatB

glpG

arcA
arcB
arcD
arcC

LCGN_0724
aspB
LCGN_0775

LCGN_0776
LCGN_0777

LCGN_0824

LCGN_0842
nifJ
LCGN_0867
LCGN_0885
LCGN_0903
LCGN_0913
LCGN_0916
LCGN_0932
LCGN_0934
LCGN_0935

LCGN_0970

SpXxA2
LCGN_0992
LCGN_1010
LCGN_1014
LCGN_1017

component (E2) of acetoin dehydrogenase
complex
Ribonuclease P protein component
Aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase
subunit A @ Glutamyl-tRNA(GIn)
amidotransferase subunit A
Aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase
subunit B @ Glutamyl-tRNA(GIn)
amidotransferase subunit B
GlpG protein (membrane protein of glp
regulon)
Arginine deiminase
Ornithine carbamoyltransferase
Arginine/ornithine antiporter ArcD
Carbamate kinase
COG3760, similarity to aminoacyl-tRNA
editing enzymes YbakK, ProX
Aspartate aminotransferase
Predicted L-lactate dehydrogenase,
hypothetical protein subunit YkgG
Predicted L-lactate dehydrogenase, Iron-
sulfur cluster-binding subunit YkgF
Predicted L-lactate dehydrogenase, Fe-S
oxidoreductase subunit YkgE
Cysteine ABC transporter, substrate-binding
protein
morphogenesis protein
Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
Hypothetical protein ywlG
hypothetical protein
Ribosomal subunit interface protein
Pyruvate carboxyl transferase
hypothetical protein
Tripeptide aminopeptidase
hypothetical protein
hypothetical protein
Hypothetical, related to broad specificity
phosphatases COG0406
Transcriptional regulator SpxA2
Shikimate/quinate 5-dehydrogenase | beta
HD family hydrolase
membrane protein
hypothetical protein

11.61
9.48
7.68
7.98

11.45
9.94
0.07

0.23

2.50

1.92

2.18

3.1

9.59
8.08
6.99
7.14

7.93
6.89
0.09

0.23

0.20

0.27
0.38
0.46
0.27
0.24
2.53
0.21

0.34
0.30

0.38

0.11
0.32
0.18
0.31
0.36

2.55

2.84

13.51
11.16
9.64
9.84

12.39
10.59
0.09

0.21

0.19

2.10

0.29
3.22
0.24
2.43

0.12

0.21
0.36

3.19

9.75
8.09
6.76
6.19

6.61
6.49
0.09

2.57

0.22

0.39

2.39

1.95

2.22

3.07

9.44
7.75
6.42
5.92

5.71
5.57
0.09

0.22
0.21

1.96

0.10
0.32
0.51
0.28
0.27
2.45
0.31
2.15
0.27
0.23

0.47

0.12
0.40
0.16
0.44
0.50

2.24

2.55

3.45

11.03
9.14
7.38
6.95

7.62
7.34
0.10

0.21

0.21

2.39

0.07
0.32

0.30
2.79
0.36
2.63

0.26

0.13

0.17
0.51
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alaS
smpB
serS

malR

mutY
LCGN_1215

LCGN_1391

nusA
LCGN_1393

LCGN_1394
infB
rbfA

celB
LCGN_1432

LCGN_1433

LCGN_1444
LCGN_1445

pyrR

pyrP
LCGN_1451

LCGN_1453
LCGN_1471

LCGN_1473

LCGN_1474
LCGN_1481
LCGN_1487
LCGN_1504
LCGN_1505
LCGN_1525
LCGN_1530
LCGN_1541
LCGN_1555
scpB

Alanyl-tRNA synthetase
tmRNA-binding protein SmpB
Seryl-tRNA synthetase
Maltose operon transcriptional repressor
MalR, Lacl family
A/G-specific adenine glycosylase
Transcriptional regulator, TetR family
COGO0779: clustered with transcription
termination protein NusA
Transcription termination protein NusA
COG2740: Predicted nucleic-acid-binding
protein implicated in transcription
termination
ribosomal protein L7Ae family protein
Translation initiation factor 2
Ribosome-binding factor A
PTS system, cellobiose-specific IIC
component
hypothetical protein
Acetylornithine deacetylase/Succinyl-
diaminopimelate desuccinylase and related
deacylases
6-phosphogluconate dehydrogenase,
decarboxylating
Gluconokinase
Uracil phosphoribosyltransferase /
Pyrimidine operon regulatory protein PyrR
Uracil permease
Carbamoyl-phosphate synthase small chain
negative regulator of proteolysis
Glycerol kinase
Activator of (R)-2-hydroxyglutaryl-CoA
dehydratase
Oxidoreductase
SSU ribosomal protein S16p
Fumarate reductase flavoprotein subunit
Arginine/ornithine antiporter ArcD
Xaa-His dipeptidase
5'-nucleoctidase YjjG
Glyoxalase family protein
Nucleoside-binding protein
hypothetical protein
Segregation and condensation protein B

0.18

0.18

0.08
0.15
0.10

2.71
0.31
0.22

0.44

2.16
0.21

0.35
0.35

0.37

0.32
0.27
0.21
2.69
2.87

2.74

0.27
0.43
0.25

0.28
0.21
0.27
0.37

0.30

0.30
0.43
0.09
0.17
0.12

0.18
0.34
0.35
2.77

3.48

0.26

0.23

0.44

0.34
0.25

0.14

0.10
0.19
0.13
2.57
0.19
0.43

0.39

0.36

0.38
0.17
0.16
0.14

0.16
0.09

2.63

2.38
0.37
0.21

0.51

1.80
0.29

0.40
0.42

0.40

0.40
0.32
0.28

2.38
2.18

2.34

0.33
0.38
0.31
0.28

0.39
0.19

0.54
0.16
0.16
0.10
1.97
0.43
0.38
0.46
2.50

2.70

0.23

0.32

0.37
0.33

0.16
0.24

0.18
0.18
0.17

0.18
0.11

0.43
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LCGN_1610

LCGN_1611
LCGN_1625
LCGN_1626

LCGN_1656

LCGN_1657
LCGN_1658

gidA

LCGN_1710
LCGN_1736
LCGN_1737

LCGN_1745
LCGN_1766
adhE

LCGN_1773
LCGN_1795

cutC

LCGN_1853
LCGN_1890

nrdD
LCGN_1932

Redox-sensitive transcriptional regulator
(AT-rich DNA-binding protein)
Malolactic regulator
hypothetical protein
TPR-repeat-containing protein
PTS system, beta-glucoside-specific [IA/B/C
component
6-phospho-beta-glucosidase
6-phospho-beta-glucosidase
tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl
modification enzyme GidA
cation-transporting ATPase
arginine repressor
hypothetical protein
Transcriptional regulator, repressor of the
glutamine synthetase, MerR family
Fibronectin-binding protein
Alcohol dehydrogenase %3B Acetaldehyde
dehydrogenase
6-phosphogluconolactonase
tRNA dihydrouridine synthase B
Cytoplasmic copper homeostasis protein
cutC
hypothetical protein
Orf32
Ribonucleotide reductase of class Ill
(anaerobic), large subunit
LSU m5C1962 methyltransferase Riml

5.11

4.93

0.33

4.55
2.47
2.36

3.02

3.95
4.09

4.30

0.38
0.42
0.31

0.33
2.00
0.21

0.40
242

0.35

0.37
0.35

0.29
0.42

6.29
3.12
2.98

5.42

7.50
7.36

5.97

2.56
0.24

0.48

0.36

0.39
4.61

3.14
0.30

0.15

0.35

0.41

4.40
2.19
217

3.15
2.99

0.32
0.48
0.47

0.49
2.01
0.17

0.48
2.32

0.46

0.52
0.48

0.36
0.43

5.17

3.80

4.94
5.34

0.18

0.40
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(C) Other genes differentially expressed exclusively in pure culture.

ratio of gene expression in pure
culture under the high / low aeration

Name Description level
DESeq DESeqg2 EdgeR

LCGN_0078 hypothetical protein 0.48
LCGN_0091 Putative stomatin/prohibitin-family membrane protease subunit YbbK 0.32 0.41
LCGN_0097 hypothetical protein 0.42
LCGN_0105 hypothetical protein 0.46
LCGN_0163 hypothetical protein 0.29
LCGN_0170 Imo0472 0.43
LCGN_0174 hypothetical protein 0.40
LCGN_0198 Putative ribose uptake protein RbsU GRP transporter family 3.51
LCGN_0209 Conserved hypothetical protein ArsC related 0.33
LCGN_0228 Nucleoside diphosphate kinase 0.44
LCGN_0239 Protein of unknown function DUF1211 0.29
LCGN_0240 hypothetical protein 0.35
LCGN_0241 Glyoxalase family protein 0.36
LCGN_0324 hypothetical protein 0.35
LCGN_0347 DNA polymerase Il epsilon chain 2.05
LCGN_0363 hypothetical protein 2.41
LCGN_0396 Predicted esterase 0.15 0.22
LCGN_0397 Glyoxalase family protein 0.14 0.13
LCGN_0406 General stress protein Gls24 family 0.34 0.43
LCGN_0427 hypothetical protein 0.53
LCGN_0482 Enolase 210
LCGN_0484 LSU ribosomal protein L20p 0.47
LCGN_0491 hypothetical protein 0.33
LCGN_0503 hypothetical protein 0.33
LCGN_0506 PlcB ORFX ORFP ORFB ORFA Idh gene 0.35 0.43
LCGN_0516 PTS system mannose-specific [IC component 0.17 0.15
LCGN_0589 hypothetical protein 4.51 3.72 6.06
LCGN_0598 Lipoprotein signal peptidase 1.96

mitlD Mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase 3.64

mtlF PTS system mannitol-specific IIA component 3.00
LCGN_0608 Mannitol operon activator BglG family 3.66

mtlA PTS system mannitol-specific 1IB component / PTS system mannitol-specific [IC component 3.45
LCGN_0662 Acetoin dehydrogenase E1 component beta-subunit 215
LCGN_0671 Hydrolase (HAD superfamily) 217
LCGN_0677 phage infection protein 1.96
LCGN_0689 GTP pyrophosphokinase (p)ppGpp synthetase | 2.29
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codY
hepB /ispB
LCGN_0773
LCGN_0813
fni / idi / yebB
LCGN_0844
LCGN_0845
LCGN_0921
LCGN_0936
LCGN_1001
LCGN_1036
LCGN_1078

gpsB

LCGN_1115
LCGN_1181
LCGN_1229
LCGN_1248
mscL
LCGN_1407
LCGN_1408
LCGN_1409
LCGN_1438
LCGN_1450
LCGN_1470
LCGN_1531
LCGN_1577
LCGN_1592
LCGN_1647
ileS
LCGN_1707
LCGN_1747
LCGN_1886
LCGN_1928

GTP-sensing transcriptional pleiotropic repressor codY
Heptaprenyl diphosphate synthase component Il
acetyltransferase GNAT family
hypothetical protein
Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase FMN-depe ent
Multimodular transpeptidase-transglycosylase / Penicillin-bi ing protein 1A/1B (PBP1)
SA9H10L
ABC transporter permease protein
UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--L-lysine ligase
hypothetical protein
Transporter
hypothetical protein
Cell division protein GpsB coordinates the switch between cyli rical a septal cell wall synthesis
by re-localization of PBP1
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Large-co uctance mechanosensitive channel
Lipoteichoic acid synthase LtaS Type IIb
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Aspartate carbamoyltransferase
Glucosamine-6-phosphate deaminase
Nitrilotriacetate monooxygenase component B
ImpB/MucB/SamB family protein
Ribosomal large subunit pseudouridine synthase B
Nitroreductase family protein
Isoleucyl-tRNA synthetase
hypothetical protein
hypothetical protein
Oxygen-insensitive NAD(P)H nitroreductase / Dihydropteridine reductase
L-proline glycine betaine bi ing ABC transporter protein ProX / Osmotic adaptation

0.34
0.36
0.40
2.08
2.19
2.26
2.46
2.36

0.40
0.44
0.39

0.45

0.52
0.40
0.33
2.49
0.45
2.55
2.68
2.38
0.37
0.24
0.51
0.23
1.95
2.36
0.24
2.20
0.53
0.31
0.29
1.95

0.42

2.74

0.40
3.38

3.22

0.17

0.26

0.26

0.38

2.59
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(D) Other genes differentially expressed exclusively in co-culture.

ratio of gene expression in co-culture

Name Description under the high / low aeration level
DESeq DESeq2 EdgeR

LCGN_0029 hypothetical protein 1.99
LCGN_0030 S4-domain-containing heat shock protein%3B S4-domain-containing heat shock protein 2.84 2.77
LCGN_0055 Signal peptidase | 0.52
LCGN_0071 hypothetical protein 0.32
LCGN_0073 hypothetical protein 2.03
LCGN_0080 Glycosyltransferase LafB responsible for the formation of Gal-Glc-DAG 0.43
LCGN_0084 Preprotein translocase subunit YajC 2.87 2.70
LCGN_0104 6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating 0.40
LCGN_0157 Glycine betaine ABC transport system ATP-bi ing protein OpuAA 0.27 0.28 0.29
LCGN_0195 Flagellar hook-length control protein FliK 0.49
LCGN_0231 Rrf2 family transcriptional regulator group IlI 0.60
LCGN_0275 hypothetical protein 0.51
LCGN_0317 Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase 2.09
LCGN_0382 Similar to tetracycline resistance protein 0.23
LCGN_0383 Phosphopentomutase 0.52
LCGN_0384 hypothetical protein 0.53
LCGN_0385 Purine nucleoside phosphorylase 0.58
LCGN_0403 hypothetical protein 0.49
LCGN_0416 Cardiolipin synthetase 0.54
LCGN_0421 ABC-type multidrug transport system ATPase component 0.27 0.29
LCGN_0422 ABC transporter permease protein 0.41
LCGN_0423 Cysteinyl-tRNA synthetase related protein 0.55
LCGN_0437 LSU ribosomal protein L27p 0.57
LCGN_0453 hypothetical protein 0.52
LCGN_0477 unknown 0.46
LCGN_0501 hypothetical protein 1.95
LCGN_0580 Cold shock protein 2.40 2.82
LCGN_0627 proposed amino acid ligase fou clustered with an amidotransferase 2.02

fabl Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] 0.55
LCGN_0700 Inner membrane protein translocase component YidC short form Oxal-like 2.14
LCGN_0703 Oxidoreductase aldo/keto reductase family 2.03
LCGN 0709 Aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase su:l?;:]tnﬁ C@ Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase 293
LCGN_0713 Cold shock protein 2.75 2.61

dut Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase 2.61 2.53
LCGN_0734 hypothetical protein 0.44
LCGN_0833 ATP-depe ent RNA helicase YgfR 1.80

ptcB PTS system cellobiose-specific 1IB component 1.70 1.99
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LCGN_0886
LCGN_0889
LCGN_0931
LCGN_0941
LCGN_0968
dacA /dacB
LCGN_0972
fruR
fruC

fruA

fer
LCGN_1100
aroD
LCGN_1157
LCGN_1182
LCGN_1183
LCGN_1237
LCGN_1247
LCGN_1262
LCGN_1276
LCGN_1278
LCGN_1418
LCGN_1430
LCGN_1446
LCGN_1452
LCGN_1475
LCGN_1568
LCGN_1572
LCGN_1581
LCGN_1598
LCGN_1600
engB
LCGN_1602
LCGN_1673
LCGN_1688
cysS
LCGN_1706
LCGN_1716
LCGN_1728
argS
LCGN_1784
pheS

Inositol-1-monophosphatase
Cell division trigger factor
hypothetical protein
Neutral e opeptidase O
fibronectin-bi ing protein homolog
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
hypothetical protein
Transcriptional repressor of the fructose operon DeoR family
Tagatose-6-phosphate kinase / 1-phosphofructokinase
PTS system fructose-specific IIA component / PTS system fructose-specific 11B component
/ PTS system fructose-specific IIC component
Ferredoxin
Cold shock protein
3-dehydroquinate dehydratase |
hypothetical protein
unknown
hypothetical protein
NAD(FAD)-utilizing dehydrogenase sll0175 homolog
hypothetical protein
hypothetical protein
Phosphoglycerate mutase
transcription regulator
Alpha/beta hydrolase fold
Isoaspartyl aminopeptidase @ Asp-X dipeptidase
Gluconate permease Bsu4004 homolog
Substrate-specific component BioY of biotin ECF transporter
hypothetical protein
hypothetical protein
CBS domain protein Imo1865 homolog
50S ribosomal subunit maturation GTPase RbgA (B. subtilis YIgF)
Dihydrofolate reductase
ATP-depe ent Clp protease ATP-bi ing subunit ClpX
GTP-bi ing protein EngB
Dihydroneopterin aldolase
Ribosomal RNA small subunit methyltransferase B
FtsZ-interacting protein related to cell division
Cysteinyl-tRNA synthetase
COG1939: Ribonuclease Il family protein
hypothetical protein
Hydrolase HAD subfamily 111A
Arginyl-tRNA synthetase
UPF0348 protein family
Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain

0.34
0.20

0.48
2.04

0.44
0.45
0.47
0.20
0.19

0.21

2.42
0.51
0.19
0.20
0.20
0.54
0.53
0.49
1.62
1.64
1.94
2.07
0.48
0.35

2.30
2.19
2.22
1.68
1.70
1.84
2.31
1.91
1.81
1.99
2.20
0.54
0.47
0.56
1.62
2.33

2.31
2.08
2.31

4.43
2.89

0.22
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LCGN_1796
LCGN_1804
LCGN_1813
LCGN_1865

hypothetical protein
Zinc protease
Lactose a galactose permease GPH translocator family
Lipid A export ATP-bi ing/permease protein MsbA

0.46
0.55
3.39
1.63

4.15






Antagonisme de Lactococcus garvieae vis-a-vis de Staphylococcus aureus : étude
physiologique et transcriptomique des mécanismes

Parmi les stratégies visant a contrbler la croissance de microorganismes pathogénes dans un
aliment, la biopréservation qui s’appuie sur [l'utilisation des capacités inhibitrices d’autres
microorganismes offre une grande diversité d’opportunités. Il est cependant nécessaire de
comprendre les mécanismes moléculaires et physiologiques régissant I'antagonisme du
microorganisme protecteur vis-a-vis de la bactérie indésirable. L’objectif de cette thése était de
caractériser I'antagonisme de L. garvieae N201, isolé de fromage, vis-a-vis de souches de S.
aureus par des approches in vitro : génomique, transcriptomique (ciblée concernant S. aureus,
globale concernant L. garvieae) et phénotypique. Un acteur avait déja été identifié : le peroxyde
d’hydrogéne (H.O,) produit par L. garvieae sous un niveau d’aération élevé. Lors de ces travaux
de thése, il a été montré que le peroxyde d’hydrogéne serait également produit par L. garvieae
sous une faible aération en quantité faible (indétectable par spectrophotométrie) mais suffisante
pour induire une inhibition de S. aureus. Les génes de production du H,O, de L. garvieae (poxB,
sodA) seraient exprimés constitutivement quel que soit le niveau d’aération. Les génes de
dégradation du H,O, (katA, sodA, ahpC | ahpF) seraient plutét surexprimés sous une faible
aération, suggérant leur réle dans un mode de contrdle de la concentration en H,O, autogéne par
L. garvieae. En paralléle, trois autres mécanismes potentiellement impliqués dans I'antagonisme
ont été mis en évidence : i) la répression de génes de réponse au stress (clpC, ctsR, dnaK) de S.
aureus par L. garvieae et I'aération, ii) la répression de génes de division cellulaire de S. aureus
(mraZ, mraW, potentiellement le cluster dcw) par L. garvieae, iii) la production d’un effecteur
extracellulaire par L. garvieae dont la nature reste a caractériser. Ajouté a cela, la présence de L.
garvieae modulerait 'expression des principaux génes de virulence de S. aureus, réprimant ceux
codant pour les entérotoxines sous une faible aération. Ainsi, la souche L. garvieae N201 s’est
révélée étre une candidate intéressante comme agent de biopréservation. Cependant, son
innocuité pour ’lHomme devra étre vérifiée et son antagonisme sur S. aureus devra étre évalué en
matrice alimentaire. Les données générées ainsi que la démarche développée pourront étre
utilisées afin d’étudier des interactions entre d’autres espéeces d'intérét et dans des écosystemes
différents.

Lactococcus garvieae antagonism against Staphylococcus aureus : physiological
and transcriptomic studies of the mechanisms

Among strategies aiming to control the growth of spoilage microorganisms in food, the
biopreservation is based on the inhibitory capacities of other microorganisms and presents a
considerable variety of opportunities. A good understanding of the molecular and physiologic
mechanisms underlying the antagonism of the preservative microorganism against the spoilage
bacterium is also required. This thesis aimed to characterize the antagonism of L. garvieae N201
dairy strain against S. aureus strains combining in vitro strategies: genomic, transcriptomic
(targeted concerning S. aureus, global concerning L. garvieae) and phenotypic. The involvement of
hydrogen peroxide (H,O,) produced by L. garvieae under high aeration was already known.
Although H,0O, concentration was undetectable using spectrophotometry method, it was produced
by L. garvieae under low aeration at sufficient concentration to induce S. aureus inhibition. L.
garvieae H,O,-synthesis genes (poxB, sodA) seemed constitutively expressed whatever the
aeration level. L. garvieae H,O,-degradation (katA, sodA, ahpC | ahpF) genes were overexpressed
under low aeration, suggesting their involvement in control of autogenous H,O, level. In parallel,
three other mechanisms may be involved in this antagonistic relationship: i) the repression of S.
aureus stress-response genes (clpC, ctsR, dnaK) by L. garvieae and / or under high aeration, ii)
the repression of S. aureus cell-division genes (mraZ, mraW and probably the dcw cluster) by L.
garvieae, iii), the production by L. garvieae of an extracellular effector which has to be
characterized. Additionally, L. garvieae can modulate the expression of S. aureus major virulence
genes, repressing those coding for enterotoxins under low aeration. Thus, L. garvieae N201 turned
out to be an interesting candidate for biopreservative applications. However, its safety for humans
should be approved and its antagonism against S. aureus has to be investigated in food matrices.
The data resulting from this work may be used to study other interactions between other valuable
species and in other ecosystems.

Mots-clefs (Keywords) : Staphylococcus aureus, Lactococcus garvieae, antagonisme
(antagonism) peroxyde d’hydrogene (hydrogen peroxide), RNA sequencing.






